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UvoD

UvoD

Ucebné texty ,, Teoreticky Uvod a protokoly z lekarskej mykoldgie” su zamerané na
identifikaciu a charakteriziciu druhov rodu Candida. V tychto skriptdch sme sa zamerali
najmé na identifikaciu a charakteristiku faktorov virulence Candida albicans a Candida
glabrata. Candida albicans je oznacena za najcastejsieho pévodcu fungalnych infekcii
u ¢loveka, kdezto zo skupiny tzv. ,,non — C. albicans* Candida species toto miesto patri C.
glabrata. Spravna diagnostika pdvodcov mykotickych infekcii je kIa¢ova pri néslednej
terapii pacientov. Tieto ucebné texty poskytuju detailne spracované postupy veduce k
sprdvnemu urceniu kandid z nezndmej vzorky, alebo klinického materidlu. Taktiez
uvadzaju postupy k charakterizacii dolezitych virulenénych faktorov, ako napriklad
schopnost’ adherencie atvorby biofilmu. Teoreticky Gvod a protokoly z lekarskej
mykoldgie sU urcené najmd pre Studentov mikrobiologie prirodovednych odborov
a pribuznych medicinskych disciplin. Tieto texty tvoria sucast’ prednasok a cviceni, ktoré
sa vyuCuji vramci predmetu Mykologia, Mikrobioldgia a Vysetrovacie metody

v mikrobiol6gii. Za odbornu stranku ué¢ebnych textov zodpovedaju autorky.
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ULOHA C. 1: IDENTIFIKACIA CANDIDA SPP.

A. Teoreticky Gvod

Druhy Candida spp. sa povazuji za komenzalne kvasinky, ktoré sa prirodzene
nachadzaju v Ustnej dutine, gastrointestinalnom trakte a na kozi zdravych jedincov. Tieto
mikroorganizmy v§ak mézu pdsobit’ aj ako oportinne patogény, ktoré st schopné vyvolat’ Zivot
ohrozujice ochorenia najma u pacientov so znizenou funkciou imunitného systému (Von
Lilienfeld-Toal et al. 2019). Infekcie zapricinene Candida spp. sa v poslednych rokoch zvysili
v dbsledku rozsiahleho uzivania Sirokospektralnych antibiotik a rasticim poctom HIV
pozitivnych a imunokompromitovanych jedincov (Friedman and Schwartz 2019). Candida
albicans je povazovana za najcastejSicho povodcu fungalnych invazivnych a mukokutannych
infekcii. Avsak v poslednom obdobi sa do popredia dostavaju tzv. ,,non-C. albicans Candida
species®, napriklad, Candida glabrata, Candida parapsilosis, Candida tropicalis a Candida
krusei (Mellinghoff et al. 2018).

Antifungalny program SENTRY zamerany na monitorovanie druhovej distribdcie
kandid a ich rezistencie na antimykotika zverejnil data z prvych 20 rokov sledovania velkého
poctu klinickych izolatov z viacerych krajin sveta. Zich pozorovania vyplynulo, ze
najrozsirenejs$im druhom sposobujiicim invazivne kandidozy bola C. albicans, avSak podl'a dat
Pfaller et al. (2019), sa podiel infekcii spdsobenych touto kvasinkou za 20 rokov znizil (Pfaller
et al. 2019). Napriklad, v USA, je v sucasnosti viac ako 30 % pripadov kandidémie
spbsobenych ,,non — C. albicans* patogénnou kvasinkou C. glabrata, ktora je charakteristicka
,Ziskanou rezistenciou* voc¢i flukonazolu (Lamoth et al. 2018). Navyse, u 10 % z tychto
klinickych izolatov bola detegovana rezistencia voc¢i najnovsej skupine antifungalnych latok
echinokandinom (mikafungin, kaspofungin a anidulafungin) (Alexander et al. 2013). Okrem C.
glabrata sa do popredia dostava i d’alsia patogénna kvasinka C. parapsilosis. Vyskyt infekcii
spdsobenych C. parapsilosis je alarmujici, pretoze sa javi vysokou mierou rezistencie voci
antimykotikdm (Lamoth et al. 2018; Vasilyeva et al. 2018). Okrem toho, tato kvasinka byva
Casto izolovana v zdravotnickych zariadeniach.

Asi najviac znepokojujucu zmenu v epidemiologii invazivnej kandiddzy celosvetovo
predstavuje identifikdcia Candida auris, kvasinky, ktora odolava ucinku viacerych
antimykotik. C. auris bola po prvykrat popisana v Japonsku v roku 2009 (Satoh et al. 2009).

Odvtedy bola jej detekcia hlasena z d’alsich krajin. Medzi dolezité faktory virulencie C. auris
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patri schopnost’ adherencie a tvorby biofilmu (Singh et al. 2019), produkcia fosfolipaz
a proteinaz (Larkin et al. 2017) a rezistencia voci existujucim antifungalnym latkam (Lockhart
et al. 2017). Vicsina klinickych izolatov C. auris preukézala rezistenciu voéi flukonazolu a
zniZenu citlivost’ na amfotericin B (Lockhart 2019). Navyse, C. auris ma tendenciu kolonizovat’
hospitalizovanych pacientov po celé tyzdne az mesiace ¢o vedie k efektivnemu prenosu v
zdravotnickych zariadeniach (Eyre et al. 2018). Rezistencia C. auris voc¢i echinokandinom,
lieCivam, ktoré sa odporucaju ako prvotna volba pri terapii kandidémie, bola tiez popisana
(Kordalewska et al. 2018). Rizikové faktory, ktoré predstavuju predispoziciu pre vznik
kandidémie zapricinenej C. auris su spojené s hospitalizaciou v nemocniciach, profylaxiou,
vaskularnou chirurgiou a pritomnost'ou mocovych katétrov (Gonzalez-Lara and Ostrosky-
Zeichner 2020).

