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Seznam pouzitych zkratek a symboli

A,C,GT
bp
cDNA
dATP
dCTP
ddH,O
dGTP
DMSO
DNA
dNTPs
dsDNA
dTTP
dUTP
EDTA

ELISA

eppi
EtBr

ITS

NASBA
PCR

RAPD

REA

... adenin, cytosin, guanin, thymin
.. pary bazi (angl. base pairs)
.. komplementarni DNA
.. deoxyadenosintrifosfat
.. deoxycytidintrifosfat
.. dvakrat destilovana voda
.. deoxyguanosintrifosfat
.. dimethylsulfoxid
... deoxyribonukleova kyselina
... deoxynukleosidtrifosfaty
.. dvouvlaknova DNA (angl. double-stranded DNA)
... deoxythymidintrifosfat
.. deoxyuridintrifosfat
.. ethylendiaminotetraoctova kyselina

... enzymova imunosorbéni analyza (angl. enzyme linked

immunosorbent assay)

.. zkumavka typu Eppendorf

... ethidium bromid

.. angl. internal transcribed spacer

.. angl. master mix

.. angl. nucleic acid sequence-based amplification

.. polymerazova fetézova reakce (angl. polymerase chain reaction)

.. nahodn¢ amplifikovana polymorfni DNA (ang!. random amplified

polymorphic DNA)

... restrikéni enzymova analyza



RFLP

RNA

rRNA

SSCP

ssDNA

TBE pufr

TE pufr

Tris

YPD

YPG

... délkovy polymorfismus restrikénich fragmentt (angl. restriction

fragment length polymorphism)

.. ribonukleova kyselina
... ribozomdlni RNA
.. Svedbergova sedimentaéni konstanta

... konformacéni polymorfismus jednovlaknové DNA (angl. single-strand

conformation polymorphism)

.. jednovlaknova DNA (angl. single-stranded DNA)
.. Tris/borat/EDTA pufr

.. Tris/EDTA pufr
... teplota tani (angl. melting temperature)

.. Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

... jednotka enzymove aktivity (angl. unit)

.. tekuté Zivné médium (1 % kvasni¢ny extrakt, 1 % pepton a

1 % dextrdza)

.. tekuté Zivné médium (1 % kvasniény extrakt, 1 % pepton a

1 % glukdza)




Uvod

Infekce zplsobené kvasinkami rodu Candida tzv. kandidézy zlstavaji diilezitym
klinickym problémem. Za posledni desetileti se jejich vyskyt signifikantng& zvysil,
pfedevdim vzrostl pocet nozokomidlnich nakaz. Rod Candida obsahuje né&kolik
zéstupct, ktefi se projevuji jako oportunni patogeni. Jsou b&Znou soudasti mikrofléry
¢loveka, vyskytuji se i v prostfedi, a zejména u jedincu s oslabenou obranyschopnosti
mohou zpiisobit zavazné onemocnéni. Dostanou-li se kvasinky do krve, mohou se $ifit
do vnitinich organd a zpusobit systémovou kandidézu. Systémova kandiddza je velmi
zavazné onemocnéni s mortalitou nejméné 35%. V piipadé spravné diagnozy v ranych

stadiich infekce a v€asné antifungalni terapie se jeji prognéza dramaticky lepsi.

V posledni dobé poklesla incidence mykotickych infekci zplisobenych
kvasinkou Candida albicans, imémeé k tomu vzrostl vyskyt infekci zplisobenych jinymi
tzv. non-albicans druhy kandid, které v3ak vykazwji niz3i citlivost k antifungalnim
latkam, napf. flukonazolu. Jako disledek tohoto epidemiologického posunu je tfeba
rychld identifikace vyvolavajiciho patogena véetné zafazeni do druhu, aby mohla byt

nasazena véasna a efektivni terapie a infekce Gsp&sné zvladnuta.

K identifikaci kandid jsou pouZivany morfologické, sérologické a biochemické
testy. V soudasnosti se nejvice pouZivaji kultivaéni a sérologické metody, dale probiha
snaha o zavedeni do praxe metod zaloZenych na poznatcich molekularni biologie, které
by mohly ptedstavovat jednodu3$i a vykonné&jsi alternativu ke konvendnim testiim,
protoZe citlivost klasickych kultivaénich metod a histologického vySetfeni bioptického
materidlu je nedostadujici, zvlasté v dasnych stadiich infekce. Také citlivost dalgich
laboratornich testii zaloZenych na detekci Candida-specifickych protilatek, antigeni
nebo metaboliti neni uspokojiva. Navic jsou vSechny tyto metody ¢asové naroéné
anedokaZi ¢asto jednoznaéné identifikovat druh kvasinky. Piedevdim v ptipadech
rychlé progrese onemocnéni je pak mnohdy nutné nasadit antifungilni terapii
na zékladé empirickych zkuSenosti, aniZ by byla znama definitivni diagn6éza. Tento
pfistup je finan¢né nakladny a v pfipadé nepotvrzeni diagndzy je pro pacienta zatéZujici,

navic vyznamné pfispiva k vyvoji rezistence téchto patogeni k dasto pouzivanym

antimykotikiim.
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Pouziti molekularné biologickych metod nabizi obrovsky potencial k dosazZeni
cile rychlé druhové identifikace. Na rozdil od klasickych diagnostickych metod se
zaméfuje na identifikaci druhové specifickych segmentli deoxyribonukleové kyseliny
a ne na hodnoceni fenotypovych znaki, které mohou byt pro fadu zastupcd shodné.
Diky své rychlosti, reprodukcibilité, vysoké citlivosti a specifit¢ se stale vice

k laboratorni diagnostice uziva polymerazova fetézova reakce (PCR).

Mezi slibné piistupy patfi mimo jiné tzv. uhnizdéna (angl. nested) PCR. Tato
metoda se sklada ze dvou samostatnych po sobé& nasledujicich amplifikagnich kroku,
ve kterych je vyuZito dvou odliSnych primerovych pard k amplifikaci uréité specifické

oblasti DNA patogena. Timto pfistupem je obecné zvySena citlivost PCR metodiky.

Vyzkum, ktery se snazi o adaptaci a standartizaci PCR, aby byla vice
aplikovatelna pro pouziti v diagnostickych laboratofich, pokracuje a ptedpoklada se, Ze

rychld, uZivatelsky ptatelskdA PCR technologie, ktera bude rutinné pouzitelnd na

zpracovéni velkych objemi laboratornich vySetfeni, nenf tak vzdalena budoucnost.
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Teoreticka ¢ast

Kvasinky rodu Candida a jejich vyznam v lékafstvi

Asexudlni formy téchto kvasinek patfi do fi¥e hub (Fungi), odd&leni Eumycota,
tfidy Deuteromycetes (Fungi Imperfecti). Jedna se o jednobunééné eukaryontni
mikroorganismy, u kterych jsou jen nékteré druhy schopny pohlavniho rozmnoZovani
pomoci askospor. Pohlavni formy jsou fazeny mezi askomycety (Ascomycota). VE&Sina
kandid se obvykle mnoZi nepohlavné puéenim z jednobunéénych blastospor. Blasto-
spory mohou byt prodlouzené, ovalné ¢i kulate, ve velikosti od 2 do 8 um . Jejich tvar
a velikost jsou do ur€ité miry charakteristické pro kazdy druh. Kandidy se vyskytuji
kosmopolitné v ovzdusi, pliidé ajako komenzalové ¢&i patogeni teplokrevnych zvifat

a ¢lovéka.

Zastupei rodu Candida jsou dnes fazeni k dimorfnim houbam, coZ znamena, ze
v zavislosti na podminkédch prostfedi maji nékteré kandidy jedine¢nou schopnost riist
ve formé vlaknitého pseudomycelia (dcefiné builkky se protahuji a neoddéluji

od matei'ské buiiky) nebo dokonce pravého mycelia (Buchta et al., 1998).

Ackoli existuje okolo 150 druhi rodu Candida, jen maly podet z nich jsou lidsti
patogeni, protoZe piiblizné 65% druhi kandid neni schopné riist pfi teploté 37°C, coZ je
nutnou podminkou pro to, aby se dand kandida mohla stat Usp&$nym patogenem.
Klasickym a nejéasté&j§im pivodcem kandidozy je C. albicans. Patogenni jsou také dalsi
druhy, napt. C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C. glabrata a déle vzacnéji se
vyskytujici C. guilliermondii, C. kefyr, C. viswanathii, C. lusitaniae, C. dubliniensis,
C. famata, C. inconspicua a C. utilis. (Calderone, 2002).

V3echny vySe jmenované druhy kandid se projevuji jako potencialné patogenni
houby. Maji vlastnosti, které jim umoZfiuji byt usp&$nymi komenzily u zdravého
hostitele. Za urgitych okolnosti vSak dochdzi ke vzniku a narlstani virulence,

projevujici se pfedevsim invazi houby do tkanég,

Kandid6za je nejCastéj$i systémova mykoza v lékafské praxi a v poslednich

desetiletich podet a zdvaZnost onemocnéni nebezpednd nariistd. Patii k mykézdm
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sekundarnim, coZ znamena, Ze infekce vznikd u osob oslabenych jinym onemocnénim

a s narufenou imunitou.

Dalii zavaZnou skutecnosti je to, Ze Candida albicans a dal$i druhy tohoto rodu
jsou pilivodci nosokomidlnich nakaz. Vyskyt kandidovych nosokomialnich mykéz
vzrostl v poslednim desetileti asi o 300%. Dominujicim plivodcem téchto infekci je
C. albicans, ale pfi arteficidlnim zavieCeni se uplatiiuji i dal$i druhy kandid jak

patogennich, tak b&2n& nepatogennich (Bednaf et al., 1994).

Epidemiologie kandidé6z

Kandidy jsou ubikvitarné se vyskytujici mikroorganismy, vét§ina z nich nejsou
lidti patogeni, ale vyskytuji se jako saprofyti. Rada kandid jsou b&Zni komenzalové
dlovéka a jejich patogenita se muze uplatnit jen v piipadé, Ze jsou naruSeny

imunologickée a mechanické obranné mechanismy.

Infekce zplisobené kandidami mohou mit lokélni nebo systémovy charakter.
U povrchovych kandidéz pievladaji slizniéni formy - orofaryngealni (soor ¢ili
moucnivka) a vulvovagindlni kandidéza; dale ezofagitida, intertrigindzni kandidéza,
keratitida a onychomykéza (Ruhnke, 2002). Oréalni kandidéza se &asto vyskytuje
u nedonoSenych déti a je také jednou z manifestaci u nemocnych AIDS, vulvovaginalni
kandiddza je Casta u gravidnich Zen a diabetiek (Bednéf et al, 1994). Tyto kandidézy
jsou sice nepiijemné, ale ne Zivotu nebezpeéné. Infekce kiize a sliznic zplsobené
kvasinkami nachdzime jak u imunokomprimovanych pacientf, tak u lidi s nenarusenou
imunitou, coZ je rozdil oproti systémovym kandid6zam, které se vyskytuji prakticky

pouze u téZce imunosuprimovanych pacientl (Ruhnke, 2002).

RozmnoZeni kandid byva soudasti stfevni dysmikrobie s prijmy, zpusobené
potlacenim fyziologické anaerobni flory antibiotiky. PHi imunodeficitech T lymfocyti je
pravodnim znakem chronickd mukokutanni kandidoza a rozsahlym poSkozenim kize

a sliznic a hlubsi invazi kvasinek do tkan& (Bednéf et al., 1994),

Nejtez3i formou kandid6zy jsou diseminované a organové infekce. Houba se $ifi
hematogenni cestou nebo invazi do tkani a postihuje plice a bronchy, gastrointestinalni

trakt, ledviny a daldi orginy (Bednaf et al., 1994). Kandidémie je zavaZny stav

a v ptipadé, Ze neni lé¢ena, dosahuje mortalita 50 aZz 75%. Rizikové faktory, které
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predisponuji vznik systémové kandidézy, jsou rakovina a s ni spojena lécba,
imunosupresivni terapie po transplantaci organt, hematologické malignity, pii kterych
se vyskytuje neutropenie, chirurgické zakroky v bfisni dutiné (C. albicans je béinou
soudasti sttevni mikroflory), infekce HIV, dlouhodobé intubace a intravendzni katetri-

zace a piedchozi 1é¢ba Sirokospektrymi antibiotiky (Sullivan and Coleman, 2002).

Jak jiz bylo fe¢eno, patogenni druhy kandid jako C. albicans jsou &asto ptitomny
jako komenzalové lidskych hostitelti, proto se domnivame, Ze vét$ina nosokomialnich
kandidoz je endogenniho pivodu. Pacienti jiZz piichdzeji do nemocnice s pfislusnym
patogenem jako soucasti své pfirozené mikrofléry. V piipadé, Ze dojde pfi pobytu
v nemocnici k oslabeni imunity pacienta, endogenni kmen kandidy muZe zplsobit
infekci. Dale je moZny pfenos patogenniho agens ze zdravotnického personalu
na pacienty nebo mezi pacienty navzajem. Kvasinky rodu Candida se pienaseji velmi
snadno a rychle. Jsou to organismy béZné¢ pfitomné na kuZi rukou a na sliznicich,
ve vzduchu v aerosolech, na nemocniénich pfistrojich a na pfedmétech denni potfeby

(Calderone, 2002).

Vyskyt systémové kandidézy u hospitalizovanych pacienti se zdvojnasobil
v prub&hu dvou poslednich desetileti a kandidy se staly b&znymi ptivodct sepsi. Infekce
zpusobené kandidami pfedstavuji asi 10 % viech nozokomiélnich infekci, zaujimaji
pozici za puvodci z éeledi Enterobacteriaceae (28 %), Staphylococcus aureus (13 %)
a Pseudomonas spp. (11 %). Zvy3ujici se vyskyt téchto infekci je piipisovan rostoucimu
poétu imunokomprimovanych a intenzivné lécenych pacientd. Ackoliv C. albicans
zlstava stale nejéast&j$im plivodcem kandidoz (nachdzime ji v 55 % krevnich izolatd),
vzristd i vyskyt ostatnich druhti napt. C. tropicalis, C. glabrata a C. krusei (Kullberg
and Filler, 2002).

Terapie kandid6z

Terapie se li§i podle toho, zda se jedné o povrchovou & systémovou kandidézu.
Pii 1é¢beé systémovych mykéz se pouZiva.amphotericin B, ktery patfi mezi polyenova
antimykotika, dale zahmuje tato skupina nystatin a natamycin. Polyenova antimykotika
patii k nejstar$im z dostupnych 1é¢iv. Po peroralnim podani se nevstiebavaji a po

injekéni aplikaci jsou znaéné toxicka. K injek&ni aplikaci je vhodny pouze amphotericin

B, aviak terapie je prakticky vZdy doprovazena zdvainymi neZidoucimi uginky.
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Moderni 1ékové formy obsahuji amphotericin B ve formé koloidnich disperzi i

lipidovych komplexd, coZ vyrazné omezuje jeho zdvazné neZadouci uéinky.

Ke star$im antimykotikim patfi rovnéZ flucytosin, jeho nevyhodou je &asty
vznik rezistence pfi monoterapii, vyznamnou klinickou pfednosti je jeho synergicky
iéinek s amphotericinem B, coZ umoZiiuje sniZit davku amphotericinu B pfi sou¢asném

podavani flucytosinu.

Dile je moZné uZit triazolova antimykotika (flukonazol, itrakonazol). Jsou dobfe
tolerovdna a maji minimum neZidoucich ucinkd. Jsou U¢innd i u zavaZnych
systémovych infekei zpusobenych kandidami (Suchopar et al., 1999).V soucasné dobé
byl zaveden do klinické praxe novy vysoce U€inny triazolovy preparat vorikonazol.
Vorikozanol je indikovan jako lék prvni linie v 1lé¢bé kandidové sepse u pacientl
bez neutropenie. Je Géinny proti C. albicans 1 non-albicans druhtim kandid. Je mozZna

intravenoézni 1 peroralni forma podani (Kale and Johnson, 2005).

Dale se v praxi zacal uzivat echinokandinovy derivat kaspofungin, ktery je uréen
k 1é¢b¢ invazivni kandidozy a aspergilézy u pacienti, ktefi nesnd$i amphotericin B a
azolova antimykotika (AISLP 2005.4). V klinické fazi zkouSeni jsou i dalsi léky -
zastupci triazolovych antimykotik posakonazol a ravukonazol, echinokandinové
derivaty anidulafungin a micafungin, antifungalni peptidy odlisné struktury nez

echinokandiny a sordarinové derivaty (Arikan and Rex, 2002).

K terapii lokalnich mykoz zplisobenych kandidami se nejéastéji pouzivaji
imidazolové antimykotika (clotrimazol, econazol, ketoconazol, miconazol atd.), polye-
novd antimykotika natamycin a nystatin, dale amorolfin a ciclopirox v riznych

topickych 1ékovych formach.