Morfologické a fyziologické vlastnosti kvasiniek slGzia na beznu identifikaciu druhov
rodu Candida. Presna identifikacia izolatov ziskanych z klinickych vzoriek je v§ak Casto zlozita
a ¢asovo naro¢na. Napriklad, detekcia Candida spp. vo vzorke krvi sa stanovuje po detekcii 1
kolonie tvoriacej jednotky v 1 ml kultury (1 CFU — Colony Forming Units/ml). Pritomnost
kandid v krvnych kultdrach sa hodnoti pozitivne pocas aktivnej manifestacie ochorenia
(Pfeiffer et al. 2011). Medzi tradicné metddy identifikacie kvasiniek z klinickych vzoriek patri
napriklad, tvorba vypuckov (Germ - Tube test) a schopnost’ asimilacie dusikatych latok
a karbohydratov (Hoppe and Frey 1999). Enzymatické testy sa vyuzivajd na rychlu
identifikaciu kandid (Freydiere et al. 2001). V poslednom obdobi sa do popredia dostavaju
molekularne metddy, ktoré su zalozené na typizacii kandid (Camp et al. 2020), avsak pre vel'ku
vacsinu laboratorii s pomerne finanéne naro¢né a nepraktické.

CHROMagar Candida (Becton Dickinson, USA) obsahuje zmes chromogénnych
substratov, ktoré reaguju s vylu¢ovanymi enzymami mikroorganizmov. Vysledkom tychto
reakcii st rozne sfarbené kolonie. Tieto enzymy st druhovo $pecifické a dovol'ujd identifikaciu
organizmov na urovni druhov. C. albicans rastie na bledozeleno, C. tropicalis ma koldnie
sfarbené na modro s metalickym odleskom, kym C. krusei je charakteristicka rdzovym
zafarbenim s bielymi okrajmi (Pfaller et al. 1996). CHROMagar Candida ulahcuje detekciu a
identifikéaciu kvasiniek zo zmieSanych kultir a moze poskytnat’ vysledky o 24 az 48 hodin skor
ako Standardné postupy izolacie a identifikacie (Horvath et al. 2003). Nevyhodou tohto systému
je fakt, ze niektoré kvasinky mézu mat’ podobne sfarbené koldnie, ale ide o 2 odlisné druhy.
Typickym prikladom je sfarbenie kolonii C. albicans rasticich na CHROMagare Candida,
ktoré je veI'mi podobné zafarbeniu buniek Candida dubliniensis. Avsak, posledné publikécie

naznacili, ze tmavozeleny vzhl'ad C. dubliniensis mozno spol'ahlivo odlisit’ od bledozeleného
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rastu C. albicans (Jabra-Rizk et al. 2001; Odds and Davidson 2000). Na druhej strane,
identifikéacia C. glabrata na CHROMagare Candida zostava protikladna. Niektori autori tvrdia,
ze C. glabrata je na CHROMagare Candida I'ahko identifikovateI'na podl'a tmavo razovych az
fialovo sfarbenych koldnii (Jabra-Rizk et al. 2001; Odds and Davidson 2000; Lopez-Ribot et
al. 1999). Ini autori zase povazuji chromogénne média na identifikaciu C. glabrata za
nespol'ahlivé (Beighton et al. 1995; Freydiére et al. 1997). Napriek tomu, CHROMagar
Candida predstavuje prvotné médium, ktoré sa dd pouzit’ na primarnu izolaciu kvasiniek z
klinickych vzoriek vratane krvnych kultdr. Pouzitie chromogénnych médii by mohlo umoznit’
mykologickym laboratoriam rychlejsiu identifikaciu klinicky délezitych druhov Candida spp.

Identifikcia Candida spp. na z&klade asimildcie substratu je velmi jednoducha,
relativne lacna al'ahko dostupnad metdda zalozena na raste mikroorganizmu v pritomnosti
chemicky Cistych substratov. Schopnost’ klinickych izolatov asimilovat’ skupinu $pecifickych
uhl'ohydratov ako jediného zdroja uhlika sa bezne pouziva pri identifikacii kvasiniek (Albaina
et al. 2015). Asimila¢né schopnosti je mozné detegovat’ odliSnymi metddami. Tieto metddy
vyuzivaju Yeast Nitrogen Base (YNB) ako zékladné médium, ktoré stimuluje proliferaciu
kandid po pridani vhodného substratu. Pri prvej metdde testovania sa roztoky jednotlivych
cukrov nechaju difundovat’ z jamiek vyrezanych do stuhnutého média, ktoré obsahuje vietky
Ziviny nevyhnutné pre rast mikroorganizmu okrem uhlika. Kruhova zéna, tzv. halo, vzniknuta
okolo jamiek naznacuje skvasovanie sacharidov (Silverman et al. 1990). Podobnu metddu
detekcie schopnosti vyuzitia $pecifickeho cukru ako jediného zdroja uhlika predstavuje pouzitie
diskov, ktoré st nasiaknuté maltézou, trehal6zou, xylézou, galaktdzou, laktézou a sukrézou.
Disky obsahujldce glukdzu slizia vtomto pripade ako kontrola. Asimilacia zdroja uhlika
nastava pri vzniku halé zony v okoli daného disku (Marinho et al. 2010). Pri nasledujucej
metdde sa asimilacia substratov Candida spp. pozoruje v skimavkach obsahujicich rdzne
zdroje uhlika. V tomto pripade sa deteguje rast kandid (Fenn et al. 1994). Pre rychlu
identifikaciu kvasiniek bolo vyvinutych niekol’ko komeréne dostupnych diagnostickych
suprav, ktoré su zalozené na asimilacii uhl'ohydratov. Tieto komeréné metddy umoziujU
pohodlnejsiu a rychlejsiu identifikaciu druhov rodu Candida. Systéem API 20 C vyvinuty firmou
Analytab Products, Plainview, NY, USA, je jednym z prvych komeréne dostupnych
identifikaénych suprav pre rychlu detekciu kandid. Tento systém bol nahradeny API 20 C Aux
(bioMérieux, Francuzsko). Jedna suprava sa sklada z 19 jamiek, z ktorych kazda obsahuje
dehydrovany cukor. Schopnost’ skvasovania jednotlivych zdrojov uhlika sa vyhodnocuje na
zaklade vzniknutého zakalu (Ameen et al. 2017). Vysledky sa vyhodnotia numericky a nasledne

sa neznamy druh identifikuje podla existujuceho zoznamu hub. C. dubliniensis sa da od C.
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albicans odlisit pomocou API 20 C Aux kvoli jej neschopnosti skvasovat’ xylozu a metyl-a-D-
glukopyranozid (Loreto et al. 2010). Na druhej strane, identifikécia C. krusei pouzitim tohto
systému zostava diskutabilna (Freydiere et al. 2001). Pri tejto metdde je nevyhnutné mat
zruénosti v oblasti pripravy sUpravy atiez pri vyhodnocovani zékalu (Neppelenbroek et al.
2014).

Tvorba vypuckov, oznaovana ako ,.Germ-Tube test predstavuje najlacnejsi test
odlisenia C. albicans od ostatnych druhov kandid. Tento test je vsak c¢asovo naro¢ny
a namahavy, pretoze zamestnanec daného laboratoria musi vysetrit' 100 kvasinkovych buniek
predtym ako vyhodnoti pozitivitu/negativitu testu. Taktiez, pre spravnu charakterizaciu
vypuckov je nevyhnutné mat’ potrebné skdsenosti (Sheppard et al. 2008). Vypucok predstavuje
neseptované rozsirenie kvasinkovej bunky, ktoré sa lisi od pravych hyf tym, Ze v mieste
spojenia s bunkou nema Ziadne zGzenia. C. albicans iniciuje tvorbu tychto rurkovitych struktar
v pritomnosti séra za 2 — 3 h inkubaciou pri 37 °C (Clancy and Nguyen 2018). Cudské sérum
sa javi ako najlepsie podporné médium na identifikaciu C. albicans (Hilmioglu et al. 2007).
Navyse, niektoré média, napriklad RPMI11640 (Roswell Park Memorial Institute), Lee (Lee et
al. 1975) a Spider (Liu et al. 1994), indukuju tvorbu vypuckov. Obavou z pouzitia tejto
techniky je fakt, ze niektoré ,,non -C. albicans Candida species*, napriklad C. dubliniensis, C.
tropicalis a C. parapsilosis, vytvaraju v Tudskom sére ,vwpuckom — podobné struktiry*, alebo
pseudohyfy ¢o vedie k chybnej interpretacii vysledkov. Na zéklade tychto informécii je
nevyhnutné implementovat pre spravnu identifik&ciu kvasiniek viacero metdd, najlepsie
kombin&ciu odlisnych testov.

Novsie diagnostické, komeréne dostupné testy sa opieraju o identifikaciu kandid na
zaklade zloziek ich bunkovej steny, mananu a 1,3-4-D glukanu. Specifické IgG protilatky
namierené proti antigénom umiestnenych na povrchu mycélia C. albicans (C. albicans Germ
Tube Antibody — CAGTA) sa vyuzivaju pre stanovenie pritomnosti kandid v krvnom rie¢isku
v eurdpskych laboratoriach (Clancy and Nguyen 2018). Molekularne metody, napriklad
polymerdzova retazova reakcia (PCR) sa tiez s oblubou pouziva na identifik&ciu kandid
v Klinickych laboratoriach. Komercéne dostupné testy multiplex PCR sa vo vSeobecnosti
zameriavaju na identifikéciu piatich naj¢astejsich pédvodcov invazivnych kandidoz (C. albicans,
C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis a C. krusei) vo va¢sine nemocnic (Pfaller et al. 2011).

Avsak, testy v laboratériach sa mézu 1isit’ z hl'adiska centra, krajiny, a laboratoria.
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B. Protokol €. 1: Identifikacia Candida spp. na chromogénnom médiu BBL™

CHROMagar™ Candida

Pomécky

C. albicans SC5314

C. glabrata ATCC2001

C. tropicalis ATCC 750

C. dubliniensis CCY 29-177-1
Komeréne vyrobené platne BBL™ CHROMagar™ Candida (Becton Dickinson, USA)
Sabouraud dextrose agar

Zberna nadoba na tuhy a tekuty odpad
Sterilné ocka

Pipety

Sterilné $picky (10 ul, 100 pul, 1000 pl)
Eppendorf skamavky (1,5 ml a 2 ml)
Vortex

Termostat

Pracovny postup

1) Pred inokulaciou vyberieme CHROMagar™ Candida misky z chladni¢ky a nechame

stat’ pri izbovej teplote priblizne 30 min.

2) Zoberieme jednu samostatnd koloniu buniek Candida spp. narastenych na

Sabouraudovom agare a rozotrieme ako je uvedené nizsie na obrazku ¢. 1.

3) Naockované platne inkubujeme pri 37 °C, 48 h.

10
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CHROMagar™ Candida
C. tropicalis

/ C. albicans

C. dubliniensis C. glabrata

Obrazok & 1. Schématicka inokulacia BBL™ CHROMagar™ Candida Petriho misky.
Candida spp. musia byt rozotreté tzv. Sikmym rozterom na samostatné kolonie.

Vyhodnotenie

Na obrazku farebne vyznacte rast jednotlivych kandid. Vysledok zapiste do protokolu.

CHROMagar™ Candida

C. tropicalis _\ / C. albicans

/ C. glabrata

C. dubliniensis

Pozndmky
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C. Protokol ¢. 2: ldentifikdcia Candida spp. na zaklade asimilacie a fermentécie

cukrov pomocou API® 20 C AUX

Pombcky

Neznamy mikroorganizmus €. 1
Neznamy mikroorganizmus ¢. 2

API® 20 C AUX systém (bioMérieux, Franctzsko)
McFarland Standard ¢. 2

LCudské sérum

Fyziologicky roztok

Sterilna destilovana voda

Sabouraud dextrose agarové platne
Eppendorf skamavky (1,5 ml a 2 ml)
Zberné nadoba na tuhy a tekuty odpad
Pipety

Sterilné §picky (10 pl, 100 ul, 1000 pl)
Pasteurova pipeta

Vortex

Termostat

Pracovny postup

1) Najskor si pripravime sadu API® 20 C AUX systému, ktora je komeréne dostupna

W

a znazornend na obrazku ¢. 2. Vtabulke ¢. 1 sO uvedené skratky jednotlivych

sacharidov.

"
9
S
~

0000000000000 O00OO0OV
()5 5 ) ) (9 (5 9 ) ) 189 9 () O e ey

Obrazok & 2. Schématické znazornenie sady API® 20 C aux.

12
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Tabul’ka €. 1. Prehl'ad sacharidov pouzivanych pri identifikacii kandid na zaklade asimilécie

a fementacie cukrov pomocou API® 20 C AUX.