K lécbe povrchovych kandidéz se dale pouziva terbinafin, coZ je novéjsi allyl-
aminové antimykotikum se $irokym antifungélnim spektrem, ma v8ak ponékud nizsi
téinnost na kvasinky. Pfi podani per os dosahuje u¢innych koncentraci pouze v kiizi
a jejich adnexech, a proto je jeho pouZiti omezeno na terapii mykotickych infekei kiize

a nehtl. Mezi allylaminova antimykotika patfi rovnéz naftifin (Suchopar et al., 1999).

Systemové mykotické infekce jsou vidy zavazné, proto je nutne okamZite

nasazeni 1é¢by. Béhem [é¢by a profylaktického podavani Sirokospektrych antimykotik
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se u mnoha kment po ase vyvinula rezistence. Dusledkem nardstajici rezistence je pak
zvyena mortalita téchto nozokomidinich infekci. Pro spravnou volbu Géinné 1€¢by je

nutné rychla detekce kandidézy a druhova identifikace pivodci infekce (Masterton et

al., 2003).

Diagnostika

Pokud je diagnéza systémové kandidézy potvrzena v fasné fazi infekce a anti-
fungalni terapie je zahdjena v&as, prognéza onemocnéni miZe byt dramaticky
vylep3ena. BohuzZel klinické manifestace kandidozy se nelidi od sepse zplsobené jinymi
mikroorganismy a citlivost v sou¢asne dob€ rutinné pouzivanych kultivanich metod je
relativné nizka, zvlasté v ¢asnych stadiich infekce. Trva 2 az 5 dni a gasto i déle, neZ je
mozné phistoupit k identifikaci kvasinky. Casovd narognost je zplisobena pomalym
rustem kvasinek, v mnoha pfipadech mohou byt puvodei nekultivovatelni nebo pfitomni

v odebraném vzorku jen ve velmi malém mnozZstvi.

Vyse vyjmenované problémy jsou divodem, pro¢ je fada piipadd systémové
kandidézy diagnostikovana piili§ pozdé na zachranu pacienta a nékteré pfipady jsou
diagnostikovany aZ post mortem. Proto se v pfipadé rychle progredujici nemoci ¢asto
nasazuje antifungalni terapie empiricky ptfedtim, neZ je stanovena definitivni diagnoza.
Tento pfistup je finanéné nakladny a zvy3uje riziko vyvoje rezistence kandid k b&zné
pouzZivanym antimykotikim a v pfipadé nepotvrzeni diagnézy kandidozy zbyteéné

zatéZuje pacienta.

Aby byl sniZen cas potiebny k diagnéze a identifikaci puvodch infekce a tim
sniZena mortalita spojena se systémovou kandid6ézou, bylo vyvinuto mnoZstvi odli¥nych
pfistupi, kazdy ma své vyhody a nevyhody. Mezi nejslibnéj$i pfistupy patfi metody
molekulami biologie, které umoziiuji detekovat specifické sekvence nukleovych kyselin

kvasinky ziskané pfimo z krve nebo bioptického materialu (Sullivan and Coleman,
2002).

Kultivaéni metody

Kvasinky rodu Candida lze kultivovat na Sabouraudové pudé. Je to peptono-

glukézovy nebo peptono-maltézovy agar, ktery ma pH 5,5. Jeho selektivita se mize

zvysit pfidanim antibiotik, napf. chloramfenikolu. Nékteré druhy, jako napt. C. albicans
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a C. dubliniensis, rostou i v piitomnosti cykloheximidu. Po naotkovani se vzorky kulti-
vuji pti teploté 26 °C a 37 °C alespofi 3 — 5 dnil, neZ lze prokazat pfitomnost & nepfi-

tomnost kandid. Kandidemie se prokazuje aerobni hemokultivaci.

Pti kultivaénim vy3etfeni se hodnoti barva kolonii vyrostlych na chromogennich
agarech napt. CHROMagar, Albicans ID, ID Candida, coZ umoZfiuje do ur€ité miry
rozligit druhy kandid. DuleZitou roli v diagnostice kandidéz hraji metody studujici
morfologické znaky téchto kvasinkovych patogenti. Vyznamné pro pritkaz invazivniho
procesu je histologické vySetfeni vzorku tkané s nalezem kvasinek a hyf. Kromé& mikro-
skopického porovnavani velikosti a tvaru bunék se vyhodnocuje schopnost tvofit hyfy,
popt. pseudohyfy a za uritych podminek (napf. na pdé se Zlugi) tvofit 7 — 10 pm velké
silnosténné buiiky (tzv. chlamydospory) umisténé na koncich i po stranach hyf. Tvorba
chlamydospor je typicka pro druhy C. alhicans a C. dubliniensis. Tyto dva druhy se také
vyznadéuji tvorbou zérodeénych kli¢kh (tzv. germinace), ktera se zji$tuje bud’ naocko-
vanim kmene do séra nebo sklickovou mikrokulturou na plidé s Tweenem 80.

Zarodecné klicky se tvofi po tfihodinove inkubaci.

Druh izolovanych kandid se da také uréit pomoci testii zaloZzenych na bioche-
mickych odliSnostech jednotlivych druhii kandid. Ruzné kandidy zkva$uji riizné cukry,
napt. C. albicans $tépi glukoézu, maltézu, sacharézu a nestépi laktézu. Tyto testy se
nazyvaji zymogramy. Déale se pro identifikaci kandid vyuziva jejich rizna schopnost
utilizovat cukry a dusikaté latky. Tyto asimilaéni testy se nazyvaji auxanogramy.

Provedeni biochemickych testi je pracné a dasové naro¢né (Bednéf et al., 1994).

Mykologické laboratore dnes maji kdispozici fadu komerénich kitu
(napf. API ID 32C, Auxacolor, Candifast, Fungitest, ATB Fungus 2) zna¢né usnadfiu-
jicich identifikaci. I zde zistava nevyhodou asovy faktor — vysledky je mozZné odecist
nejdiive po 24 hodinach a testy lze pouZit aZ po primarni izolaci kvasinky. Daldi

nevyhodou kiti je jejich vysoka cena (Richardson a Carlson, 2002).

Nekultivaéni metody

Soucasné nekultivaéni metody pouzivané k diagnostice invazivni kandidézy jsou

zaloZzené na detekci protildtek proti kandidovym antigentim, detekci ptimo téchto

antigent, detekci neantigennich komponent napt. kandidovych metabolitd D-arabinitolu
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a mannosy, komponent bunééné stény (1--3)-B-D-glukanu nebo nukleové kyseliny
kandid. Nekultivaéni metody mohou byt vyuZity jak k diagnostice, tak jako markery

kompletni eradikace invazivni kandidézy pfi monitorovani efektivity antifungalni

terapie.

Nejstardi nekultivaéni metodou je detekce protilatek proti kandidovym anti-
genim. M4 dva hlavni limity — specifita testu miZe byt nizk4, protoZe i u pacienti, ktefi
jsou pouze kolonizovani kandidami, mdZe byt titr protilatek vysoky. Dal$im limitem je
nizka citlivost testu, protoZe u imunosuprimovanych pacientt protilatkova odpovéd
miZe byt opozdéna, redukovand &i Upln€ chybét. Specifita testu miZe byt zvySena
selekei vhodnych antigenti a citlivost zlep§i pouZiti enzymové imunosorbéni analyzy

znamé jako ELISA.

Problémy pfedchoziho pfistupu obchdzi metoda detekce antigend. Hlavnim
cirkulujicim antigenem u pacientu s invazivni kandidézou je mannan. Jeho piitomnost
mizZe byt prokdzana i u imunosuprimovanych pacientl s nizkou protilatkovou odpovédi.
Kromé¢ mannanu se detekuje pfitomnost mannoproteint, Cand-Tec antigenu, enolasy
atd. Detekovat miZeme i neantigenni komponenty napt. (1—3)-B-D-glukan. Jeho
vyskyt v plazmé neni specificky pro kandidové infekce, je dikazem jakékoliv probi-

hajici mykotickée infekce.

Nedostatky jednotlivych metod miZeme kompenzovat kombinacemi testi.
Pfesnost diagnézy kandidémie vzrostla, kdyZ se zadaly uZivat kombinace testl
zalozenych na detekci (1-3)-B-D-glukanu a mannanu nebo kombinaci detekce
(1-3)-B-D-glukanu a enolasy. BohuZel ani jedna z nekultiva¢nich metod neumoziiuje

identifikaci druhu kandidy (Pontén et al., 2002).

Metody molekularni biologie zalozené na PCR

Polymerazova ftetézovd reakce tzv. PCR je rychla metoda pro in vitro
enzymatickou amplifikaci specifického tseku DNA. Pocet vyuZiti PCR je §iroky a stale
roste. Zahrnuje piimé klonovéani z genomové DNA nebo ¢cDNA, in vitro mutagenezi

DNA, geneticky fingerprinting forenznich vzork, zjisfovéni ptitomnosti infekéniho

agens, prenatdlni diagnostiku genetickych vad atd. (Ausubel et al., 1994).
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Béhem posledniho desetileti byly provedeny etné studie za G¢elem posouzeni
vyuzit{ PCR v diagnostice systemovych infekci zplisobenych C. albicans i jinymi druhy
kandid. V mnoha klinickych studiich se podafilo detekovat 1 aZ 5 bunék C. albicans v 1
ml krve (Sullivan and Coleman, 2002),

Princip PCR

DNA, ktera ma byt amplifikovana, je denaturovana zahfatim vzorku. Denaturace
je proces, pii kterém dochézi k rozdéleni dvouviaknové DNA (angl. double-stranded
DNA, zkr. dsDNA) na dvé jednovléknove molekuly (angl. single-stranded DNA,
zkr. ssDNA), ¢imZz molekula ztraci své pfirozené uspofadini. Po sniZeni teploty
na tzv. teplotu annealingu dochazi k nasednuti dvou primert, coZ jsou oligonukleotidy
pfidavané do reakce, na komplementarni useky templatové DNA. Po zvy3eni teploty
na tzv. teplotu extenze a v piitomnosti termostabilni DNA polymerazy a nadbytku
dNTPs mlzZe zadit syntéza komplementarniho fetézce od 3 '-konce primeru. Tyto zmény

teplot se cyklicky opakuji. Teoretické schéma PCR je znazornéno na obrazku 1.

Prvni cyklus je charakterizovan tvorbou produkti neurcité délky, od druhého
cyklu jiz kromé& toho vznikaji 1 produkty dlouhé pfesné jako Usek templatové DNA
vymezeny primery. Produkty neurcité délky mohou vznikat pouze podle plvodni
templatové DNA, kterd zlstava v reakci ve stale stejném podétu exemplafi, takze se
produkty neurcité délky hromadi pouze aritmetickou fadou (+2+2+2...). Naproti tomu
produkty délkové pfesné vymezené vznikaji podle templatu produktl s neuréitou délkou
1 produkti délkoveé piesné vymezenych, takZe se hromadi geometrickou fadou
(x2x2x2...). Kazdy jednotlivy produkt mize slouZit jako templat pro syntézu DNA
v nasledujicich cyklech, proto se v kazdém cyklu mnoZstvi produktu zdvojnasobuje.
Béhem 20 az 30 cykli dochazi k mnohamiliénové amplifikaci vymezeného useku
DNA.

Primery jsou ptidadviny ve velkém nadbytku vzhledem k amplifikované DNA.
Pit spravné nastavenych podminkach hybridizuji k fetézcim DNA v mistech, kde je

sekvence amplifikované DNA komplementarni k sekvenci primeru. Syntéza probiha

pomoci DNA polymerazy, ktera katalyzuje rist nového fetézce ve sméru 5'—3".
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PCR je &asto pouZivand, protoZe je nejvice citlivou metodou pro vzécné se
vyskytujici sekvence. PCR taky umoZiiuje kvantifikaci detekované DNA. Negativni
strankou vysoké citlivosti této metody je, Ze kontaminace velmi malymi mnoZstvimi
nezadouci exogenni DNA muzZe znehodnotit cely pokus. Proto byly vyvinuty specidlni

postupy, jak této kontaminaci zabranit (Ausubel et al., 1994).

Krok 1 : denaturace

Krok 3 : extenze
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Obr. 1: Schéma polymerazové fetézové reakce

Provedeni PCR

Prvni krok PCR spodiva ve smichani templatové DNA, dvou vhodnych oligo-

nukleotidovych primerti, Taq DNA polymerazy, deoxyribonukleotidtrifosfatd (dNTPs)

a pufru. Taq DNA polymeraza m4 ur¢itou aktivitu i pfi pokojové teploté, coz mize zpi-
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sobit nasedani primert na templatovou DNA i na mistech nizké komplementarity, &imz
se zvysuje mnoZstvi nespecifickych produkti. K zabranéni polymerizace pfed prvnim
cyklem s kontrolovanymi teplotami se daji pouZit tfi zplisoby — metoda zvana “hot

start, ochlazeni reagencii na 0°C a reverzibilni blokdda enzymové aktivity protilatkami.

“Hot start“ znamena, Ze denaturace templatu a nasedani primert je provedeno
diiv, nez je do reakce pfidana polymeraza. Toto uspofadani v mnoha pfipadech pfinasi
dramatické zlep3eni specifity a citlivosti. Nevyhodou je, Ze je nutné opakované oteviit

reakéni zkumavku, coZ je nepohodlné a zvy3uje to nebezpeéi kontaminace.

Vychlazeni v§ech komponent reakéni smési na 0 °C pfed smichanim je pohodiné
a nejméné finanéné naro¢né. Av3ak nespecifické nasedani primeri se muZe objevit

v dobé, kdy se reakéni smés zahtiva z 0 °C na teplotu denaturace.

Reverzibilni inhibice Taq DNA polymerazy pomoci anti-Taq protilatek je
nejpohodingjdi a velmi efektivni. Kompletni smés miZe byt sestavena, pfevrstvena
olejem a uchovavana pfi 4 °C az n€kolik hodin bez ztraty citlivosti a specifity. PCR je
zahajena okamzit¢ po denaturaci protilatek, ke které dochazi po 5 minutach pti teploté
94 °C.

Smés je podrobena mnoha cyklim (obvykle 30), v kterych je ménéna teplota
tak, aby umoZnila postupné denaturaci, nasedani a syntézu, coZ vede ke vzniku
produktu specifické velikosti a sekvence. Kazdy krok vcyklu potiebuje uréity
minimaini ¢as, aby probéhl efektivné. Naopak pfilis dlouha doba je zbyteéna a ne$etrna
pro polymerazu (Ausubel et al., 1994). Cyklické zmény teplot reakéni smési lze fidit
automatizované pomoci tzv. termocykleru. Zkumavky s reakéni smési jsou v termo-
cykleru ulozeny v kovovém bloku, jehoZ teplota je fizena podle programu nastaveného
uZivatelem. Reakéni smés je podobné jako u jinych biochemickych reakci sestavena
v mikrozkumavce, odlidnost spo€iva v tom, Ze mikrozkumavka musi byt tenkosténna,
aby umoZitovala rychlé zmeny teplot vzorku. Pfevrstvenim reakéni smési mineralnim

olejem se zabrani jejimu vyparu pfi zahfivani.

Pro denaturaci byva postatuji 60 sekund pti 94 °C. Nejvhodnégjii teplota
nasedani primeri zdvisi najejich teploté tini a podminkach reakce a lze ji uréit

vypoltem na zakladé termodynamickych vlastnosti sekvence primeru nebo

experimentalng (empiricky). Je-li zvolena teplota nasedani niZ3i neZ teplota optimalni,
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dochézi k snadn&jiimu nasedani primerd, ale taky naristd pravdépodobnost nasednuti
mimo cilové komplementarni oblasti a zvySuje se pravdépodobnost vzniku resp. zvy3eni
mnozstvi nespecifickych produkti. Teplota extenze 72 °C je blizka optimalni teploté
pro aktivitu Taq DNA polymerazy (~75 °C) a zarovei neni tak vysoka, aby zplsobila
uvolnéni primerd z templatové DNA. Extenze zaina uZz ve fazi nasedani primerq,
protoZe enzym je aktivni uz pti 55 °C i nizSich teplotach. Délka extenze zavisi hlavné
na délce amplifikované sekvence (Ausubel et al., 1994). ProtoZe Taq-polymeraza
nefunguje bezchybné a miZze se nékdy z templatového vlakna pied¢asné uvolnit, takze
mohou vznikat netiplné produkty, provadi se na zavér PCR jesté tzv. konedna extenze,
coz je prodlouZena inkubace pfi 72 °C, kterd umoZni dokonéit syntézu neiplnych

produkti.