2)

3)

4)

5)
6)

7)
8)

Skratka daného cukru Cukor
GLU D-glukdza
GLY glycerol
2KG kalcium 2-keto-glukonat
ARA L-arabindza
XYL D-xyléza
ADO adonitol
XLT xylitol
GAL D-galaktéza
INO inozitol
SOR D-sorbitol
MDG metyl-a-D-glukopyranozid
NAG N-acetyl-gluk6zamin
CEL D-celobioza
LAC D-laktdza
MAL D-maltdza
SAC D-sachardza
TRE D-trehal6za
MLZ D-melezitoza
RAF D-rafindza

Do krytu stpravy rovnomerne napipetujeme sterilnt destilovanu vodu. Tento krok vedie

k vytvoreniu vihkého prostredia.

Pomocou pipety prenesieme 3 samostatné koldnie neznameho mikroorganizmu do 2 ml

fyziologického roztoku.

Koncentraciu neznameho mikroorganizmu upravime na hustotu buniek podl'a 2. stupna

McFarlanda.

Z takto pripravenej suspenzie prenesieme 2 kvapky (priblizne 40 pl) do T'udského séra.

Inkubujeme pri 37 °C, 2 h za mierneho trepania. Tento test slizi na zistenie tvorby

vypuckov a pravych hyf.

Nasledne prenesieme 100 ul suspenzie kvasiniek do ampulky s médiom C.

Jemne premieSame bez vytvorenia bublin.
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9) Pomocou Pasteurovej pipety pipetujeme obsah ampulky pripravenej v bode 6 do
jednotlivych jamiek az po okraj.

10) Takto pripravend sadu prenesieme do krytu so sterilnou vodou.

11) Inkubujeme pri 30 °C, 24 — 48 h.

Vyhodnotenie

Do vyssie uvedenych policok napiSeme znamienko plus (+) ak pride ku skvasovaniu daného
sacharidu aznamienko minus (-) ak nie. Pozitivne hodnoty spocitame a koncové Cislo
uvedieme do nizSie uvedeného policka. Znamienkom + alebo - taktiez ozna¢ime tvorbu pravych
hyf. Vysledné hodnoty porovndme s existujacim kataldbgom a detegujeme neznadmy

mikroorganizmus. Vysledky uvedieme do protokolu.

g 0 GLU GLY |2KG ARA XYL |ADO XLT GAL | INO SOR MDG |NAG CEL LAC |MAL SAC TRE [MLZ RAF g
o =
1 2 41 2 a1 2 4|1 2 4|1 2 4|1 2 4|1 2 %

O1 0101010100

Poznamky

D. Protokol &. 3: Tranzicia Candida albicans z kvasinkovej formy do formy hyf (Germ
Tube Test)

Pomécky
C. albicans SC5314

e Fetalne bovinne sérum (Sigma Aldrich, USA)
e Eppendorf skimavky (1,5 mla 2 ml)

e Plastové kyvety na meranie OD

e Sterilna destilovana voda

e YPD médium
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YP médium (médium bez pritomnosti glukozy)
YPD agarové platne

Zberné nadoba na tekuty a tuhy odpad
Eppendorf skamavky (1,5 ml a 2 ml)

Pipety

Sterilné Spicky (10 pl, 100 pl, 1000 ul)

Vortex

Centriflga

Termostat

Spektrofotometer (na meranie OD)

Svetelny mikroskop

Pracovny postup

1)

2)
3)

4)

5)

6)

7)

8)
9)

Z Cerstvej kultury C. albicans SC5314 narastenej na YPD platni prenesieme jedno o¢ko
do 3 ml tekutého YPD média v skimavke.

Inkubujeme pri 30 °C za staleho trepania (200 rpm) cez noc.

Kvasinky z celono¢nej kultury prenesieme do Eppendorf skumavky (2 ml)
a centrifugujeme (5 000 rpm) pri izbovej teplote.

Supernatant vylejeme do zbernej nadoby a pelet rozpustime v 2 ml sterilnej vody a opét’
premyjeme.

Bunky rozpustime v sterilnej vode (20 ml) a inkubujeme 2 h, pri 30 °C (peridda
hladovania).

Bunky centrifugujeme (5 000 rpm) pri izbovej teplote a spektrofotometricky stanovime
koncentraciu buniek pri optickej denzite 600 nm (ODeoo).

Upravime koncentraciu buniek na 1 x 10 buniek/ml a suspenziu prenesieme do YP
meédia s 10 % Fetalnym bovinnym sérom.

Kultdru inkubujeme pri 37 °C, 1.5 h — 2 h za staleho trepania.

Mnozstvo vypuckov versus kvasiniek stanovime pozorovanim svetelnym

mikroskopom pri zvacSeni 40 x.

Vyhodnotenie

Do policok nakreslime kvasinkovi formu C. albicans a vypucky. Vysledky zazna¢ime do

protokolu.
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C. albicans Kvasinky C. albicans vypulky
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ULOHA C. 2: STANOVENIE CITLIVOSTI CANDIDA SPP. NA ANTIFUNGALNE
LATKY

A. Teoreticky uvod

V poslednom obdobi sa vyrazne zvysil pocet Candida spp. klinickych izolatov
rezistentnych voci existujucim antimykotikdm. Tento fenomén predstavuje seridzny
medicinsky problém, ktory ma velky dopad na spolo¢nost’. Vzhl'adom na tieto informacie je
nevyhnutna potreba presného, reprodukovatel'ného a klinicky relevantného testovania citlivosti
Klinickych izolatov. Tieto vysledky prispievaju k spravnemu rozhodnutiu tykajuceho sa liecby
pacienta.

Na stanovenie citlivosti sa v klinickych laboratériach, v rutinnych podmienkach,
vyuzivaju viaceré metody. Prvy medzinarodny standard pre testovanie citlivosti kvasiniek bol
zverejneny v roku 1997, v USA, Néarodnym vyborom pre klinické laboratérne Standardy
(NCCLS - National Committee for Clinical Laboratory Standards, CLSI document M27-A2.
1997), ktory sa neskdr premenoval na Institut pre klinické a laboratorne Standardy (CLSI —
Clinical Laboratory Standards Institute). CLSI spolu s Eur6pskym vyborom pre testovanie
antimikrobialnej citlivosti (EUCAST — European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing) vyvinuli Standardné metody testovania citlivosti Candida spp. zalozené na
mikrodiltcii média (CLSI document M27 — A3. 2008; CLSI document M44 — A2. 2009;
Arendrup et al. 2012). Zatial’ ¢o zakladné médium (RPMI1640 — MOPS), doba inkubé&cie (24
h) a kritéria od¢itania vysledkov (vyrazné inhibicia) st rovnaké, rozdiely medzi tymito dvoma
testovacimi metdédami su nasledovne:

e velkost’ inokula (0.5 x 10° az 2.5 x 10° buniek/ml (CLSI) vs. 0.5 x 10° az
2.5 x 10° buniek/ml (EUCAST),

e koncentracia glukdzy v médiu (0.2 % (CLSI) vs. 2.0 % (EUCAST),

e dno jamiek 96 — jamkovej polystyrénovej platnicky: zaoblené (CLSI) vs.
ploché dno (EUCAST) a

e stanovenie minimalnej inhibi¢nej koncentracie (MIC): vizualne (CLSI) vs.
spektrofotometrické (EUCAST)

Tieto metodické postupu boli zosuladené tak, aby pri interpretéacii vysledkov MIC existovala

kategoricka zhoda (Pfaller et al. 2010). Okrem mikrodilucnej metddy testovania citlivosti
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Candida spp., CLSI vyvinula aj diskovu difGznu metddu s pouzitim agarovych Petriho misiek.
Téato metdda predstavuje alternativu v rutinnej klinickej praxi, pretoze je relativne jednoducha,
lacna a vhodna pre vo vode rozpustné antifungalne latky, ako je flukonazol a vorikonazol.
Diskova difGzna metoda pre stanovenie citlivosti kandid bola standardizovana pre flukonazol,
vorikonazol, kaspofungin a mikafungin (CLSI document M44 — A2. 2009). Hrani¢né hodnoty
detekcie citlivosti/rezistencie mikroorganizmov na antifungélne latky sa oznacuji ako
,breakpointy“. Tieto hodnoty su druhovo Specifické. Na ul'ahéenie spolahlivej detekcie
citlivosti/rezistencie kvasiniek a vlaknitych hdb na antimykotikd boli vyvinuté komer¢né
metddy stanovenia MIC. Porovnanie tychto metod s klasickou metédou detekcie MIC pomocou
CLSI alebo Etestom sa oznacilo ako spol'ahlivé (Posteraro and Sanguinetti 2014). V stc¢asnosti
st dostupné tri komeréné metddy stanovenia citlivosti Candida spp.: Sensititre YeastOne
(TREK Diagnostic Systems, Cleveland, OH, USA), Vitek 2 (bioMérieux, Marcy I’Etoile,
Franclzsko) a Etest (bioMérieux, Marcy I’Etoile, Franclizsko) (Sanguinetti et al. 2015). Etest

je znazorneny na obrazku €. 3.

E Obrazok €. 3. Etest pouzivany pre stanovenie MIC pomocou stripov napustenych
IFL | antifungalnou latkou. Skéla koncentracii danej antifungalnej latky je uvedena v
[256] ) pg/ml (v tomto Specifickom pripade ide o flukonazol (FL)) a je znazornena Ciselne
% na danom E-teste.

Y
(1wy6r) expoxyAwpue
119e3Ua2U0) B[RS

V porovnani s antibiotikami, existuje iba limitované mnozstvo antifungalnych latok, ktoré sa
vyuZzivaju pri terapii povrchovych a diseminovanych fungalnych infekcidch. Azoly, polyény,
pyrimidinové analdgy, allylaminy a echinokandiny predstavuju zékladné triedy antimykotik,
ktoré s dostupne na trhu.

Azolové derivaty su antifungélne lieciva s fungistatickym ucinkom, ktoré sa s obl'ubou
pouzivaju pri terapii mykotickych infekcii. Daju sa klasifikovat’ do dvoch skupin: imidazoly
a triazoly. Imidazoly boli prvymi vyvinutymi azolmi (mikonazol, klotrimazol a ketokonazol),

avsak kvoli ich vysokej toxicite, vedl'ajsim u¢inkom a poéetnym interakciam s inymi liekmi ich
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nahradili triazoly (Shukla et al. 2016). Triazoly prvej generacie (flukonazol a itrakonazol), v
porovnani s imidazolmi, vykazuji $irSie spektrum antifungalnych G¢inkov (Arendrup 2013).
Flukonazol je G¢inny proti druhom Candida spp., Cryptococcus neoformans, Histoplasma,
Blastomyces a Coccidioides (Campoy and Adrio 2017), kdezto itrakonazol vykazuje aktivitu i
proti Aspergillus spp. (Giamarellos-Bourboulis et al. 2019). Druhu generaciu triazolov
predstavuje vorikonazol a posakonazol, ktoré boli schvalené FDA (US Food and Drug
Administration) v roku 2002 a 2006. Vorikonazol prejavil aktivitu proti Aspergillus spp.,
Fusarium spp. a Candida spp. vratane klinickych izolatov C. glabrata a C. krusei rezistentnych
vo¢i flukonazolu (Rosanova et al. 2018). Posakonazol ma Sirokospektralnu aktivitu proti
Candida spp. a Aspergillus spp. adruhom rodu Mucorales (Chen et al. 2020). Taktiez sa
vyuziva pri profylaxii mykotickych infekcii u imunokompromitovanych pacientov a prijemcov
transplantécii (Clark et al. 2015). Isavukonazol patri do skupiny triazolov so sirokym spektrom
ucinku proti kvasinkdm, dimorfnym hubam a plesniam (Ellsworth and Ostrosky-Zeichner
2020). Pouziva sa na lie¢bu invazivnej aspergilozy a mukormykoézy. V porovnani s inymi
azolmi, ma zvySenu aktivitu proti druhom rodu Zygomycetes, ako napriklad Rhizopus spp.,
Mucor spp. a Cunninghamella spp. (Campoy and Adrio 2017).

Mechanizmus u¢inku azolov spociva v interferencii s enzymom lanosterol 14-a-demetyléza,
ktory sa podiela na biosyntéze ergosterolu v bunkovej stene hub. Inhibicia tohto enzymu
azolmi spbsobuje narusenie funkcie bunkovej membrany ¢o vedie k smrti bunky (Pristov and
Ghannoum 2019). Rezistencia vo¢i azolovym derivatom je zndma a doposial’ boli popisané tri
zakladné mechanizmy, vd’aka ktorym Candida spp. odolava ucinku tychto antifungalnych
latok:

1) Prvy mechanizmus zahfia indukciu efluxnych pamp, ktoré st u Candida spp. kddované
génmi CDR a MDR. Zvysena expresia génov CDR a MDR zapricinila rezistenciu voci
azolom u C. albicans (CaMDR1, CaCDR1, CaCDR2), C. glabrata (CgCDR1,
CgCDR?2) a C. dubliniensis (CdAMDR1, CdCDR1) (Sanguinetti et al. 2015).