Detekce produktu a druhova identifikace

PCR produkt je poté zobrazen na gelu, je hodnocena vytéinost a specifita
amplifikace. Ke tfidéni molekul DNA se pouZiva nejcastéji agarozovy gel, pro mensi
molekuly pak také polyakrylamidovy gel. Gel je hmota tvofend prostorovou siti vlaken
ur¢itého typu polymeru, volny prostor mezi vlakny polymeru je vyplnén vodnym
roztokem, ve kterém se rozpousti nukleové kyseliny. Gel je umistén do elektrického
pole mezi dvé elektrody - kladné a zdporné nabitou. ProtoZe jsou nukleové kyseliny
zaporné nabité, pohybuji se smérem ke kladné nabité elektrodé. Pfi prichodu gelem
dochazi mezi molekulami a siti polymert ke tfeni, které je vé&t§i u velkych molekul
amensi u malych molekul, takZe se molekuly b&hem prichodu gelem tfidi podle

velikosti. Tento proces se nazyva elektroforéza v gelu,

Molekuly nukleovych kyselin je po skonceni elektroforézy moZné nabarvit
ponofenim gelu do lazné s fluorescenénim barvivem ethidium bromidem. Po umisténi
gelu na plochy zdroj UV-zéieni (UV-transiluminator) molekuly DNA v gelu zafi. Je
také mozné pfidat ethidium bromid p¥imo do tekutého roztoku gelu jesté pied jeho
vylitim do elektroforetické vany. Aby bylo mozné zjistit z gelu délku amplifikovného
produktu, pouZivaji se pii elektroforéze tzv. markery molekulové hmotnosti, které se

umistuji do nékterych jamek v gelu a podrobi se elektroforéze za stejnych podminek

jako amplifikovany produkt.
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V piipadé, Ze jsou pouzZity primery specifické pouze pro uréity druh patogena, je

identifikovan pouze na zdkladé ptitomnosti amplikonu ofekavané velikosti. V ptipadé,

¥e jsou pouZity primery specifické pro dany rod nebo $ir§i skupinu patogenti, lze druh
:dentifikovat riznymi typy post-PCR analyzy. Nejjednodussi je identifikace podle delky
produktu, ale rozdily ve velikosti amplifikované oblasti mezi jednotlivymi druhy jsou

gasto nepatrné, takZe je zapotfebi pouZiti specidlnich pfistupdi, napf. kapilarni

elektroforézy v kombinaci s fluorescentné znaCenymi primery.

Dalsi moZnosti identifikace je hybridizace s druhové specifickou sondou, ktera
je homologni k sekvenci uvnitf amplikonu jen uréiteho druhu. Tento postup je dosti
pracny, ale miiZe byt automatizovan ve formatu mikrotitratni destitky s pomoci
techniky EIA (enzyme immunoassay). Alternativu ptedstavuje pouZiti oligonukleotidi

homolognich k druhové specifickym sekvencim v nasledné tzv. uhnizdéné PCR.

Dalsi jednoduchou metodou umoZiujici druhovou identifikaci je enzymova
restrikéni analyza a stanoveni délky restrikénich fragmentd, které jsou specifické

pro kazdy druh. Nejpiesnéjii uréeni druhu pak umoZiiuje pfimé sekvenovani amplikonu.

Tyto metody jsou velkym piislibem do budoucnosti, ale v souc¢asné dob& neni
vét§ina klinickych laboratofi vybavena pro jejich aplikaci (Sullivan and Coleman,
2002).

Parametry PCR a jejich optimalizace

Dulezité parametry, které svou variabilitou mohou ovlivnit vystup PCR, zahrnuji
koncentraci hoi¢iku, pouZité teploty, pfedeviim teplota nasedani primerd, a pfidani
aditiv, které zvy3uji stabilitu a G&innost polymerdzy a zlep$uji usp&Snost nasedani

primeri.

Ionty Mg”" nespecificky stabilizuji interakci mezi primerem a templatovou
DNA. Optimélni koncentrace hofecnatych iontl se 1i3i u riznych primerd, je tieba ji
urit empiricky v kombinaci s nejvhodn&j3i teplotou nasedédni primeru. Obvykle

pouzivané koncentrace se nachazi v rozmezi 1,5-5,0 mM (Ausubel et al., 1994),

Pro kazdou PCR, ktera ma za cil amplifikovat konkrétni tsek templatové DNA,

je potfeba navrhnout vhodny par primer. Optimalni primerovy par by mél Gspéiné
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na vybrany isek DNA a minimélné nasedat na jiné Giseky DNA ve vzorku. Pro

Nebylo prokazino, Ze by primery delsi nez 30 nukleotidii zvySovaly specifitu reakce
{(Ausubel et al., 1994). Oba primery musi mit shodnou, nebo témet shodnou teplotu tani
a nesmi tvofit tzv. dimery a vldsenky, proto je dobré pouZit vzajemné
nekomplementdrni primery, zejména na jejich 3” konci. Daldim ddleZitym rysem
vhodného primerového paru, ktery ma byt uzivan k pfimému vySetfovani klinickych

vzorkd, je, Ze nereaguje s DNA hostitelského organismu.

Vzdalenost mezi primery je flexibilni, saha az k 10 kb. Mala vzddlenost mezi
primery sniZuje moZnost ziskani vice informaci nebo uZiti dal$iho kola nested PCR. U
mykopatogenl jsou v mnoha piipadech jsou pouZivany panfungélni primery nebo
primery specifické pro dany rod hub v kombinaci s druhové specifickymi primery

v nested PCR, coZ umoziiuje druhovou identifikaci (Sullivan and Coleman, 2002).

I relativné degradovana DNA muzZe uspésné slouZzit jako templat pro ziskavani
sttedné velikych PCR produkti. Dva hlavni piedpoklady pro zdamy prabéh
amplifikacni reakce je istota a dostateéné mnoZstvi templatové DNA. K detekei genu,

ktery ma jednu kopii v genomu, je obvykle postadujici 100 ng genomické DNA.

Pro PCR se pouzivaji termostabilni DNA polymerazy, napf. Tag DNA poly-
meraza, nazvana podle bakterie Thermus aquaticus, ze které je izolovana. Mezi vyhody
Taq DNA polymerazy patii termostabilita, schopnost snaset opakované chlazeni a zahii-
vani a schopnost syntetizovat DNA pii vysokych teplotich. BohuZel enzym neni zcela
odolny k poskozovani vysokou teplotou, jeho aktivita s opakovanou denaturaci DNA
¢asteCné klesd. ZvySeni mnozstvi Tag DNA polymerazy nad 2,5 U na reakei, které by
mohlo tento ubytek kompenzovat, miZe nékdy zvysit vytéznost reakce, ale jen do uréité
hranice. Pfidavek enzymu taky zvy$uje mnoZstvi vznikajicich nespecifickych produkti.
Dal3i protiargumentem zvySovani mnoZstvi polymerazy v reakéni smési je jeji vysoka
cena (Ausubel et al., 1994). Dnes pouZivané polymerazy jsou dale upraveny metodami

genové manipulace tak, aby byly odolngj$i viici teplu a vykonnéjsi.

Amplifikace DNA fragmentli pomoci polymerizové fetézové reakce dasto

vyzaduje optimalizaci reakénich podminek, které vedou k odstranéni neZadoucich

nespecifit a ke zvySeni mnoZstvi PCR produktu. Optimalizace zahrnuje upravy
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koncentrace hoteénatych iontl, koncentrace polymerdzy, teplotu nasedani oligo-
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nukleotidovych primerli a daldi. V né&kterych ptipadech mize byt optimalizace rychle
dosazena pfidanim aditiv (napf. DMSO, formamid). Zajimavé efekty poskytuje neddvno
popsany enhancer tetramethylammonium oxalat, ktery je dodavan pod obchodnim

oznadenim PCR enhancer.

Ziskani templatové DNA

Kromé vybéru primeri je tfeba zvolit vhodnou extrakéni metodu k ziskani
nukleové kyseliny, kterou pouZijeme dale do amplifikacni reakce jako templat.
Teoreticky se da kizolaci pouZit téméf jakakoliv tkan pacienta trpiciho systémovou
kandidézou, ale vétSinou pracujeme se vzorky krve. K uvolnéni nukleové kyseliny
z buiiky je tfeba rozrudit bunéfnou sténu kvasinek bud’ enzymaticky (nejcastéji
zymolyazou) nebo mechanicky (napf. protfepavanim na vortexu se sklenénymi
kulickami, drcenim tkané zmrazené tekutym dusikem v tfeci misce apod.), piipadné
i varem. Mechanické naruieni nebo narueni varem je oviem méné efektivni, proto je
pouZitelné jen u extrakce DNA z velkého mnoZstvi bunék ziskanych z kultury, nikoli
u klinického vzorku. K rozpusténi biomembran a denaturaci proteint se uZiva detergent
(obvykle Triton X-100 a laurylsiran sodny), ptipadné se zafazuje pilsobeni
proteinazy K, ktera proteiny pfimo degraduje, véetné histoni vizanych na DNA
{Sullivan and Coleman, 2002).

K piecisteéni izolované DNA pouZiva bud tradiéni fenol-chloroformova metoda,
pfi které jsou nukieové kyseliny ponechiny rozpusténé ve vodném prostiedi (pufru)
a odstraiiuji se ostatni sloZzky lyzatu, pfedev§im proteiny. K lyzatu je piidana smés
fenolu, chloroformu a izoamylalkoholu, dojde k vysraZeni bilkovin. Dal3i g&asto
pouZivany piistup je zaloZen na zji$téni, Ze DNA v pfitomnosti tzv. chaotropnich soli
adheruje na silikatovy povrch. Ostatni sloudeniny zlstavaji v roztoku a lze je pak
jednoduse odstranit — &astice silikdtu sedimentujeme odstfedénim, odsajeme roztok nad
Casticemi a proplachneme novou dévkou pufru s chaotropnimi solemi. Cistou DNA
naadherovanou na ¢asticich lze snadno uvolnit pfiddnim vody nebo vhodného pufiu,

ktery neobsahuje chaotropni soli.

Vyhodou metody zaloZené na adsorpei na silikat je rychlost a pohodinost, proto

jsou na ni zaloZzeny komeréni soupravy (kity) pro rutinni extrakce DNA. V kitech se
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obvykle pouZivaji nastavce do mikrozkumavek, obsahujici jemny filtr, ktery zadrzi
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silikatové &astice. Zpracovani pak probiha tak, Ze jsou roztoky promyvany pfes kolonku
(filtr se zachycenymi &asticemi). Namisto tradi¢niho silikatu kity casto vyuZivaji
specialni pryskyfice a maji rizn€ upravené sloZeni pufru tak, Ze napf. preferuji pii

adsorpci molekuly DNA urgitého velikostniho rozpéti.

Stanoveni koncentrace a fistoty vyizolované nukleové kyseliny

Pro stanoveni in vitro citlivosti metod je nezbytné pouzit fedici fadu ovéteného
mnoZstvi templatové DNA. Nejéast&jsi a nejjednodusdi zpisob méfeni je zaloZen na
tom, Ze aromatické struktury bazi specificky absorbuji UV-ziteni ur€itych vinovych
délek. Intenzitu absorpce latek, rozpusténych v roztoku, lze méfit spektrofotometrem.
Pokud jsou v roztoku pouze nukleové kyseliny, pak mira specifické absorpce odpovida
koncentraci nukleovych kyselin vroztoku. Roztoky jsou viak Casto kontaminovany
bilkovinami, které také specificky absorbuji UV-zafeni. ProtoZe intenzita absorpce UV-
zafeni nukleovymi kyselinami a bilkovinami se li&i pii riznych vinovych délkach,
distotu vzorku lze posoudit z poméru absorbanci pfi 260 nm a 280 nm. Pro vypocet
koncentrace nukleové kyseliny se na zdkladé znamé absorbance A¢o pouZivaji specialni
vzorce. Naptiklad koncentrace dsSDNA o neznamé molekulové hmotnosti se da stanovit

dle formule:

¢= A0/ 0,02 [pg/ml]

Cistota vzorku je nejjednoduseji dina pomérem Aszeonse. ProtoZe bilkoviny

interferuji s mnoha reakcemi, mél by byt tento pomér alespoii 1,8, nejiépe 2,0.

Druhy nejéastéj$i zplsob méfeni nukleovych kyselin je zaloZen na jejich
obarveni fluorescenénim barvivem. Nejéast&ji jsou pouzivany Hoechst 33258 nebo
ethidium bromid. Ve fluorimetru lze pak zméfit specifickou fluorescenci barviva,
intenzita fluorescence odpovidd mnoZstvi navdzaného fluorescenéniho barviva. Toto
mnozstvi pak odpovidd mnozstvi molekul, na které se barvivo vaze. Fluorimetrie
umoZituje zméfit spravné koncentraci nukleovych kyselin i ve smési s proteiny a je

vyrazné citlivéjdi neZ spektrofotometrické méfeni, na druhé strang nas na piitomnost

kontaminujicich proteind neupozomi (Sullivan and Coleman, 2002).
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Meteni mnozstvi DNA je u technik detekce patogena v klinickém vzorku
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potfebné predevsim k pfipravé standartd, pouZivanych ke kontrole citlivosti detekeni
techniky. Samotna DNA patogena, extrahovana z klinického vzorku, je pfitomna
ve velmi malém mnoZstvi, navic ve smési s lidskou DNA a neni uelné urlovat jeji

koncentraci pfed provedenim PCR.

Nested PCR

Polymerazova fetézova reakce je vykonnd metoda k namnoZeni specifické
sekvence DNA. Je mozZné navrhnout primery tak, aby amplifikovaly jen jediny usek
z celého genomu. Z jediné molekuly templatu je moZné velmi rychle vyprodukovat vice
neZ jednu miliardu kopii PCR produktu. Pfesto nejsou mozZnosti mnoZeni templatové
DNA neomezené, proto béznd PCR dosahuje jen urdité citlivosti. Dalsim problémemn
tradiéni PCR muzZe byt, Ze jeji specifita je plné€ zavisla na specifité primerd. Pokud
pouZité primery nasedaji i na jina mista v genomu, pak je amplifikovano vice segmentu
DNA a ziskame nékolik rtiznych produktd. Existuje i moZnost, Ze vznikne jiny
amplikon velmi podobné délky, takZe ho pak nelze béZnou elektroforézou v gelu odlisit
a hrozi riziko nespravné interpretace vysledku. Ke sniZeni tohoto rizika a ke zvySeni

citlivosti PCR je &asto pouZivana tzv. uhnizdéna neboli nested PCR.

Nested PCR se sklada ze dvou samostatnych amplifikaénich reakci, ve kterych
jsou pouzity odliSné primerové pary. Do prvni PCR se pfiddva prvni par primeru
(tzv. vn&j8i primery), které amplifikuji uréitou sekvenci tak, jak je obvyklé pi béZné
PCR. Do druhé PCR reakce je pouZit druhy primerovy par (tzv. vnitini primery), které
vyuzivaji produkty prvni reakce jako templat. VaZou se uvnitf produktu z prvniho kola,
protoZze cilova sekvence vnitiniho primerového paru lezi uvnité cilové sekvence

vng&j§iho primerového paru, a vznika tak produkt druhé reakce, ktery je krat$i nez ten

prvni. Schéma nested PCR znazorituje obrazek 2.
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Vnéjsiprimer Cilovy Usek DNA  Vné&j&i primer

R

: Produkt 1. kola

Vhitini primer \ * Vnitfni primer

! \

Specificka amplifikace cilového Useku DNA

Obr. 2: Schéma nested PCR

Vyhodou tohoto uspotadani je, Ze pokud byl v prvnim kole amplifikovan kromé
spravného Useku i Spatny, je velmi nizka pravdépodobnost, Ze se na n€j budou vazat
primery druhého kola a amplifikovat ho, ¢imz se zvysi specifita PCR. Toto uspofadani
také zvySuje citlivost reakce diky opakované amplifikaci produktu z prvni reakce.
Tohoto zlep3eni bychom nedosahli prostym zvySenim podétu cykld diky omezené
Zivotnosti DNA polymerézy, ani kdybychom v obou kolech nested PCR pouZili stejné

primery, protoZe bychom ziskali nespecifické produkty.

Vyuziti nested PCR v diagnostice kandidézy

Od devadesatych let byla na ziklad¢ znalosti genomové sekvence kandid
publikovana fada oblasti kandidové DNA, které jsou vyuZitelné k detekci téchto
patogenti metodou PCR. Pro diagnézu systémové kandidozy se nejvice osvédéily

nasledujici oblasti:

1. Candida — specifické sekvence: oblast genu kodujicich aspartylproteinazu
(Flahaut et al., 1998), chitinsyntazu (Jordan, 1994), akiin (Kan, 1993) nebo
HSP 90 (ang!. heat shock protein 90) {Crampin and Matthews, 1993).