2) Alteracia alebo zvysena expresia génu ERG11, ktory koduje cielovy enzym lanosterol
14-a-demetylazu predstavuje d’al$i mechanizmus rezistencie voc¢i azolom. Ukéazalo sa,
7e mutacie v ERG11 zabranuju vadzbe azolov na enzymatické miesto (Campoy and
Adrio 2017).

3) Vytvorenie alternativnej drahy dosledkom mutécii v géne ERG3 zabranuje tvorbe 14-
a-metyl-3,6-diolu z 14-a-metylfekosterolu pocas biosyntézy ergosterolu. Nahradenie

ergosterolu 14-a-metylfekosterolom vedie k tvorbe funkénych bunkovych membréan
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hab, ktoré napomahaju bunke udrzovat’ jej prirodzenu funkciu a neguju u¢inok azolov
(Pristov and Ghannoum 2019).

Je vel'mi dolezité spomenut’, ze C. glabrata je charakteristicka tzv. ,,ziskanou rezistenciou”,
kdezto C. krusei tzv. ,, vrodenou rezistenciou “ voci flukonazolu (Arendrup and Patterson 2017).
V pripade identifikécie tychto dvoch kandid ako povodcu infekcie je nevyhnutné zvazit', ktora
antifungalna latka sa pouzije pri terapii pacientov.

Allylaminy su antifungalne latky, ktoré blokujd biosyntézu ergosterolu hab. Hlavnymi

zastupcami tejto skupiny je terbinafin a nafitin, ktori prejavili fungicidnu aktivitu proti
vlaknitym hubdm a dermatofytom. Fungistaticky pdsobia proti Candida spp. (Nivoix et al.
2020). Terbinafin je aktivny proti infekciam spésobenych druhmi Aspergillus spp. a Fusarium
spp., kdezto naftitin je u¢inny proti Trichophyton, Epidermophyton a Microsporum (Lipner and
Scher 2019).
Mechanizmus ucinku allylaminov spociva v inhibicii enzymu skvalén epoxidazy, ktory
katalyzuje konverziu tohto enzymu na 2,3-skvalén epoxid. Inhibicia tejto enzymatickej aktivity
vedie k akumulacii skvalénu, ktory zvySuje priepustnost’ membran ¢o ma za nasledok usmrtenie
bunky (Bhattacharya et al. 2020).

Polyény si fungicidne makrocyklické organické molekuly zndme ako makrolidy.
Najznamejsim zastupcom tejto skupiny je amfotericin B, ktory ma v porovnani s inymi
antimykotikami $iroké spektrum uc¢inku. Je u¢inny proti vac¢sine kvasiniek a vlaknitym hubam.
Amfotericin B sa odporuc¢a na lie¢bu infekcii spdsobenych druhmi Candida spp., Aspergillus
spp., Fusarium spp., Mucor spp., Scedosporium spp. a Cryptococcus spp. (Laniado-Laborin
and Cabrales-Vargas 2009). Polyény majd miernu afinitu k cholesterolu ¢o ma za nasledok ich
toxicitu a mnozstvo vedlajSich u¢inkov (Lemke et al. 2005). Vzhl'adom na nefrotoxicitu
amfotericinu B, boli pripravené lipidové formulacie, ktoré sa odliSuju z hl'adiska
farmakokinetiky, distribuciou v tkanivach a toxicitou. Lipozomalny amfotericin B (L-AmB) je
prvotnou latkou pri terapii diseminovanej kandidozy. Tato formulacia sa taktiez osved¢ila pri
terapii infekcii asociovanych s biofilmom (Adler-Moore et al. 2016). Okrem L-AmB existuje i
koloidna disperzia amfotericinu B (ABCD) (Botero Aguirre and Restrepo Hamid 2015). Dalsim
zastupcom skupiny polyénov je nystatin, ktory bol izolovany v roku 1950 z fermenta¢ného
média Streptomyces noursei. Existuje v troch liekovych formuléciach a v su¢asnosti sa pouziva
ako lokalne antimykotikum proti vaginalnej a orofaryngealnej kandiddze (Lyu et al. 2016).
Hlavny mechanizmus ti¢inku polyénov spociva vo viazani lieCiva na ergosterol nasledkom ¢oho

vznikaju transmembranove pory v plazmatickej membrane. Vznikom pérov prichadza k uniku

23



ULOHAC. 2

monovalentnych iénov z bunky ¢o vedie k destabilizacii a naslednej smrti (Bhattacharya et al.
2020).

5-fluéreytozin je hlavnym zastupcom antifungalnych latok patriacich do skupiny
analégov pyrimidinu. Tieto lie¢iva preukazali fungicidnu aktivitu proti Candida spp. (Yu et al.
2020), Cryptococcus spp. (Stott et al. 2021) a Aspergillus spp. (Vahedi-Shahandashti and Lass-
FIorl 2020). 5-fluércytozin sa  aplikuje pri mykotickych infekciach spbsobenych
multirezistentnou kvasinkou C. auris (Frias-De-Leon et al. 2020) apri opakujlcich sa
infekciach mocového mechura zapri¢inenych rezistentnou C. glabrata (Kauffman et al. 2011).
Inhibicia syntézy DNA, RNA i proteinov predstavuje hlavny mechanizmus G¢inku analoégov
pyrimidinu. Z dévodu c¢astej rezistencie klinickych izolatov voci 5-fludreytozinu sa toto liecivo
zvycajne pouziva v kombinacii s inou antifungalnou latkou (Wall and Lopez-Ribot 2020).