2. Panfungélng se vyskytujici sekvence:

e Oblast genti kodujicich cytochrom P-450 dependentni lanosterol-14a-de-
methylazu (L1A1). Tento gen je roziifen u v3ech hub, jeho produkt
katalyzuje konverzi lanosterolu na ergosterol, ktery je nezbytnou soucdsti

plazmatické membréany hub (Buchman et al., 1990).

e Oblast genl kodujicich ribozomdlni RNA (rRNA), konkrétné 18S,
5.8S a 28S rRNA podjednotky. Casto se vyuZiva i usekd vmezefenych
mezi tyto sekvence, tzv. ITS oblasti (angl. internal transcribed spacer),
v kterych lze nalézt sekvence jedineéné pro jednotlivé druhy kandid ~
ITS1 oblast mezi 185 a 5.8S rRNA geny (Hsein, 2001) a ITS2 oblast
mezi 5.8S a 283 rRNA geny (Chen et al., 2000; Reiss et al., 2000).

e Oblast gent kodujicich DNA topoizomerazu II (tento gen je sice pfito-
men u v3ech eukaryontnich organismi, ale je tvofen jak vysoce

homolognimi tak i druhové specifickymi tiseky) (Kanbe et al., 2002).

K detekci kandid se nejdast&ji vyuziva amplifikace oblasti rRNA gend. Tento
usek se totiz marozdil od vy3e uvedenych vyskytuje v haploidnim genomu kandid
v 50 aZz 100 kopiich, coZz vyznamné zvysuje citlivost PCR metody. Navic byla tato
oblast velmi rozsahle prostudovana fylogenetickymi analyzami a ukézalo se, Ze vedle
vysoce konzervovanych oblasti obsahuje i variabilni useky, takZe je pfistupna pro navr-

Zeni panfungalnich i druhové specifickych primert (Fell et al., 1992).

Rodové specifickd oblast kédujici enzym aspartylproteindzu patii také mezi
geny, které maji poéetnéj§i zastoupeni v genomu kandid (uvadi se pfinejmensim devét
kopii), ¢imZ taktéZ zvyluje citlivost DNA detekce (Flahaut et al., 1998). Uhnizdéna
PCR je zhlediska diagnostiky systémové kandidozy metoda rychld, jednoducha,
spolehlivd a pro véidinu modernich mikrobiologickych laboratoti dostupna. Diky sve
vysoké citlivosti a specifiénosti umoZiiuje detekci a identifikact rozhodujicich
patogennich kandid i ve velmi ranném stadiu infekce. BohuZel nepokryva cele spektrum
patogennich druhf kandid a diky manipulaci s produkty prvniho kola pii sestavovani

reakéni smési pro druhé kolo je velice nachylnd ke kontaminaci.
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Kvantitativni PCR v realném ¢éase

Tradi¢ni PCR je oznadovana také jako tzv. end-point PCR, protoZe jeji vysledek
je hodnocen aZ po skonceni reakce, v tzv. koncovém bodé€ kfivky mnoZeni produktu.
Tato kiivka kon¢i vzdy esovitym platd, bez ohledu na vstupni mnozstvi amplifikované
templatové DNA. Divodem je inhibice dalsiho mnozeni produktu, zpiisobena
piedeviim interferenci hromadiciho se produktu s nasedanim primeru. U end-point PCR

proto neni moZne urcit mnoZstvi vstupni templatové DNA.

Tento problém bylo moZné v rutinnim pouZiti vyfedit aZ s vyvojem kombinace
termocykleru s fluorimetrem (Wittwer et al, 1997), ktery umoZiiuje sledovat
fluorescenci reakéni smési v prubéhu PCR, tj. v redlném case. Postupné bylo vyvinuto
nékolik technik, jak sledovat pomoci méfeni fluorescence prib&h mnoZeni produktu
PCR (viz dale). Korelace stoupajici fluorescence s mnoZenim produktu umoZiiuje
sledovat kfivku mnoZeni produktu, jejiz prubéh je v exponencialni fazi — tj. predtim, nez

dosahne koncového bodu (= platd) - zavisly na mnoZstvi vstupni templatové DNA.

Srovnani vysledka ziskanych s nezndmym vzorkem s vysledky ziskanymi se
vzorky obsahujicimi standardni znama mnoZstvi templatové DNA umozZiiuje v tomto
ptipadé také pfesné uréeni mnoZstvi templatové DNA v nezndmém vzorku. V lékaiské
mikrobiologii véetné mykologie je tato informace cenna pfedevsim v piipadech, kdy
mnoZstvi detekovaného patogena, resp. jeho DNA, koreluje se zdvaZnosti infekéniho

procesu, piip. s jeho odezvou na 1écbu.

Dal$i vyznamnou vyhodou PCR v redlném cCase je — v pfipadé Ze je provadéna
v kapilarach nebo vhodnych mikrozkumavkach — zkraceni zejména ¢asi denaturace
DNA, které umozniuje Setfit aktivitu Tag-polymerdzy, a také zkraceni ¢asu pfechodu
mezi  jednotlivymi templotami, které sniZuje interferenci renaturace produktu
s nasedanim primeri. Oboji umoZiuje provadét kvantitativni PCR aZ v 50 cyklech se
zvySenou vytéZnosti a tedy i citlivosti ve srovnani s klasickou jednokolovou PCR,
u které nelze mnoZstvi produktu zvysit pti piekrodeni cca 40 cykll. Pokud je
kvantifikace zaloZena na hybridizace vznikajiciho produktu se sondou, je u PCR

v realném case také zvySena specifita pfidanim dal$iho hybridizaéniho kroku, ktery

navic k nasedani paru primert dale potvrzuje identitu amplifikované sekvence.




Nejjednodud$im zpisobem monitorovani pribéhu amplifikace je uziti inter-
kalaéni barviva napf. Sybr-Green I, LC green. Nevazané barvivo vykazuje v roztoku jen
malou fluorescenci, po jeho navazani k dvouvlaknové DNA se fluorescence zesili.
v pribéhu amplifikaéni reakce se barvivo vaZe k postupné pfibyvajicim produktim
amplifikace a tim fluorescence vzriista. Specialni termocyklery, urcené pro kvantitativni
PCR v redlném case, jsou schopny v pribéhu PCR ozafovat vzorek excitaénim zafenim,
které vybudi fluorescenci vazaného barviva. Tuto fluorescenci pristroj po kazdém cyklu
zméfi a vysledek preda fidicimu softwaru, ktery zobrazuje pribézné - v realném case -
hodnotu fluorescence, které odpovida mnozstvi vzniklého produktu. Podstata tohoto

déje je znazornéna na obrazku 3.
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Obr. 3: Real-time PCR, pouZiti interkalaéniho barviva. Sybr-Green (S) se
nevéze k ssDNA a intenzita (E) fluorescence je nizka. Vaze se k dsDNA; intenzita

fluorescence vzrusta.

Interkalaéni barvivo muze byt jednoduse pfidano do reakéni smési ve stejnou
dobu jako ostatni komponenty { voda, pufr, MgCl,, dNTPs, Taq polymeraza, primery a
templatova DNA}). PouZiti té€chto barviv nevyZaduje syntézu specifickych sond, ¢imz se
sniZuje ndkladnost real-time PCR. Nevyhodou je, Ze interkala¢ni barviva se
nespecificky vaZou na jakoukoliv dvouvlaknovou DNA véetné nespecifickych produkta

a primerovych dimerti.

Dal8im pfistupem je pouZiti sond oznadenych fluorescenénim barvivem. Tato
sonda musi byt navrZzena tak, aby hybridizovala s templatovou DNA za stejnych
podminek jako primery, a to tak, Ze nasedne na templatovou DNA v misté mezi misty
nasednuti obou protism&émé orientovanych primerd. V soudasné dobé jsou k dispozici

razné typy sond - tzv. FRET sondy, TagMan sondy (princip viz obr. 4), Molecular

Beacons sondy.
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Polymerase

Obr. 4: Real-time PCR, pfiklad pouzZiti fluorescenéné znacené sondy. Energie
(E) emitovand donorovym (D) fluoroforem je absorbovana/zhaSena akceptorovym (A)
fluoroforem. Exonukleazova aktivita polymerazy oddéli donorovy fluorofor od akcepto-

rového fluoroforu a tim vzroste fluorescence.

Ostatni metody molekularni biologie

Jednou z téchto metod je fluorescenéni in situ hybridizace (FISH). Zahrnuje uZiti
fluorescenéné zna¢enych DNA sond k detekci kvasinkovych bungk in situ zejména ve
vzorcich t€lnich tekutin, ale i v histologickych vzorcich. Fluorescen¢ni mikroskopie
nasledné¢ odhali piftomnost téchto bun¢k ve vzorcich a identifikuje kazdy druh
specificky, podminkou je testovani vzorku zvladt skaZzdou sondou. Experimenty
prokazaly, Ze tato metoda dokaZe zachytit tH buiky v 0,5 ml krve, coz je pfiblizné
stejna citlivost jako u PCR, v ramci stejného ¢asu jako je potieba pro provedeni PCR
(Sullivan and Coleman, 2002). Byla vyvinuta metoda FISH pro odlideni C. albicans od
non-albicans druhi a jeji pouZitelnost v praxi byla ovéfena multicentrickou studii
(Wilson et al, 2005). Detekce kvasinek pomoci FISH miiZze byt vyhodna zejména pii
vySetfovani pozitivnich hemokultivaénich nadobek, ve kterych doslo k pomnoZeni

mikrobialniho agens.

Dalsi publikovanou alternativou k PCR v detekci houbovych patogeni je tzv.
NASBA (angl. Nucleic Acid Sequence Based Amplification). NASBA je specificka
a velmi citliva technika k amplifikaci RNA. Konzervativni oblasti 18S r RNA genu
medicinsky vyznamnych hub jsou amplifikovany smési tH enzymu — reverzni
transkriptazou, RNédsou H a T7 RNA polymerazou. Znacené oligonukleotidové proby
pak hybridizuji k vnitinim sekvencim specifickym pro dany druh patogena. Amplifikace
a detekce mizZe byt provedena béhem nékolika hodin. Byl vyvinut systém detekce 3esti
riznych druhd kandid zaloZeny na principu NASBA (Loeffler et al., 2003).
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Hiavni vyhodou této metody oproti PCR je, Ze neni potieba termocykler, protoze
cela reakce probihd pfi stejné teploté, a také vy3&i citlivost, protoZze vyuZivd
k amplifikaci RNA, ktera je v bufice zastoupend v mnohonasobné vét§im podtu kopii
nez DNA (udava se in vitro detekéni limit az 0,01 cfu.ml™). Dalsi vyhodou je, 2e RNA
je na rozdil od DNA mimo bufiky rychle degradovana, takze NASBA detekuje

specificky Zivé buiiky kandid ve vzorku. Nevyhodou, ktera bréni rozSifeni této metody,

jsou stale vysoké naklady na nakup smési tfi enzymi (Widjojoatmodjo, 1999).
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Cil prace

Piedmétem prace byla optimalizace systému detekce a identifikace DNA
vybranych druht lekaisky vyznamnych kvasinek rodu Candida, ktery byl publikovan
Kanbe et al., 2002. Tento systém vyuzZivd uhnizdéné PCR s pouZitim univerzalnich
primerti pro Candida sp. v 1. kole, po kterém nésleduje 2. kolo s druhové specifickymi
primery, které jsou navic sdruZeny po skupinich do smési kompatibilnich pro multiplex
PCR. Piedchozi vysledky prokazaly v laboratofi $kolitele vysokou specifitu systému,
ale neuspokojivou citlivost. Cilem prace bylo zvysit tuto citlivost pfi zachovani
uspokojivé specifity zajidtujici rozliSeni 5 Ilékafsky nejvyznamnéjSich druht
patogennich kvasinek (C. albicans, C. parapsilosis, C. itropicalis, C. glabrata, C.
krusei).
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Material a metodika

Mikroorganismy

Kvasinky rodu Candida byly ziskany ze sbirky klinickych izolath
kvasinkovitych mikroorganismiéi Ustavu mikrobiologie Lékaiské fakulty Univerzity
Palackého (LF UP) v Olomouci. Jako reprezentativni kmeny rodu Candida albicans
byly vybrany referen¢ni kmen RKICAAL a dale kmen Candida albicans (sbirkové
gislo izolatu HE 0054). Pro testovani specifity PCR byly pouZivany dai$i kmeny
klinicky vyznamnych druhid kandid: C. tropicalis (HE 0043), C. glabrata (HE 0024),
C. parapsilosis (HE 0007) a C. krusei (HE 0003). Jejich druhova identifikace probihala

na Ustavu mikrobiologie klasickymi rutinnimi postupy.

Chemikalie
10x Taq pufr Complete (Top Bio, CR)
agar6za (Life Technologies, UK)
bromfenolova modf (Sigma, USA)
ddH,O (MilliQ Water)
Dithiothreitol ( Sigma, USA )
DNA Lego kit {Top Bio, CR)
DNA marker 150 — 970 (Top Bio, CR)
DNA marker 200 — 1500 (Top Bio, CR)
Lambda DNA/Hind [l Marker (Fermentas, Kanada)
dNTPs (Promega. USA)
EDTA (Sigma, USA)
ethanol (Amresco, USA)
ethidium bromid {Amresco, USA}
fenol (Lachema, CR)
glukéza (Lachema, CR)
chlorid hote¢naty (Lachema, CR)
chlorid sodny (Amresco, USA)
chloroform (Lachema, CR)
isoamylalkohol (Amresco, USA)
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kvasniény extrakt (Serva, Némecko)

laurylsiran sodny (Amresco, USA)

L.C Green {Biochem, USA)

PCR enhancer (Top Bio, CR)

PCR H,O (Top Bio, CR)

PCR olej (Top Bio, CR)

pepton (Oxoid, UK)

primery (Genery Biotech, CR; Metabion, Némecko)
sachar6za (Lachema, CR)

Sorbitol (Sigma, USA)

Taq DNA polymeréza Unis (5 U.pl™") (Top Bio, CR)
Tris (Sigma, USA)

TrisHC! (Ambion, USA)

Triton X-100 (Amresco, USA)

YeaStar Genomic DNA Kit ( ZymoResearch, USA )
Zymolyasa {Sigma, USA)

Pomucky a pristroje

kadinky, odmérmé valce, Erlenmayerovy bariky, sklenéné pipety,

automatické pipety Finnpipette, umélohmotné $pi¢ky na pipety (10 - 1000 pl),
tenkosténné zkumavky pro PCR (Axygen Scientific, USA),

centrifuga¢ni zkumavky (50 ml), zkumavky typu Eppendorf (1,5 ml),
sklenéné kuli¢ky o priméru 0,4 mm (Ornela, Desenské sklarny, CR),

lékaiské gumové rukavice.

Plivod a nazvy pouZitych piistroji jsou uvedeny piimo v textu.
Ziskavani templatové DNA

Kultivace kvasinek v tekutém médiu

(1) Do dvou Erlenmayerovych banék bylo napipetovano po 20 ml YPG (1 % kvasniény
extrakt, 1 % pepton a 1 % glukdza) sterilni pipetou. Misto YPG lze pouzit i YPD

(li3i se typem cukru, YPD obsahuje misto glukdzy dextrézu). Do jedné bariky bylo
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pieneseno inokulum ze Sikmého agaru. Druha barika slouZila jako negativni

kontrola.

(2) Obé batiky jsou ponechany pfes noc ve vodni lazni 30 °C teplé kombinované
s trepackou (50 otdcek za minutu; Julabo SW 22, Seelbach, SR).

(3) Druhy den jsem pfipravila dal3i Erlenmeyerovu baiiku s 20 ml YPD (¢i YPG), do ni
premistila takovy objem narostlé pfesno¢ni kultury, aby byla optickd denzita pfi
ozéafeni svétlem o vinové délce 660 nm pfiblizné 0,4. Jako blank bylo pouZito ¢isté
tekuté médium. Opticka denzita byla méfena na pfistroji Spekol 221 {Weiss Jena,

SRNj).

(4) Erlenmeyerova barika s pfeo¢kovanou kulturou se dala inkubovat do vodni lazné
' 30 °C teplé, pravideiné byla kontrolovéna optickd denzita. Ve chvili, kdy opticka
denzita dosahla hodnoty 1,2; inkubace se ukonéila. Kvasinky se nachazeji v Lag

| fazi.

| Izolace DNA fenol-chloroformovou metodou

(1) 15 ml tekuté kultury kvasinek bylo sto¢eno ve falkonce o objemu 50 ml 10 minut pfi
' 3 000 otackich a laboratorni teploté (centrifuga Beckman GS — 6KR, Backman,
| USA).

(2) Sediment byl resuspendovan v 0,5 ml ddH,O a pfenesen do eppi o objemu 1,5 ml,
stoten 10minut pti 1500 otackich (centrifuga Hettich EBA 12R, Hettich,

Némecko), supernatant byl odebran.

(3) Pelet byl resuspendovan v 200 pl lyzaéniho pufru, bylo pfidano 0,3 g sklenénych
kuliéek Ballotini, 200 pl fenol-chloroform-isoamylalkoholu (25:24:1) a 3 minuty

intenzivné vortexovano pomoci Vortex-Genie 2 (Scientific Industrie, USA).

(4) Pfidala jsem 200 pl TE pufru ( 100 pl 1M TrisCl o pH 8,0, 880 pi ddH,O a 20 ul
0,5M EDTA o pH 8,0 ), kratce zvortexovala a stoéila 5 minut pfi 13 000 otackach.

Vodni faze byla pfenesena do nové eppi o objemu 1,5 ml.
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(5) Pridala jsem 200 pl chloroform-isoamylalkoholu (24:1), zvortexovala a stodila 5
minut pfi 13 000 otackach. Vodni faze byla pfenesena do nové eppi o objemu

1,5 ml.

(6) K vodné fazi byl pfidan 1 ml 100 % etanolu vychlazeného na —20 °C, promichén
opatrnym pfevracenim a kyvanim. DNA jsem nechala sraZet 60 minut pii —20 °C

(doporucend doba je 30 min az nékolik hodin).

(7) Obsah eppi jsem stocila 15 min pfi 18 000 otackach a 4 °C, odebrala supernatant.
Pelet byl dvakrat proplachnuty 1 ml 70 % etanolu, stoé¢en 10 minut pii 18 000 otac-

kach pfi 4 °C. Supernatant jsem odebrala a pelet nechala kratce oschnout.
(8) K peletu bylo ptidano 200 pl ddH;0 a pil hodiny nechano rozpoustét.

(9) K roztoku DNA jsem pfidala 1,5 pl RNAsy a smés dala inkubovat na 60 minut pii
37 °C v termobloku (TB1, Schoeller Pharma Praha, CR).

(10) Smés byla stoc¢ena 5 minut pii 13 000 otackach a 4 °C. Odebrala jsem supernatant.

Purifikace DNA pomoci DNA Lego kitu

(1) Supernatant obsahujici DNA byl smichan s dvoijndsobnym objemem vazebného

pufiu a nechal se inkubovat | minutu,

(2) Na ¢istou eppi (1,5 ml) byla nasazena kolonka, do kolonky vpraveno pomoci pipety
100 pl resuspendovanych DNA bind partikuli. Sterilni stiika¢kou o objemu 5 ml se

z kolonky vytlaéila ptebyteéna kapalina.

(3) Roztok obsahujici DNA byl nanesen na kolonku pomoci sttikacky a mirnym tlakem
protladen pies kolonku.

(4) Kolonka byla dvakrat promyta 1 ml promyvaciho pufru. Eppi s kolonkou stoena
2 minuty pii 13 000 otackach.

(5) Kolonka byla pfenesena do nové eppi (1,5 ml) a ptidalo se 50 pl eluéniho pufru

pfedehtatého na 50 °C. Po 2 minutich se eppi s kolonkou stodila 1 minutu pfi
13 000 otackach, ¢imZ doslo k vymyti DNA z kolonky.
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(6) PHi pozadavku na kvantitativni vymyti DNA z kolonky lze promyvani elu¢nim

pufrem a centrifugaci zopakovat je3té jednou stejné jako v bodé (5).

(7) Izolovana DNA byla uchovavana v mrazicim zafizeni pHi teploté -24 °C.

Izolace DNA pomoci YeaStar Genomic DNA Kit

YeaStar Genomic DNA kit umoziuje rychlou izolaci DNA z riznych druha

kvasinek.

(1) Stocila jsem 1,5 ml tekuté kultury kvasinek pfipravené podle odstavce Kultivace

kvasinek v tekuté médiu pfi 6 000 otackach 5 minut. Odstranila jsem supernatant.

(2) Bylo pfidano se 120 pl YD Digestion Buffer a 5 pl R-Zymolyasy. Pelet byl
resuspendovan vortexovanim a smés jsem dala inkubovat pii 37 °C na 40 az
60 minut. V pfipadé neuspokojivych vysledki izolace miiZze byt doba inkubace

prodlouZena aZ na 16 hodin.
(3) Ptidala jsem 120 pul YD Lysis Buffer a smés promichala vortexovanim.
(4) Piidala jsem 250 pl chloroformu, smés 1 minutu promichavala.

(5) Smés se zcentrifugovala 2 minuty pfi 10 000 otackach a supernatant se pfenesl do

Zymo-Spin III kolonky nasazené na ¢isté eppi (1,5 ml).

(6) Eppi s kolonkou se zcentrifugovala 1 minutu pfi 10 000 otackach, piidalo se 300 pl
DNA Wash Buffer a opét se pii stejnych podminkach zcentrifugovalo. Promyti se

jesté jednou zopakovalo.

(7) Kolonka byla prenesena do nové eppi (1,5 ml) a na kolonku se naneslo 60 pl ddH,O
nebo TE pufru. Po 1 minuté se eppi s kolonkou zcentrifugovala pii 10 000 ota¢kéach

1 minutu.

Uréeni koncentrace DNA

Vzorky izolované DNA byly podrobeny spektrofotometrickému stanoveni
koncentrace DNA na zakladé méfeni absorbance p#i 260 nm. Urenim poméru

absorbanci vzorku pfi 260 nm a 280 nm byla soucasné urCena mira kontaminace

_
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bilkovinami. Pro udely detekce kvasinkové DNA byly vybirany pouze vzorky, které
mély tento pomeér vyssi neZ 1,8 (spektrofotometr Jenway 6405 UV-Visible, GB).

Toothpick PCR

K usnadnéni soucasné PCR analyzy mnoha klinickych izolati byla
optimalizovdna metoda pro amplifikaci DNA pfimo zlyzatl samostatnych kolonii
(Steffan et al., 1997).

(1) Analyzované mikroorganismy byly nao¢kovany na Sabouraudovu pidu v Petriho

miskach a kultivovany pii 30 °C po dobu 24 aZ 48 hodin.

(2) Pro kaZdou reakci byla odebrana pfibliZné 1/10 samostatné kolonie ( asi 10° bunék )
paratkem nebo $pickou mikropipety a resuspendovéna v 5 pl smési skladajici se z
1 M sorbitolu, 5 mM MgCl; a 2 mM dithiothreitolu. Ke smést bylo piidano
12 U zymolyasy. Zymolyasa byla pfipravena jako zasobni roztok o koncentraci

12 U/pl rozpudténim v 1 M sorbitolu a byla skladovana pii —20 °C.

(3) Smés byla inkubovéna 15 minut pii 37 °C v termobloku (TB1, Schoeller Pharma
Praha, CR), pak byla zfedéna na 300 ul piidanim TE pufru. 0,3 ul suspenze bylo
ptidano do 1.kola PCR.

Priprava PCR smési

Uhnizdéna PCR je metoda velice citlivd na kontaminaci, proto byly vSechny
kroky provadény v aseptickém prosttedi laminamiho boxu (EM Box 180, Ekom, CR).
PouZiviny byly automatické mikropipety uréené pro piipravu PCR smési a jednorazové
$pi¢ky opatfené filtrem zachycujicim aerosol vznikajici pii nasavani tekutiny do $picky.

Vérohodnost dosazenych vysledkl byla zajisténa provedenim negativni kontroly.

Pfiprava fedici fady templatové DNA

Zasobni roztok izolované DNA byly nafedén pomoci ddH,O na vychozi
koncentraci 0,5 ng.ul’ dsDNA. Z této koncentrace byla ptipravena fedici fada DNA
(viz tab. 1). Zhotoveni fedici fady usnadnilo vneseni piislusného mnoZstvi DNA

do reakce pii pfipravé PCR smési.

—__
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PoZadovana
Poiad.gislo Objem pFiddvané
koncentrace roztoku Objem roztoku DNA
roztoku DNA ddH,0O
DNA
I 0.5 ng.pl" Vypodéet pro konkrétni koncentraci zasobniho
roztoku DNA

1§ 50 pg.pl” 10 pl roztoku DNA &. 1 90 ul

11 5 pg.ul” 10 pl roztoku DNA ¢&. I 90 ul

v 1 pg.ut’ 20 roztoku DNA ¢&. pl I 80 ul

\'% 200 fg.ul” 20 pl roztoku DNA &. IV 80 ul

\%| 20 fg.ul” 10 pl roztoku DNA &. V 90 ut

VII 2 fgul! 10 pl roztoku DNA &, VI 90 ul
VIII 0,2 fg.pl" 10 pl roztoku DNA ¢&. VII 90 pl
Primery

Pii amplifikaci kandidové DNA jsem vyuZivala par vnéjsich nespecifickych
primert, které se pfidavaji do prvniho kola PCR a jejichz ¢innosti vznika nespecificky
produkt, a dale par vnitinich specifickych primeri navrZzenych na zakladé nukleotidové
sekvence genu pro DNA topoizomerazu II, které umoZzfiuji druhovou identifikaci
kvasinek rodu Candida albicans. Dale jsem testovala vliv fosforylace specifickych
primer na 5° konci na citlivost amplifika¢ni reakce. Charakteristiky primeri popisuje

tabulka 2.

Tab. 2: Sekvence vnéjSich nespecifickych a vnitinich specifickych primerovych
part pro druh Candida albicans (Kanbe et al, 2002)

Typ primeru Oz!laée?li Sekvence primerii (5’ — 3°) ampl‘;iflll'l(l;::tného
primer fragmentu {bp)
Vné&jsi primery CDF28 GGTGGWMGDAAYGGDTWYGGYC
CDR1438 CCRTCNTGATCYTGATCBGYCAT
Vniténi primery CABF59 TTGAACATCTCCAGTTTCAAAGGT
C. albicans CADBRI25 [AGCTAAATTCATAGCAGAAAGC 6635

_
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Sestaveni Mastermixu

Aby byly nasledky pipetovacich chyb plynouci z pipetovani velmi malych
objemG minimalni, byl pfipraven vZdy tzv. master mix (Mx), ktery kromé& templatové
DNA obsahoval vSechny komponenty reakéni smési v mnoZstvi dostadujicim
pro viechny reakce daného kola. SloZeni master mixu pro ob¢ kola klasické nested PCR

provadéné na Robocykleru popisuje tabulka 3.

Tab. 3: Slozeni master mixu (Mx) pro jednu reakci, klasicka nested PCR, obé& kola,

Robocycler Gradient 96.

Komponenty Mx L. kolo I1. kolo
PCR H,0 41,28 pl 42,28 pl
10x Taq pufr Complete™ 5,00 ul 5,00 pl
(15 mM MgCly)
dNTPs (25 mM ) 0,32 ul 0,32 ul
Primer 1 (100 pM) 0,50 ul 0,50 pl
Primer 2 (100 pM) 0,50 ul 0,50 pl
Taq DNA polymeraza 0,40 pl 0,40 pl
Unis (5 U.ul'™
Celk. objem Mx pro 48,00 pl 49,00 pl

jednu reakci

"10x Taq pufr Complete: 100 mM Tris-HCI (pH 8,8 pii 25 °C), 500 mM KCl, 1% Triton X-100,
15 mM MgCl,.

Pro provedeni nested PCR v jedné zkumavce bylo tfeba sestavit Mx pro 1. kolo
o objemu 18 ul pro jednu reakci. Pied druhym kolem se piidaval Mx II o objemu 10 pl

pfimo do reakéni smési z 1. kola. SloZeni master mixu pro obé kola nested PCR v jedné

zkumavce provadéné na Robocykleru popisuje tabulka 4.
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Tab. 4: Slozeni master mixu (Mx) pro jednu reakci, nested PCR v jedné

zkumavce, obé kola, Robocycler Gradient 96.

Komponenty Mx L. kolo 11, kolo
PCR H-O 15,07 pl 7,81 wl
10x Taq pufr Complete 2,00 pl 1,00 ul
(15 mM MgCly)
dNTPs (25 mM ) 0,13 pl 0,19 pi
Primer 1 (100 pM) 0,20 pl 0,30 ul
Primer 2 (100 uM) 0,20 pl 0,30 pi
Taq DNA pollymeréza 0,40 “l 0’40 Ill
Unis (3 Uul™)

Celk. objem Mx pro 18,00 pul 10,00 pl
jednu reakei

Krome klasické PCR jsem vyuzivala i real-time PCR provadénou na pHstroji
Rotor-Gene 3000 (Corbet Research, Australie). SloZeni master mixu pro obé kola

klasické nested PCR provadéné na Rotor-Gene 3000 popisuje tabulka 5.

Tab. 5: SloZeni master mixu {Mx) pro jednu reakci, klasickd nested PCR, obé kola,
Rotor-Gene 3000.

Komponenty Mx L kolo I1. kolo
PCR H,0 16,92 ul 18,17 ul
(llog‘mﬁqusz) Completet 2,50 2,40 pi
dNTPs (25 mM ) 0,18 pl 0,15l
Primer 1 (100 uM) 0,25 pl 0,24 pi
Primer 2 (100 uM) 0,25 pl 0,24 ni
10x LC Green 2,50 ul 2,40 ni
Celk. objem Mx pro 23,00 ul 24,00 pl

jednu reakei
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Tab. 6: SloZeni master mixu (Mx) pro jednu reakci, nested PCR v jedné

zkumavce, obé kola, Rotor-Gene 3000.

Komponenty Mx 1. kolo IL. kolo
PCR H,O 16,92 pul 8,22 pul
(‘f’;;ﬁ f&‘gfi; i;’mplele 2,50 pl 1,20 pl
dNTPs (25 mM ) 0,18 pul 0,24 pl
Primer 1 (100 uM) 0,25 ul 0,37 ul
Primer 2 (100 uM) 0,25 ul 0,37 ul
10x LC Green 2,50 pl 1,20 pl
Tac_l DNA po_llymeréza 0,40 pl 0,40 ul
Unis (5 U.ul™)

Celk. objem Mx pro 23,00 pl 12,00 pl

jednu reakei

Pfi teploté¢ blizké 0 °C byly vypolitané objemy vSech komponent vneseny

do zkumavky Eppendorf o objemu 1,5 ml a poté 10 vtefin vortexovany.

Sestaveni PCR smeési

Do tenkosténnych mikrozkumavek uréenych pro PCR byl napipetovan pfisludny
objem master mixu potfebny pro jednu reakci. Reakéni smés byla dokoncena dodanim

templatové DNA nasledovné:

U klasické nested PCR:

e Reak¢ni smés pro 1. kolo: 48 pl Mx [ + 2 pl piistusného roztoku templatové DNA
(viz tab. 1)
e Reakéni smés pro 2. kolo: 49 ul Mx 11+ 1 pl produkti z 1. kola PCR

U nested PCR v jedné zkumavce:

o Reakéni smés pro 1. kolo: 18 pl Mx [ + 2 pl pislusného roztoku templatové DNA
e Reakéni smés pro 2. kolo: 10 pl Mx II ptidat k PCR smési z 1. kola
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U real-time klasické nested PCR:

e Reakéni smés pro 1. kolo: 23 ul Mx 1+ 2 ul pfisludného roztoku templatové DNA
e Reakéni smés pro 2. kolo: 24 ul Mx II + 1 ul produkti z 1. kola PCR

U real-time nested PCR v jedné zkumavce:

e Reakéni smés pro 1. kolo: 23 ul Mx [ + 2 pl piislusného roztoku templatové DNA

e Reakéni smées pro 2. kolo: 12 pl Mx II pfidat k PCR smési z 1. kola

Nakonec byla reakéni smés promichana a pievrstvena 50 pl PCR oleje. Cely

tento krok byl opét provadén v chladicim bloku.

PCR amplifikace

Zkumavky byly vloZeny do termocykleru, ktery byl pfedem piedehian na 95 °C.

Samotna amplifikace probihala dle parametrti, jeZ popisuje tabulka 7 a 8.

Tab. 7: Parametry nested PCR provadéné na Robocycleru Gradient 96.

Podet cykli Nazev cyklu Parametry (teplota, ¢as)
1 Uvodni denaturace 95 °C, 5 min
Denaturace 95°C, 1 min
30 Nasedani primerti 57°C*,45s
Extenze 72°C, 1min30s
1 Finalni extenze 72 °C, 5 min

*Teplota nasedani primert byla pi#i optimalizaci nested PCR ménéna. Viz

kapitola Optimalizace podminek nested PCR v oddilu Vysledky a diskuze.

Celkova doba PCR byla 1 hod 52 min.
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Tab. 8: Parametry nested PCR provadéné na Rotorgene 3000

Poéet cykla Nazev cyklu Parametry (teplota, &as)
1 Uvodni denaturace 95 °C, 5 min
Denaturace 95°C, 155
50 Nasedani primeni 57°C,15s
Extenze 72°C,20s
1 Finalni extenze 72 °C, 5 min

Celkova doba PCR byla 51 min 40 s.

Optimalizace podminek nested PCR

ZvySeni citlivosti jsem se snaZila dosahnout zménou podminek amplifikaéni
reakce, konkrétné uUpravou teploty annealingu, koncentrace hoi¢iku a koncentrace
primerti v PCR smé&si. Postupné bylo optimalizovano nejdfive 1. kolo nested PCR,
nasledné i 2. kolo. Byly vZdy vybrany podminky, pii kterych PCR dosahovala nejvy3si
citlivosti. Do amplifikaénich reakci bylo vnaeno 1ng, 100 pg, 10 pg, 2 pg, 400 fg,
40 fg, 4 fg nebo 0,4 fg izolované DNA Candidy albicans. Tyto mnozstvi DNA byly
| zvoleny na zakladé clanku Kanbe et al.: PCR based identification of pathogenic

Candida species using primer mixes specific to Candida DNA topoisomerase II genes.