Echinokandiny (mikafungin, kaspofungin a anidulafungin) si najnovSou skupinou
fungicidnych antifungalnych latok, ktoré sa indikuja pri terapii fungalnych infekcii a
v profylaxii. Zaklad S$truktury echinokandinov tvori cyklicky hexapeptid s réznymi
postrannymi ret’azcami, Ktoré su zodpovedné za antifungalnu aktivitu (Eschenauer et al. 2007).
Mikafungin, kaspofungin a anidulafungin vykazuji in vitro i in vivo fungicidnu aktivitu proti
mnohym druhom rodu Candida (Chen et al. 2011). Taktiez su ucinné proti rezistentnym
klinickym izolatom Candida spp. (Pristov and Ghannoum 2019). Fungistaticky pbsobia proti
Aspergillus spp. (Campoy and Adrio 2017). Toxicita echinokandinov je v porovnani
s amfotericinom B a analégmi pyrimidinu vel'mi nizka kvoli ich jedine¢nému cielu, ktory
absentuje v bunkéch cicavcov. Nevyhodou tychto terapeutik je fakt, ze neexistuji v peroralnej
forme a musia sa podavat’ intravendzne jedenkrat denne (Patil and Majumdar 2017).
Hlavny mechanizmus uc¢inku spociva v interferencii echinokandinov so syntézou glukanov
v bunkovej stene huab. Echinokandiny inhibujd syntézu p-(1,3) D-glukénu (dblezity
polysacharid bunkovej steny) nekompetitivnou inhibiciou enzymu f-(1,3) D-glukansyntazy, ¢o
zapri¢inuje osmotickl lyzu a nasledni smrt buniek (Huttel 2021). Rezistencia vodi
kaspofunginu  bola popisana u  klinickych izoldtov  kandid  ziskanych od
imunokompromitovanych pacientov, ktori boli vystaveni dlhodobému pdsobeniu tohto lieCiva.
Je zname, ze mutacie v génoch C. albicans FKS1 a FKS2, oznacované ako ,,hot spot regions*,
vedu k substitucii serinu 645 za prolin, fenylalanin a tyrozin, ¢o vedie k zmene ciel'ového
miesta echinokandinov a naslednej rezistencii buniek voc¢i tymto antimykotikam (Lee et al.
2018).
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B. Protokol ¢&. 1: Stanovenie minimalnej inhibi¢nej koncentracie (MIC)

antifungalnych litok mikrodilu¢nou metédou

Stanovenie MIC antifungalnych latok bolo prevedené podl'a Institatu pre klinické a laboratérne
Standardy (CLSI document M27, 4th edition.2017).

Pomécky
e C. albicans SC5314
C. glabrata ATCC2001

e 96 —jamkova platnicka s okruhlym dnom (tzv. U — bottom)
e 1xPBS

e Sterilna destilovana voda

e YPD médium

e YPD agarové platne

e RPMI 1640 — MOPS médium

e Flukonazol zasobny roztok (50 mg/ml)

e Kaspofungin zasobny roztok (25 mg/ml)

e Zbernad nadoba na tekuty a tuhy odpad

e Eppendorf skimavky (1,5 ml a 2 ml)

e Plastové kyvety na meranie OD

e Pipety

e Sterilné Spicky (10 ul, 100 ul, 1000 pl)

e Multikanalova pipeta (pre objem od 2 pl — 10 pl a pre objem od 50 pl — 200 pul)
e \ortex

e Spektrofotometer (na meranie OD)

e Centriflga

e Termostat

Pracovny postup
1) Z Cerstvej kultary C. albicans SC5314 a C. glabrata ATCC2001 narastenej na YPD
platni prenesieme jedno o¢ko do 3 ml tekutého YPD média v skimavke.

2) Inkubujeme za staleho trepania (200 rpm) pri 30 °C cez noc.
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3) Kvasinky z celono¢nej kultary prenesieme do Eppendorf skumavky (2 ml)
a centrifugujeme (5 000 rpm) pri izbovej teplote.

4) Supernatant vylejeme do zbernej nadoby a pelet rozpustime v2 ml 1 x PBS a opat’
premyjeme.

5) Bunky riedime 1:100 a spektrofotometricky stanovime koncentraciu buniek pri optickej
denzite 600 nm (ODeoo).

6) Nasledne kvasinky riedime na ODs000.2 v 1 X PBS.

7) Z takto pripravenej suspenzie kvasiniek prenesieme 3 pl C. albicans do 997 pl vopred
zohriatetho RPMI1640 — MOPS média. V pripade C. glabrata 1.5 pl suspenzie
kvasiniek prenesieme do 998.5 ul RPMI11640 — MOPS.

8) Do kazdej jamky pipetujeme 180 ul suspenzie kvasiniek ako je znidzornené na obrazku

¢. 4.
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9) Pripravime zasobné roztoky flukonazolu a kaspofunginu (10 x koncentrované) a do
kazdej jamky pridame 20 pl lie¢iva aby vysledna koncentracia lie¢iva v jamke bola:
Flukonazol: 0.25 mg/L — 0.5 mg/L — 1 mg/L — 2 mg/L — 4 mg/L — 8 mg/L — 16 mg/L —
32 mg/L — 64 mg/L.

Kaspofungin: 0.0625 mg/L — 0.125 mg/L — 0.25 mg/L — 0.5 mg/L — 1 mg/L — 2 mg/L —
4 mg/L — 8 mg/L — 16 mg/L.

Do jamiek sliziacich ako kontrola pipetujeme 20 pl ¢istétho RPMI11640 — MOPS. Do
krajnych jamiek pipetujeme 200 pl 1 x PBS aby sme zabréanili odparovaniu média.
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10) Takto pripravené mikrotitracné platnicky inkubujeme pri teplote 37 °C, 24 h.

Vyhodnotenie
V jednotlivych jamkéch farebne vyznacte poli¢ka v ktorych ste schopni vizualne detegovat’ rast

buniek. Ako hodnotu MICso, teda koncentraciu antifungalnej latky, ktora inhibuje narast

kvasiniek na 50% oznac¢ime jamku v ktorej nie je mozné vizualne ur€it’ rast buniek. Hodnoty

zapisSte do protokolu.