Dile jsem hodnotila vliv ptidani PCR enhanceru do reakéni smési na vytéZnost
amplifikaéni reakce a testovala novy postup pfi provadéni uhnizdéné PCR tzv. nested
PCR vjedné zkumavce. Pii tomto uspofadani bylo tfeba rozhodnout, jaky objem
reakéni smési v 2. kole, resp. jaké nafedéni produkti a sloZek reakce z 1. kola je

nejvyhodnéjsi z hlediska citlivosti PCR

Pfi nested PCR v jedné zkumavce byly v2. kole pouZity vnitini primery
ukondéené na 5° konci fosfatem, aby byly chranény pfed exonukledzovou aktivitou
Taq polymerazy. Dale bylo providéno srovnéni citlivosti nested PCR v jedné zkumavce

pfi pouZiti vnitinich na 5° konci fosforylovanych a nefosforylovanych primerti.

I



46

PCR enhancer

PCR enhancer od firmy Top Bio je 0,1 M tetramethylammonium oxalat, ktery
podle udaji vyrobce dokaZe odstranit neZzadouci nespecifity PCR a zvy3it mnoZstvi
produktu amplifikaéni reakce. Tento enhancer je dodavan v kvalité vhodné pro pfimé

piidani do reakéni smési pro PCR.

Podle protokolu doporuéeného vyrobcem jsem PCR enhancer pfidavala v fedéni
1:50 do reakéni smési. Pfi koneéném objemu reakéni smési 50 pl jsem pouzila 1 pl PCR

enhanceru a o 1 pl méné PCR vody.

Optimalizace objemu PCR smési v 2. kole u nested PCR v jedné

zkumavce

Objem PCR smési v 1. kole byl 20 pl, v druhém kole byla testovana vyhodnost
nafedéni reakéni smési na 30 pl, 40 pl a 50 pl versus stav s pouhym piidanim
komponent potfebnych pro 2. kolo (vnitini primery, nukleotidy a Taq polymeraza) bez

daliho nafedéni produkti 1. kola.

ProtoZze vy3e uvedené uspofddani pokusu nepiineslo jednoznaéné vysledky,
nasledovalo hodnoceni nafedéni produktd 1. kola na 25 ul , 30 pl, 35 pl v 2. kole vs.

stav bez nafedéni. MnoZstvi zamplifikované DNA bylo hodnoceno po 20 a 30 probéh-
lych cyklech 2. kola.

Hodnoceni specifity nested PCR

Po upravé podminek amplifikace je nutné otestovat specifitu reakce. Specifita
nested PCR byla testovana sérii paralelnich amplifikagnich reakci s nasledujicimi
zastupci rodu Candida: Candida tropicalis, Candida krusei, Candida glabrata a
Candida parapsilosis. V kazdé sérii byla vidy jedna reakce, do které bylo vnaseno
400 fg izolované DNA C. albicans, a ¢ty reakce, ve kterych bylo podrobeno
amplifikaci 20 ng genomové DNA zbylych &tyf zastupch rodu Candida s parem

vnitinich primert specifickych pro druh C. albicans.
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Elektroforéza

Priprava gelu

Pro déleni produkti vzniklych pii nested PCR byl pouZit 2 % agardézovy gel,
ktery obsahoval ethidium bromid (1 pg.ml') a 1x TBE puft.

Smés praskové agarézy a 1x TBE byla povafena v mikrovinné troubé Clatronic,
az se agaréza zcela rozpustila. Po ochladnuti smési na 50 °C bylo ptiddno pfislusné
mnoZstvi ethidium bromidu a gel byl nalit do elektroforetické vany Easy Cast -

horizontal electrophoresis system (model #B2 a B1A, Owl, USA).

Gel je potfeba nechat dostateéné ztuhnout, nejméné 2 hodiny. Tuhnuti lze

urychlit ochlazenim gelu v ledniéce. Po ztuhnuti se gel prevrstvi 1x TBE pufrem.

Nanaseni produkti PCR na gel

Ze zkumavky bylo odebrano 15 pl vzorku obsahujiciho zamplifikovanou DNA a
§pickou promichano s 3 ul nanaseciho pufru (0,25 % bromfenolové modfi, 40 % sacha-
rézy v ddH,0).Tato smés byla nanesena do pfisluiné jamky v gelu. Do jedné €i dvou
jamek v gelu byly naneseny 3 pl markeru 155 — 970 (Top-Bio, CR), které byly
smichany s 1 pl nanaSeciho pufru. Déleni probihalo pfi napéti 5 V na kazdy centimetr
vzdalenosti mezi elektrodami po dobu minimalné 60 minut (zdroj napéti: Apelex

electrophoresis power supply ST 606T, Apelex, Francie).

Hodnoceni elektroforézy a velikosti amplifikovanych DNA
fragmenta

Vizualizace DNA probéhla pomoci UV transluminatoru (Electronic MultiWave
Transilluminator, Ultra-Lum, USA). Obsah translumindtoru snimala kamera, kterd byla
propojena s poéitatem. Obrazy geli byly dokumentovany softwarem Scionlmage

(Scion, USA) a ukladany ve formatu bitmapy.

Velikost DNA fragmentd generovanych v nested PCR byla odhadnuta na

zékladé srovnani téchto fragmenti s fragmenty DNA o znamé velikosti obsaZenych v

DNA markeru. Za pfedpokladu, Ze velikost produktu uhnizdéné PCR by neméla
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piesahnout rozmezi 200 — 900 bp, byl k tomuto G&elu zvolen DNA marker 155 — 970

(viz obr. 5}, jehoz DNA fragmenty tuto oblast pokryvaji.

TBE

970 -
750 —
595 —
T —

5 —
238 —

194 —
156 —

pb. TA

Obr. 5: Velikosti fragmentd DNA markeru 155-970 firmy Top-Bio (CR).

Fragmenty byly separovany ve 2 % agarézovém gelu, ktery obsahoval ethidium

bromid I ugm!l™ a 1 x TBE pufr. Na zikladé rozlozeni a vyskytu pruht v jednotlivych

drahach a jejich intenzity byla vyhodnocena citlivost a specifita metody.
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Vysledky a diskuze

Pii své praci jsem navazovala na vysledky Mgr. Petry Sehnalikové, ktera ve své
diplomov¢e praci testovala citlivost a specifitu uhnizdéné PCR vyuZivajici univerzalni
a druhové specifické primery navrZzené skupinou Kanbe et al. Toto uspotfadani nested
PCR vykazovalo vysokou specifitu, ale nizkou citlivost — hranice in vitro citlivosti se
pohybovala mezi 200 aZ 20 pg DNA vna$ené do reakce. Mym ukolem bylo citlivost
detekéni metody zvysit.

Pouziti PCR enhanceru

PCR enhancer byl pfidan podle doporudeni vyrobce v mnoZstvi 1 pl do reakéni

smési v 1.1 2. kole.

Vysledek pokusu znazoriiuji obrazky 6 a 7. Nepotvrdilo se, Ze by ptfidavek PCR
enhanceru zvySoval citlivost amplifikace, naopak se zd4, Ze jeho pfitomnost vyteZnost
nested PCR snizuje. Band v dridze odpovidajici 1 ng templatové DNA vnasenému do
1. kola nested PCR je vyraznéjsi v pfipad€, Ze nebyl pouzit PCR enhancer. V tomto
piipadé je na gelu velmi slabé patrny i band v draze odpovidajici 100 pg templatové
DNA.

Mnozstvi templatovée DNA vnesené do reakce je uvedeno v horni casti drahy
(n znadi negativni kontrolu), v drahach zna¢enych M byl délen DNA marker 155 — 970,
2 % agardzovy gel s obsahem EtBr (1 pg.ml™).

M ing 100pg 10pg 2pg 4000g 40fg 4fg D4fg n M
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Obr. 6: Citlivost nested PCR bez pouZiti PCR enhanceru.

1 ng 100pg 10pg

T el

L=
#_ 3
=
o
-

Obr. 7: Citlivost nested PCR s pouzitim PCR enhanceru.

PCR enhancer je primamé ur¢en ke zvySeni specifity PCR reakce, ktera neni
optimalizovana. Jeho pouZiti muze byt vyhodné ve vyzkumnych laboratofich, které
pouzivaji PCR amplifikaci ptedev§im v mnoha variantich s nové navrZenymi primery,
takZe pouziti enhanceru mize $etfit ¢as a material, potfebny k optimalizaci podminek
reakce. V nafem piipadé byl pouZit u reakéni smési jiZ optimalizované, proto
pravdépodobné nejen nepiinesl zvySeni vytéZnosti a citlivosti, ale zfejmé i1 negativné
ovlivnil optimalizovany systém. Je mozné, Ze dal$i optimalizace by pfinesla zvySeni
vytéZznosti pii pouziti PCR enhanceru. ProtoZe ale jeho efekt byl v zakladnim
uspofadani spise negativni, je malo pravdépodobné, Ze by toto zvySeni vytéZnosti mohlo
byt vyrazné. Proto jsem podminky pouZiti PCR enhanceru jiz dale neoptimalizovala
apokusila jsem se citlivost zvysit tradiéni optimalizaci tfi parametri reakce —

koncentrace hoi¢iku, teploty nasedani primerti a mnoZstvi primeru.

Optimalizace podminek nested PCR

Optimalizace podminek 1. kola

Vytéznost a citlivost PCR 1ze obecn& zvysit sniZzenim teploty nasedani, protoZe
dochazi ke snadnéj$imu nasedani primert na komplementarni useky templatové DNA a

ke zvy3eni stability hybridd templatovd DNA-primer. SniZeni teploty nasedani oviem
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zaroven sniZuje specifitu reakce, protozZe primery mohou nasedat i na Gseky templatové
DNA, kter¢ nejsou dokonale komplementdrni. Ptilisné sniZzeni pak miZe vést nejen
k tvorbé nespecifickych produktd, ale i k vymizeni tvorby produktu rozliditelného
elektroforézou v gelu, protoze nasedani primeru na piili§ mnoha mistech genomu mize

branit efektivni amplifikaci.

Pro optimalizaci teploty nasedéni primeru byla s vyhodou vyuzita schopnost
termocykleru Robocycler Gradient 96 (Stratagene, USA) vytvofit teplotni gradient
v jamkach bloku, ve kterém dochdzi k nasedani primeru. Temperovani tohoto bloku
bylo nastaveno na gradient 47 —58 °C, pfiéemZ byly pii pokusu testovany teploty
51 °C, 53 °C, 55 °C a 57 °C (= teplota nasedani pii plivodnich podminkach reakce).

Zjisténou citlivost detekce pii riznych teplotich nasedani primeru zachycuje
obrazek 8. Nejvy3si citlivost nested PCR byla zaznamendna pii pouZiti teploty
annealingu 51 °C, proto byla v dal$ich experimentech upravena teplota nasedani

primeru na tuto hodnotu.

Obr. 8: Optimalizace teploty nasedani v 1. kole — citlivost detekce pii teplotach
nasedani 51 °C, 53 °C, 55 °C a 57 °C (= ptvodni teplota nasedani). MnoZstvi genomové
DNA vnesené do reakce bylo nasledujici: draha 1 — 1 ng, drdha 2 — 100 pg, draha 3 — 10
pg, draha 4 — 2 pg, n znadi negativni kontrolu, v drahach znagenych M byl délen DNA
marker 155 — 970, 2 % agar6zovy gel s obsahem EtBr (1 pg.ml™).

Dal§i mozZnosti, jak zvy3it vytéZnost a citlivost PCR reakce, je zvyseni
koncentrace Mg”" iontd, které funguji jako kofaktor Taq-polymerazy, takze zvy3uji jeji

procesivitu, a také stabilizuji interakci primer-templatova DNA. Tim oviem zaroveil
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snizuji specifitu naseddni primeri, podobné jako sniZeni teploty. P¥ pdvodnim
uspofadani nested PCR bylo do reakéni smési o celkovém objemu 50 pl pfidavano 5 ul
10x Taq pufr Complete obsahujiciho standartné 15 mM MgCl,, coZ znamena, Ze
vysledna koncentrace hoi¢iku ve smési byla 1,5 mM. Testovany byly zvyiené
koncentrace hotéiku 2,5 mM, 3,75 mM a 5,0 mM ve srovnani s pivodni koncentraci
1,5 mM.

Vysledek optimalizace koncentrace hoi¢iku v 1. kole nested PCR ukazuje
obrazek 9. Nejvyssi citlivost vykazovala amplifikaéni reakce pii koncentracich hotéiku
2,5 mM a 3,75 mM. Pro pouZiti do dalSich pokust byla zvolena koncentrace 2,5 mM

z dtvodu vétsi specifity pti zachovani dobré citlivosti.

i

cgnrd

e | R | e T | Sy | T ———
cMg2+ 15 mM 2.5 mM 3.75 mM 5,0 mM

Obr. 9: Optimalizace koncentrace hotéiku v reakéni smési pro 1. kolo — citlivost
detekce pii koncentracich hoif¢iku 1,5 mM (= plivodni koncentrace hoféiku odpovidajici
Taq Buffer Complete), 2,5 mM, 3,75 mM a 5,0 mM. MnoZstvi genomové DNA

vnesené do reakce viz legenda u obr. 8.

Jako tieti standardni zpisob zvySeni vytéZnosti a citlivosti PCR reakce se
pouziva optimalizace koncentrace primerl, které jsou b&iné piidavany do reakce
v nadbytku, v disledku éehoZ dochazi ke kompetici primeril pfi nasedani a nasledném
sniZeni citlivosti amplifikace. Proto jsem zkouSela sniZit mnoZstvi vng&jSich primera
vnasenych do 1. kola nested PCR. Testovany byly koncentrace 0,1 uM, 0,3 uM, 0,5 uM

ve srovnani s ptivodni koncentraci primert 1,0 pM.
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Vysledek zachycuje obrazek 10. Jako nejvyhodnéjii se ukazala piivodni koncen-
trace primerd, jeji sniZzeni vedlo ve viech pfipadech ke sniZeni vyraznosti pruhti na gelu,

proto byla do dalsich pokust ponechana plvodni koncentrace vnéjsich primeru.

Obr. 10: Optimalizace koncentrace primert v reakéni smési pro 1. kolo — citlivost
detekce pfi koncentracich primeri 0,1 puM, 0,3 uM, 0,5 uM, 1,0 uM (= puvodni
koncentrace primeril v reakéni smesi).. MnoZstvi genomové DNA vnesené do reakce
bylo nasledujici: draha 2 — 100 pg, draha 3 — 10 pg, draha 4 — 2 pg, drdha 5 — 400 fg,
n znaéi negativni kontrolu, v drahdch znaéenych M byl délen DNA marker 155 — 970,
2 % agar6zovy gel s obsahem EtBr (1 pg.ml™).

Optimalizace podminek 2. kola

Pii optimalizaci podminek 2. kola nested PCR bylo postupovano stejné jako
pii optimalizaci podminek 1. kola. I dosaZené vysledky byly obdobné. Jako nejvy-
hodn&j3i byla vybrana teplota nasedani 51 °C, koncentrace hoi¢iku 2,5 mM
a koncentrace vnitfnich primerii byla ponechdna na pivodni hodnoté 1,0 uM. Do
druhého kola byly wvnaSeny produkty 1. kola probéhlého za optimalizovanych

podminek.

Citlivost detekce kandidové DNA pfi teplotach nasedani primeru 51 °C, 53 °C

a 55 °C vs. pvodni teplota nasedani 57 °C zachycuje obrazek 11, pfi koncentracich

hotéiku 2,5 mM, 3,75 mM a 5,0 mM vs. pivodni koncentrace 1,5 mM obrazek 12,
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pii koncentracich vnitinich primeru 0,1 pM, 0,3 pM a 0,5 uM vs, plivodni koncentrace

1,0 pM obrazek 13.

Obr. 11: Optimalizace teploty nasedani ve 2. kole — citlivost detekce pfi teplotach
annealingu 51 °C, 53 °C, 55 °C a 57 °C (= puvodni teplota nasedani). MnoZstvi
genomoveé DNA vnesené do reakce bylo nasledujici: draha 3 — 10 pg, drdha 4 — 2 pg,
drdha 5 — 400 fg, draha 6 — 40 fg, n znadi negativni kontrolu, v drahach znaéenych M
byl délen DNA marker 155 — 970, 2 % agar6zovy gel s obsahem EtBr (1 pg.ml™).

[ N S [ | — | g | S
cMg2+ 15mM 25 mM 375 mM 5.0 mM

Obr. 12: Optimalizace koncentrace hoféiku v reakéni smést ve 2. kole — citlivost
detekce pfi koncentracich hoif¢iku 1,5 mM (= puvodni koncentrace hoféiku odpovidajici
Taq Buffer Complete), 2,5 mM, 3,75 mM a 5,0 mM. MnozZstvi genomové DNA vnese-

né do reakce viz legenda u obr. 11.

_
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Obr. 13: Optimalizace koncentrace primerti v reakéni smési ve 2. kole — citlivost
detekce pii koncentracich primeru 0,1 pM, 0,3 uM, 0,5 pM, 1,0 pM (= pivodni
koncentrace primerd v reakéni smési). MnoZstvi genomové DNA vnesené do reakce
bylo nasledujici: drdha 4 — 2 pg, draha 5 — 400 fg, drdha 6 — 40 fg, drdha 7 — 4 fg,
n zna&i negativni kontrolu, v drahach znacenych M byl délen DNA marker 155 — 970,

2 % agar6zovy gel s obsahem EtBr (1 pg.ml™y.

Citlivost nested PCR po optimalizaci

Tabulka &. 9 shruje zmény podminek amplifikace po optimalizaci.

Tab. 9: Podminky amplifikace pfed a po optimalizaci. Hodnoty jsou pro obé

kola nested PCR stejné.
pfed optimalizaci PCR | po optimalizaci PCR
teplota nasedani 57°C 51°C
koncentrace hoféiku v reakci 1,5 mM 2,5 mM
koncentrace primert v reakci 1,0 uM 1,0 uM

Upravou teploty annealingu a koncentrace hot&iku se podatilo zvysit citlivost
nested PCR tak, Ze je mozZné zachytit DNA Candidy albicans pti mnoZstvi 40 fg
vnageném do reakce (obr. 14). Oproti plivodné dosahované citlivosti 100 pg — 1 ng to

predstavuje zvydeni citlivosti 2 500-25 000x, tedy o 3-4 rady. MnoZstvi 40 fg
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reprezentuje piiblizné 2 kopie genomu C. albicans, optimalizovana metoda se tedy

pohybuje na hranici detekéni schopnosti pro gen vyskytujici se v genomu v 1 kopii.

M 1ng 100pg10pg2py 400fg 40fg 4fg 0.4fg n M

Obr. 14: Citlivost nested PCR po optimalizaci podminek amplifikace. MnoZstvi
templatové DNA vnesené do reakce je uvedeno v horni ¢asti drahy, n znadéi negativni
kontrolu, v drahdch zna¢enych M byl délen DNA marker 155 — 970, 2 % agardzovy gel
s obsahem EtBr (1 pg.ml™).

Specifita optimalizované nested PCR pro druh Candida albicans

ProtoZe sniZenim teploty nasedani primerd a zvy$enim koncentrace hofe¢natych
kationtli dochéazi vzdy k ur¢itému sniZeni specifity amplifikace, bylo nezbytné ovéfit,
zda toto sniZeni nevede ke sniZeni schopnosti primerového systému rozlisit rizné druhy
patogennich kandid. Zkouska specifity nested PCR byla provedena s DNA druhi
C. albicans, tropicalis, glabrata, parapsilosis a krusei za pouZiti nespecifickych
vné&j§ich primerii v 1. kole a vnitinich primerti specifickych pro druh C. albicans
ve 2. kole. Obé& kola probé&hla za optimalizovanych podminek. MnoZstvi DNA vnasené
do reakce bylo 400 fg u C. albicans, coZ je dvojnasobek zjisténého detekéniho limitu,
ktery zaruduje reprodukovatelnost, a 20 ng u ostatnich druhd kandid, coZ je vyrazny
nadbytek, ktery se oviem ve vySetfovaném vzorku muZe u vyraznych kandidémii

vyskytnout.

Vysledek testu specifity znazorituje obrazek 15. Nested PCR provadéna

za optimalizovanych podminek neni specifickd pro druh C  albicans narozdil
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od ptivodniho uspofadani. Produkty o délce specifické pro C. albicans vznikaji, i kdyz
je do reakce vnagena DNA ostatnich druhti. Z vySe uvedeného vyplyva, Ze se optima-
lizaci podminek reakce podafilo zvysit o nékolik fadu citlivost PCR, ovSem sniZeni
specifity bylo natolik vyrazné, Ze umozZnilo efektivni vazbu primerd na homologni
nedokonale komplementarni sekvence genu pro topoizomerazu 2, takZe vznika
homologni produkt i u jinych druhti patogennich kandid. Tento efekt znehodnocuje
hlavni vyhodu primerového systému vyvinutého Kanbe et al. (2002}, tj. jeho schopnost
spolehlivé rozligit jednotlivé druhy patogennich kvasinek a poskytnout tak jiz

v okamziku detekce podpurnou informaci pro volbu racionalni antimykoticke terapie.

M C. alb. trop. glab. par. krus. n

Obr. 15: Druhova specifita amplifikaéni reakce provadéné za optimalizovanych
podminek. Drahy, ve kterych byly déleny produkty nested PCR, jsou oznaleny
zkratkami ndzvu druhd, jejichz DNA byla vnadena do reakce: draha C. alb. — C.
albicans; draha trop. — C. tropicalis; draha glab. — C. glabrata; draha par. — C. para-
psilosis; draha krus. — C. krusei; n znad¢i negativni kontrolu. V drahach zna¢enych M byl
délen DNA marker 155 — 970.

Nested PCR v jedné zkumavce

Vzhledem ke kontraproduktivnimu G&inku zvySeni vytéZnosti a citlivosti nested
PCR tradi¢nimi postupy jsem hledala alternativni zpisoby dosaZeni stejného cile pfi
zachovani specifity detekce. Uhnizdéna PCR se tradi¢né provadi dvoukolové tak, Ze
minimalni mnoZstvi reakéni smési po 1. kole — obvykle 1 pl — je pfidavano do reakéni

smési pro 2. kolo. Timto postupem dochadzi k odstrangni nevyhody klasické,
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tzv. end-point PCR, ve které nelze dosdhnout dal§i amplifikace produktu nad uréitou
uroveit pouhym pf#idanim daldich cykld PCR. Toto omezeni je dano ptedevdim
interferenci produktu amplifikace s nasedanim primerd (shodné koncové sekvence)
a z¢&asti také klesajici aktivitou Tag-polymerazy po opakovanych poskozenich vysokou
teplotou pii denaturaci DNA. Pienesenim pouze 1 pl produkti . kola do nové reakéni
smési dochazi k natfedéni produktu a zaroveti k obnoveni Taq polymerizy a dopinéni
dalSich slozek reakce. Zaroven tim ale dochdzi i ke ztraté 98 % produktt 1. kola, které
by mohly byt amplifikovany ve 2. kole (ztrata 49 pl produkti z 50 pl v nadi modifikaci

reakce).

Polozila jsem si proto otazku, zda by nebylo moZné zvysit vytéZnost a citlivost
reakce, pokud by bylo do reakéni smési pro 2. kolo pfidavano véts§i mnozstvi produktd
1. kola. Zaroveii jsem vzala v uvahu fakt, Ze manipulace s produkty 1. kola s sebou
pfinasi hlavni nevyhodu nested PCR, kterou je riziko k¥iZové kontaminace vzorkil.
Proto jsem testovala moZnost vnaSet nové reakéni komponenty ptimo do reakéni smési
po skonceni 1. kola, coz by mohlo vést k Zadoucimu nafedéni produktu a obnoveni
slozek reakéni smési pfi nizS$im riziku kfizové kontaminace. V literatufe je popsan
podobny postup ,,one-tube nested PCR* zejména u detekce mykobakterii pro podminky
laboratofi rozvojovych zemi, kde je obtiZné efektivné zabranit kiiZové kontaminaci
(Wilson et al.,1993).

Odlisnost ,,one-tube nested PCR* od klasické nested PCR spociva v tom, Ze cely
objem reakéni smési z 1. kola, tzn. vSechny produkty vzniklé v prvni amplifikaéni
reakci dvoukolové nested PCR, tvofi zaklad reakéni smési pro 2. kolo. Prakticky jsem
jednozkumavkovou nested PCR provadéla tak, Ze k celému objemu reakéni smési
1. kola, ktery byl pro tuto modifikaci nested PCR upraven na 20 pl, jsem po skonéeni
1. kola pfidala nové reakéni komponenty (Taq DNA polymerdzu, vnitini primery,
nukleotidy), piipadn€ nafedila pufrem na poZzadovany objem atuto smés podrobila
2. kolu nested PCR. Podrobné&j§i postup a piesné slozeni reakéni smési 1. kola i
mnoZstvi vnaSenych komponent k obnoveni reakéni smési pfed 2. kolem je uvedeno

v oddilu Material a metodika, kapitola Sestaveni Mastermixu.

Postup ,one-tube nested PCR“ jsem provadéla za piivodnich podminek

amplifikace, které zajisfovaly vysokou specifitu a spolehlivé rozlieni riznych druhli
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patogennich kandid pfi nizké citlivosti na Grovni 100 pg — 1 ng. Pfedpokladala jsem, Ze
mnoZstvi pfidaného pufru pro 2. kolo tj. mira nafedéni smési obsahujici produkty
z 1. kola by mohla ovlivnit vytéZnost reakce. Proto jsem provedla pokus, kdy v 1. kole
byl objem reakéni smési vzdy 20 pl a pied provedenim druhého kola byly do smési
ptidany (i) jen nové nukleotidy, Taq DNA polymeraza a vnitini primery v takovém
mnozstvi, aby vcelkovém objemu dosahly poZadované koncentrace bez dal$iho
nafedéni pufrem (draha A), nebo (ii} byla smés po dodani vy$e zminénych slozek
nafedéna pufrem na 30 pl (dréha B), 40 pl (draha C) a 50 ul (drdha D). Vysledky byly
srovnavany s pozitivni kontrolou, kterou pfedstavovala nested PCR provadénou
klasickym zptisobem tj. 1 ul produktl 1. kola vneseno do 49 ul Mastermixu pro 2. kolo.

Do 1. kola reakce bylo vnaseno 2 pg templatové DNA C. albicans — viz obrazek 16.

Obr. 16: Nested PCR v jedné zkumavce. MnoZstvi vnasené DNA 2 pg. Drahy
se od sebe li8i objemem PCR smési ve 2. kole nested PCR. Drdha A - bez fedéni
pufrem (celkovy objem 21 pl), drdha B — fedéni na 30 pl, drdha C — fedéni na 40 pl,
drdha D — tedéni na 50 pl. V drize oznadené p byly déleny produkty nested PCR
v klasickém uspofadani, n zna¢i negativni kontrolu. V drahach znaéenych M byl délen
DNA marker 155 —970.

Z tohoto pokusu nebylo moZné vyvodit zavér, protoZe bandy v drahach A, B, C
i D byly stejné vyrazne, proto jsem pokus zopakovala, jedinou odli$nosti bylo mnoZstvi

vnasené DNA — bylo sniZeno na 400 fg — viz obrazek 17,




Obr. 17: Nested PCR v jedné zkumavce. MnoZstvi vnasené DNA 400 fg.

Legenda viz obrazek 16.

V tomto piipad€ se objem reakéni smési ve 2. kole 21 pl, pfedstavujici prosté
piidani novych stavebnim kamenu PCR, ukazal jako nevyhodny, pruh byl podstatné
slabdi neZ v drahach B, C a D. Z toho se da usuzovat, Ze ur¢ité nafedéni smési z 1. kola
muzZe zlepSovat vyteZnost amplifikaéni reakce. Nejvyraznéj§i je pruh vdriaze B
predstavujici nafedéni smesi 1. kola na 30 pl, oviem rozdily v intenzité tohoto pruhu
oproti dalSim dvéma v drahach C a D jsou nepatmé. Proto byl proveden tento pokus

potieti, tentokrat se 40 fg vna§ené DNA — viz obrazek 18.

Obr. 18: Nested PCR vjedné zkumavce. MnoZstvi vniZené DNA 40 fg.

Legenda viz obrazek 16.
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Produkt viditelny na gelu vznikl pouze pii nafedéni smési 1. kola na 30 pl
tim, Ze objem 30 pl ve 2. kole je optimélni, ale miize to byt i dusledek velmi nizké
koncentrace templatové DNA. MnoZstvi 40 fg pfedstavuje cca dvé kopie genomu
kvasinky Candida albicans, coz v mnoha pfipadech neni dostateéné pro uspésncu
ampifikaci. PH opakovani tohoto pokusu byl vysledek odlisny, na gelu nebyl viditelny
produkt ani u jedné drahy vcetné drahy pfislusejici nested PCR provadéné klasickym

L
Zpusobem.

End-point PCR bohuZel neumoziiuje piesnéjsi kvantifikaci produktu, proto nelze
zcela spolehlivé uréit nejvhodnéjsi objem ptiddvané reakéni smési pro 2. kolo. Pfesto
jsem na zakladé ziskanych vysledka zvolila do dal$ich pokust jako pravdépodobné
vhodny objem reakéni smési ve 2. kole 30 pl, a to jednak kwvili vysledku pokusu

z obrazku 17 a 18, druhak kviili Setieni slozkami reakce.

Citlivost nested PCR v jedné zkumavce - tradiéné optimalizo-
vané podminky pro vy$si citlivost vs. podminky zajit'ujici vysokou

specifitu

V této sérii pokusd jsem srovnavala citlivost detekce kandidové DNA pii pouZiti
nested PCR v jedné zkumavce za podminek optimalizovanych tradiénim zpisobem ke
zvySeni citlivosti a za plvodnich podminek zajidtujicich vysokou specifitu tj. pi
parametrech pouZivanych pfed optimalizaci nested PCR provadéné klasickym
zptisobem. Tento zptisob srovnani jsem pouZila proto, abych objektivné zjistila vliv
jednozkumavkové PCR na zvy3eni citlivosti za srovnatelnych podminek. Vysledky

znazoruji obrazky 19 a 20.
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Obr. 19: Citlivost detekce nested PCR vjedné zkumavce za podminek
optimalizovanych tradiénim zpisobem ke zvySeni citlivosti. MnoZstvi templatové DNA
vnesené do reakce je uvedeno v horni ¢asti drahy, n znadi negativni negativni kontrolu,
v drahach zna¢enych M byl délen DNA marker 155 — 970, 2 % agarézovy gel
$ obsahem EtBr (1 pg.ml").
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Obr. 20: Citlivost detekce nested PCR vjedné zkumavce pii plvodnich

podminkéach, zajitujicich vysokou specifitu. Legenda viz obrézek 19,

Mezi citlivosti detekce nested PCR vjedné zkumavce provddéné za
optimalizovanych a ptivodnich podminek pfekvapivé neni zadny rozdil. Znamena to, Ze
zvySeni vstupniho mnoZstvi DNA z 1. kola pro 2. kolo 20x (20 ul vs. 1 pl) piineslo
i zvySeni citlivosti minimalné 250%, nejvyse 2 500% oproti klasické dvouzkumavkové

PCR provadéné za pivodnich podminek. Toto srovnani oviem nemiize byt piesné,

_
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protoZe u genomové DNA miiZe v pribéhu skladovani klesat mnoZstvi, takZe nelze
spolehlivé srovnavat vysledky pokusti provadénych s delsim &asovym odstupem.
V podminkach pohybujicich se na hranici detekéniho limitu (40 fg) hraje roli i chyba
fedéni, protoZe se s uréitou pravdépodobnosti zakonité stiva, Ze v kone¢ném kroku
fedéni se v konkrétnim vzorku nemuseji nachazet pfesné 2 kopie genomu, ale i 1 nebo

Zadna, nebo 3 apod.

Dilezit&ji je proto relativni srovnani, které jsme provedli ve vyse ukizaném
pokusu — na stejné fedici radé dosahla jednozkumavkovd PCR za puvodnich
specifickych podminek stejnou citlivost, jako jednozkumavkova PCR za podminek
optimalizovanych pro vysokou citlivost, ale vedoucich k vyraznému sniZeni specifity.
Pro ovéfeni, Ze upraveny zplsob provedeni v jedné zkumavkce neinterferuje s puvodné
dosahovanou vysokou specifitou bylo samozieymé nutné provést jesté kontrolni detekci

s ptibuznymi druhy kandid

Specifita nested PCR v jedné zkumavce - optimalizované vs.
ptivodni podminky

Srovnavala jsem specifitu amplifikacni reakce pfi uspofadani nested PCR
v jedné zkumavce za podminek optimalizovanych pro vysokou citlivost a za ptivodnich

podminek zajistujicich vysokou specifitu — viz obr. 21 a 22.

Nested PCR probihajici za puvodnich podminek za puvodnich podminek
zajistujicich vysokou specifitu tj. pfi teplot€¢ nasedani 57 °C a koncentraci hoifciku
odpovidajici Taq Buffer Complete ma vySsi specifitu nez nested PCR probihajici
za podminek optimalizovanych pro vysokou citlivost, kdy vnitini primery specifické
pro C. albicans reaguji i s druhy C. glabrata a krusei za vzniku produktu délky typické
pro C. albicans. Naproti tomu pii pouZiti ptivodnich podminek sice vnitini primery

reaguji se viemi daldimi testovanymi druhy kandid, ale podle rizné délky produktu

mohou byt od sebe jednotlivé druhy bez vétSich problému odlieny.




M C.alb. trop. glab. par. krus. n B

Obr, 21: Specifita nested PCR v jedné zkumavce za podminek optimalizo-
vanych pro vysokou citlivost. Drahy, ve kterych byly déleny produkty nested PCR, jsou
oznaceny zkratkami nazvii druhd, jejichz DNA byla vnasena do reakce: draha C. alb. —
C. albicans; drédha trop. — C. tropicalis; draha glab. — C. glabrata; drdha par. — C.
parapsilosis; draha krus. — C. krusei; n znadi negativni kontrolu, V drahach znadenych
M byl délen DNA marker 155 - 970.

M C. alb. trop. glabh. par. krus. n

-

Obr. 22: Specifita nested PCR v jedné zkumavce za plvodnich podminek

zajidtujicich vysokou specifitu. Legenda viz obr. 21.

Z vysledkil je zfejmé, Ze provedeni nested PCR v jedné zkumavce umoZiiuje
dosahnout citlivosti blizké teoretickému detekénimi limitu jednokopiového genu pii

pfijatelném sniZeni specifity (alternativni produkty u jinych druhii, obr. 22). Toto
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sniZeni specifity oviem nebrani jednoznaénému rozlifeni 1ékafsky vyznamnych druht

patogennich kandid.

Citlivost nested PCR v jedné zkumavce s fosforylovanymi a
nefosforylovanymi vnitfnimi primery

Pokud jsou pfi nested PCR v jedné zkumavce v reakéni smési 2. kola piitomny
mimo vnitinich primerd i primery vnéji, které zde zbyly z 1. kola, pak mohou
vzhledem ke stejné teploté naseddni nasedat na templat azahajovat amplifikaci.
Na stejném vlakné pak mohou byt za sebou nasednuté dva primery. Protoze Taq DNA
polymeraza ma 5'— 3" exonukledzovou aktivitu, mohla by pii zahajeni syntézy od
3‘-konce vnéjsiho primeru narazit na 5’-konec vnitiniho primeru a odstépit ho véetné
produktu jeho extenze. Proto jsme predpokladali, Ze fosforylace na 5'-konci by méla
vnitini primery pfed 5’'— 3" exonukledzovou aktivitou Taq DNA polymerazy ochranit a

zvysit dal vytéZnost reakce.

Srovnavala jsem citlivost detekce pii pouZiti nefosforylovanych a 5°-fosfo-
rylovanych vnitinich primert, vytézek 2. kola nested PCR jsem hodnotila po 20 a 30
prob&éhlych cyklech. Pro vét$i vypovidaci hodnotu pokusu byly objemy pouzité

ve 2. kole rizné — od 20 pl, kdy je citlivost nested PCR v jedné zkumavce nejnizsi,

po 30 ul, kdy tato detekéni metoda vykazovala citlivost nejvy3$i. Do 1. kola bylo

vnaseno 400 fg templatové DNA.Vysledek popisuji obrazky 23 az 26.
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Obr. 23: Citlivost detekce nested PCR v jedné zkumavce po 20 cyklech 2. kola
za pouziti nechranénych primeri. Objem reakéni smési ve 2. kole je uveden v horni

¢asti drahy, n znaéi negativni kontrolu, v drahach znadenych M byl délen DNA marker
155 - 970.

Obr. 24: Citlivost detekce nested PCR v jedné zkumavce po 20 cyklech 2. kola
za pouZiti chranénych primerd. Legenda viz obrizek 23. Pozn.: Protoze pruhy jsou
velmi slabé a byly viditelné jen pii digitdlnim zobrazeni, nikoli na vytisku z b&zné
laserové tiskarny, byla fotografie upravena pro maximalni zvy3eni ,.¢itelnosti*. Cenou
za tuto Upravu je oviem vysoka zrnitost, protoZze dokumentaéni systém, ktery jsme méli

k dispozici, disponuje jen rozli§enim 640 x 480 bodd.
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Obr. 25: Citlivost detekce nested PCR v jedné zkumavce po 30 cyklech 2. kola

za pouZiti nechranénych primerd. Legenda viz obrazek 23.

Obr. 26: Citlivost detekce nested PCR v jedné zkumavce po 20 cyklech 2. kola

za pouZiti chranénych primer. Legenda viz obrazek 23.

Po 20 probéhlych cyklech 2. kola je vidét rozdil v citlivosti reakce — pti pouZiti
5’-fosforylovanych primert je citlivost reakce vyssi. Po 30 probéhlych kolech uz rozdil
vidét neni, bandy jsou v obou ptipadech stejné intenzivni (projev end-point PCR). Deset
kol PCR sta¢i kdohnini rozdilu ve vytéZnosti amplifikaéni reakce pi pouZiti

nefosforylovanych primert.
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Uréeni vlivu fosforylace primert na citlivost detekce je ale pii pouZiti end-point
PCR s mnoZstvim templatové DNA bliZicim se detekénimu limitu problematické.
Na variabilitu vysledkii miZe mit vliv chyba pii fedéni, kterou jsme se snaZili
minimalizovat pouZitim stejné fedici fady v Master-mixu obou reakci, pfesto nelze vliv
nahody vylouéit. Proto jsem se vysledek snaZila verifikovat pouzitim PCR v redlném

¢ase, pro kterou se podafilo na omezenou dobu zapiijéit pfistroj RotorGene 3000.

Bohuzel se mi za tuto kratkou dobu nepodafilo ziskat jednoznacéné vysledky,
které by potvrzovaly ¢ zpochybiiovaly kladny vliv fosforylace primeri na citlivost
amplifikaéni reakce. Neuspéch pokusu pftipisuji jednak tomu, Ze neni moZné metodu,
ktera byla zoptimalizovana pro provedeni na klasickém termocykleru, pfevést na jiny
typ pfistroje bez opétovného upraveni podminek, zvlasté je tieba stanovit optimaini
dobu trvani jednotlivych krokdi amplifikace, které se pohybuje v fadu vtefin (oproti
minutam u termocykleru), a druhak tomu, Ze bych potfebovala ziskat vice praktickych
zkuSenosti v praci s real-time cyklerem. Proto bude tfeba se tomuto problému vénovat

v budoucnu.

Toothpick PCR

Testovany systém nested PCR (Kanbe et al., 2002} lze s vyhodou pouZit nejen
k rychle a specifické detekci DNA patogennich kandid zklinického vzorku, ale
i k urCeni izolatu, ptip. i sloZzek smiSené kultury po primoizolaci. Rychlost uréeni je pak
dédna nejen Casovou ndrocnosti sestaveni a prub&hu vlastni PCR, ale také dobou
od naoCkovani vzorku po ziskani DNA vhodné pro amplifikaci. Ovéfovala jsem proto
také pouzitelnost dfive publikované techniky ,paratkové“ PCR (toothpick PCR),
umoziujici rychlé ziskdni templatové DNA v mnoZstvi a kvalité dostateéné pro
PCR-fingerprinting z kolonii minimalni velikosti, patrnych na pevné pidé jiZz cca

12 hod. po naoc¢kovani (Steffan et al., 1997).

Pruhy viditelné na gelu odpovidaji produktu o délce specifické pro druh Candida

albicans.
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Obr. 27: Toothpick PCR. Do drahy oznadené K1 byla vnasend DNA ziskana

z kolonie oznac¢ené K1, do drahy K2 analogicky z kolonie ozna¢ené K2.
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Vyuzitelnost vysledki

Systém primeri pro nested PCR, ktery jsem optimalizovala v této praci, byl
puvodné publikovan Kanbe et al. (2002) s uvedenim citlivosti pro C. albicans na Grovni
40 fg DNA vnasené do 1. kola nested PCR, pro ostatni druhy bylo pouze uvedeno, Ze
citlivost je ,srovnatelna™. V ptedchozi diplomové prici Mgr. Sehnalikové se tuto
citlivost nepodafilo potvrdit, pfesto ma systém nespornou vyhodu ve vysoké specifité
adifce zabéru, proto jsem se snazila jeho citlivost dale zvySit. Pouzitim
jednozkumavkové nested PCR se toho podafilo doséhnout pii sou¢asném sniZeni rizika
kiizové kontaminace vzorkd. Vzhledem ktomu, Ze systémem je detekovan
jednokopiovy gen pro topoizomerazu II, pohybuje se dosaZena citlivost na hranici

detekéni schopnosti metody in vitro.

Daldi zvySeni citlivosti je mozné dosahnout detekci mnohokopiového genu,
napf. genu kodujictho 5.8S ribozomalni RNA a piilehlé ITS oblasti (Bougnoux et al.,
1999), u kterého byla ale v pfedchozi praci Mgr. Sehnalikové zjidténa nizka specifita.
Nabizi se oviem moZnost zvy$eni specifity tohoto systému optimalizaci teploty
nasedani primeru a kompenzace oéekavaného sniZeni citlivosti analogicky provadénim
jednozkumavkové nested PCR. Oteviena zlstdva otazka pfinosu S5’-fosforylace
vnitinich primerd, ktery se nepodafilo jednoznacné potvrdit, i kdyz ziskané vysledky

tuto moZnost ¢asteéné podporuji.

Protoze se ale citlivost stanoveni i1 tak pohybuje na hranici teoretického
detekéniho limitu, muZe byt jeji dal$i zvySovani bez dalsiho piinosu. Lze ale
ptedpokladat, Ze by pouziti primert chranénych fosforylaci mohlo zvysit spolehlivost
stanoveni — pokud na hranici detekéniho limitu reakce s urditou pravdépodobnosti
selhava, mize to byt ddno nejen faktickou nepfitomnosti templitové DNA v daném
vzorku, ale také selhanim reakce z dGvodu sniZeni WGéinnosti amplifikace pfi
exonukledzovém odStépovani vaitinich primert. Pokud je kandidova DNA detekovéna
ve sterilnich tekutinich (zejména krev, pfip. plazma nebo sérum), pak ma kazdé zvyieni

citlivosti a spolehlivosti detekce smysl.

V mé préci demonstruji vysledky nested PCR v klasickém termocykleru, protoze

jsem neméla moZnost provadét praci na real-time cykleru v dostate¢ném rozsahu. Lze
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predpokladat, Ze vyuziti real-time systému by mohlo pfinést spolehlivéj§i zhodnoceni
prinosu 5°-fosforylace pro zvy3eni citlivosti a spolehlivosti detekce. Kromé toho lze
ptedpokladat, Zze pouZiti real-time cykleru pro nested PCR by dale zvysilo teoretickou
citlivost stanoveni, coZ ale nemusi byt prakticky uZite¢né vzhledem k tomu, Ze se reakce

v optimalizovaném uspofadani pohybuje na hranici dosazitelného limitu detekce.

Pouziti real-time systému by oviem mohlo zkratit dobu potfebnou pro provedeni
reakce, kterd neni u nested PCR zanedbatelna. Krat$i ¢asy pro nasedani primert by také
mohly pfinést zvySeni specifity pfi zachovani vysoké citlivosti. V neposledni Fadé
nabizi real-ttme PCR moZnost vypu$téni gelové elektroforézy a jeji nahrazeni
hybridizaci se sondou nebo urceni profilu tani produktu. U nested PCR se dvéma pary
primerd a minimalné dvéma, piip. i vice ¢aste¢né homolognimi produkty by ovSem
kombinace téchto dvou piistupi vyZadovala dal§i pravdépodobné zdlouhavou

optimalizaci.

Nabizi se 1 atraktivni moZnost soucasného provadeéni obou kol nested PCR
s chranénymi vnitinimi primery soucasné v jedné zkumavce, kterd by mohla piinést
stejnou citlivost pfi vyrazném sniZeni rizika fale$né pozitivity, protoze pravdépodobnost

kfizove kontaminace by byla stejna jako u jednokolové PCR.

Pfedmétem této prace byla pouze optimalizace vlastni PCR amplifikace,
ovéfovana na ptediténé templatové DNA. V kontextu pouZiti této metody je oviem
tieba zminit, Ze vlastni amplifikace neni nejkriti¢t€j$im krokem detekce kandidové
DNA v klinickém vzorku. Nejproblemati¢téj$im mistem je kvantitativni extrakce DNA
patogena z klinického vzorku, ktery navic obsahuje inhibitory PCR. Proto je fakticka
citlivost celého stanoveni uréovand v CFU/ml vzorku i o fad niZsi neZ citlivost
dosahovana invitro na pre€idténé DNA. Pro posouzeni citlivosti samotné PCR

amplifikace je oviem stanoveni in vitro citlivosti nejpfesné;jsi.

MozZnosti dal$i optimalizace metod extrakce DNA z klinického vzorku jsou dnes
omezené ze¢jména ekonomickymi limity. Jako atraktivni mozZnost se nabizi ,,usmifeni”
tradi¢éni hemokultivace a PCR detekce, kdy byla popsana vys§i citlivost PCR detekce

v pfipadé, Ze kvasinky byly nejdiive namnoZeny v hemokultivaéni nadobce automa-

tizovaného systému (Maaroufi et al., 2004; Selvarangan et al., 2003).
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Tento postup by mohl pfinést dvoji vyhodu — kultivace vede soucasné
k pomnoZeni templatové DNA diky mnoZeni patogena a k nafedéni inhibitorii PCR
z krevniho vzorku. Nezanedbatelny je 1 ekonomicky aspekt, protoZze PCR detekce by
mohla byt provadéna jen u pozitivnich hemokultivaénich nadobek. Postup sice vede
k prodlouZeni celkové doby potiebné k detekci a identifikaci, oproti klasickému
uspofadani tuto dobu ale stile vyrazné& zkracuje a zdroven zachovava mozZnost dalsi
charakterizace vykultivovaného patogena, zejména stanoveni citlivosti k antimykotikim
a posouzeni pfip. klonalni struktury populace patogeni v konkrétnim zdravotnickém
zafizeni. Nevyhodou tohoto postupu je pravdépodobné sniZeni citlivosti zachytu,
protoZe riizni autofi opakované demonstruji vy$si citlivost PCR detekce oproti klasické
kultivaci u kvasinkovych infekci (Flahaut et al.,1998; Loeffler et al., 1998;
Wahyuningsih, 2000).

Dalsi omezeni techniky PCR detekce kvasinkové infekce, zejména kandidémie,
spoCiva v tom, Ze DNA patogena se v krevnim vzorku nemusi v pribéhu infekce
vyskytovat nepfetrzité. Jednotlivy negativni vysledek u imunokompromitovaného
pacienta s febrilii nejasné etiologie ma proto minimdlni vypovidaci schopnost.
U pacientti ohroZenych kandidémii je proto doporuovino provést postupné nékolik
odbéril, a to po celou dobu, kdy jsou vystaveni vysokému riziku rozvoje invazivni
kandidozy. Prvni vySetfeni by mé&io byt udélano pii piijmu pacienta do zdravotnického
zatizeni ke stanoveni zakladnich hodnot a mél by byt bran v potaz fakt, Ze ke stanoveni
diagnézy u imunokompetentniho a imunokompromitovaného pacienta budou potfeba
odli$né ptistupy. Hodnoceni vysledkil ziskanych ze série diagnostickych testd, spolu
s vysledky kultivacnich vy3etfeni a klinickymi ptiznaky pacienta se ukazuji jako

nejpfinosné)3i piistup pro véasnou diagnézu invazivni kandidézy a monitorovani

odpovédi na antimykotickou 1é¢bu (Pontén et al., 2002).
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Zaver

Ukézala jsem, Ze tradi¢ni zpusob zvyseni vytéZnosti a citlivosti PCR na zékladé
optimalizace teploty nasedani primerd, koncentrace hof¢iku a mnoZstvi primeru neni
vhodny pro systémy uréené pro specifickou detekci riznych kvasinkovych patogent
v klinickém vzorku. Neuspokojivou in vitro citlivost detekce pomoci systému
vyvinutého Kanbe et al. (2002) se mi naproti tomu podaiilo zvysit netradiénim
postupem provadéni nested PCR v jedné zkumavce bez vyznamné ztraty specifity
detekce. Nevyloudila jsem moZnost, Ze citlivost a spolehlivost stanoveni by bylo moZné
dale zvySit pouZitim vnitinich primeri chranénych na 5‘-konci fosforylaci.
Optimalizovana technika je pouZitelna také pro amplifikaci DNA C. albicans, ziskané
zjednoduSenou extraci z kolonie minimalni velikosti tzv. paratkovou metodou. Lze
piedpokladat, Ze optimalizovanou techniku bude mozZné Gspéiné pouzit pro citlivou a
specifickou detekei a identifikaci patogennich kvasinek z klinického vzorku i z kultury,

véetné smésnych kultur, tj. napt. z pozitivni hemokultury v kultivaéni nadobce nebo

z kolonie vyrostlé na misce po primokultivaci.
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