C. albicans SC5314 C. glabrata ATCC2001
Q@%%pé&;(ﬁbgb N % o WO r»_‘;l'ro; QQ;O QQ%{pé&Q'(iogb N o o D Q?’t‘o; Q<b
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10/0.00/0/0.0.0/0/0/0/0)11 IL0.0.0000.000 000
J0/00/0/0/000/0/0/0/0]} 000000000000
B I I I Bl LI I IICHIC I I
J10/0/0/0/0/0.0/0/0/0/0/0/ik INL100.0/0.0000.00.0@,
FQO0000000000IFE  |FOOOOOOOOOOO0
¢ OO0000000000Ps  |cOOOOOOOOOO00
HQOQQQOOOOOOQ HQOQQQOOOOOO(Q
qu_o&ol&)QQ Q‘.\/Q.'/Lw ™ Q:\?Q@ Ql)éolgq,g..{b&}g.'/l-w ™ %.{j:QQ;
Poznamky

C. Protokol €. 2: Stanovenie minimalnej inhibi¢nej koncentracie (MIC)

antifungalnych latok pomocou Etestu

Pomécky
e C. albicans SC5314
e C.glabrata ATCC2001
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Etest stripy napustené flukonazolom (bioMérieux SA, Francizsko)
Etest stripy napustené vorikonazolom (bioMérieux SA, Francizsko)
Eppendorf skimavky (1,5 ml a 2 ml)

Sterilné vatové tampony

Sterilny fyziologicky roztok (0,9%)

Sabouraud dextrose agar

YPD médium

RPMI 1640 — MOPS médium

RPMI 1640 — MOPS agarové platne

Zberna nadoba na tekuty a tuhy odpad

Pipety

Sterilné Spicky (10 pl, 100 pl, 1000 pl)

Pinzeta

Burkerova komorka

Vortex

Centriflga

Termostat

Svetelny mikroskop

Pracovny postup

1)

2)

3)

4)

5)

Z Cerstvej kultary C. albicans SC5314 a C. glabrata ATCC2001 narastenej na
Sabouraudovej agarovej platni prenesieme jedno ocko do 3 ml tekut¢ho YPD média
v skimavke.

Inkubujeme za staleho trepania (200 rpm) pri 30 °C cez noc.

Kvasinky z celono¢nej kultiry prenesieme do Eppendorf skimavky (2 ml)
a centrifugujeme (5 000 rpm) pri izbovej teplote.

Supernatant vylejeme do zbernej nddoby a pelet rozpustime v 2 ml fyziologického
roztoku a opat’ premyjeme.

Bunky zriedime 1:1000 a stanovime presny pocet buniek v 1 ml pomocou Blrkerovej
komérky (obrazok €. 5). Vzdy ratame pocet buniek minimalne v dvanastich malych

polickach. Finalny pocet buniek v 1 ml vypocitame nasledovnou rovnicou:
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»priemer poétu buniek x 25 x 10*x faktor riedenia“

Obrazok ¢. 5. Zobrazeny je jeden maly Stvorec Birkerovej komorky. Poc¢itame pocet buniek
vo vnutri policka a v dvoch pril'ahlych stendch daného Stvorca. VZdy ratame pocet buniek
minimalne v dvanastich malych poli¢kach Biirkerovej komorky. Nasledne pomocou rovnice
,priemer poctu buniek x 25 x 10%x faktor riedenia* dostaneme kone¢ny pocet buniek v 1 ml.

6) Naésledne si pripravime suspenziu C. albicans a C. glabrata buniek v RPMI 1640 —
MOPS médiu s kone¢nou koncentraciou 1 x 108 buniek/ml.

7) Z chladni¢ky vyberieme RPMI 1640 — MOPS agarové misky a nechame ich stat’ pri
izbovej teplote priblizne 30 min.

8) Namocime sterilny tampon do suspenzie buniek a odstranime prebyto¢né mnozstvo
roztoku jemnym pritlacenim tamponu na vnutorné steny Eppendorf skimavky.

9) Tampdnom jemne rozotrieme bunky po povrchu agarovej misky. Misku vzdy otocte
0 60 stupnov aby prislo k rovnomernému rozotretiu inokula.

10) Opét’ namoc¢ime ten isty tampon do inokula, rozotrieme po povrchu misky a nechame
zaschnut’ priblizne 15 — 20 min. Povrch misky musi byt uplne suchy predtym ako sa
nan aplikuje strip Etestu.

11) Pomocou sterilnej pinzety vyberieme strip z obalu.

12) Aseptickym sposobom prilozime na povrch agarovej platne a so stripom uz nehybeme.
Pomocou sterilnej pinzety vel'mi jemne pritlacime povrch stripu aby cela Cast’ E-testu
bola v kontakte s agarom.

13) Misky inkubujeme pri teplote 37 °C, 48 h.

Vyhodnotenie

Na agarovych miskach vyznacte narast buniek a inhibi¢ni z6nu. Detegujte presne, ktora

koncentracia antimykotika inhibuje narast kvasiniek. ZapiSte do protokolu.
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C. albicans C. glabrata

SEHIEED

nEREE

TNwhow

Bk

Poznamky

D. Protokol €. 3: Stanovenie Miniméalnej fungicidnej koncentracie (MFC)

Pomécky
e Mikrotitraéné platnicky, ktoré boli pouzité pre stanovenie MIC u C. albicans SC5314
a C. glabrata ATCC2001 (experiment v sekcii 2 B)
e YPD agarové platne
e Multikanalova pipeta pre mensie objemy (od 2 pl — 10 pl)
e Zberna nadoba na tekuty a tuhy odpad
e Pipety
e Sterilné Spicky (10 ul)

e Termostat
Pracovny postup

1) Obsah jamiek mikrotitranych platni¢iek, ktoré boli pouzité na stanovenie MICso

premiesame pomocou pipety.
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2) Multikanalovou pipetou prenesieme 4 pl obsahu kazdej jamky na prislusné YPD
agarové platne.

3) Misky inkubujeme pri teplote 37 °C, 48 h.

Vyhodnotenie

Na agarovych miskéach nakreslite rast buniek po 48 h inkubacii. Ako minimalna fungicidna
koncentracia sa oznaci koncentracia antifungalnej latky, pri ktorej dochadza k inhibicii rastu C.
albicans a C. glabrata na 99,9%. Vysledky zaznacte do protokolu.

C. albicans SC5314

. -

C. glabrata ATCC2001

. B

Poznamky
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ULOHA C. 3: SCHOPNOST ADHERENCIE A TVORBY BIOFILMU CANDIDA SPP.

A. Teoreticky uvod

Biofilmy predstavuju viacvrstvové Struktiry mikroorganizmov, ktoré su ukotvené
Vv extracelularnom polymérnom materiali nazyvanom ,.extraceluldrna matrix*“ (Lohse et al.
2018). Nachadzaju sa vSade okolo nas a typickym prikladom tejto Struktury je dentalny plak,
ktory odstranime jednoducho mechanicky zubnou kefkou. Mikroorganizmy vytvaraju biofilmy
z dovodu ochrany pred vplyvmi vonkajSicho prostredia. Napriek tejto vlastnosti su baktérie
a kvasinky schopné kolonizovat’ povrchy medicinskych pomécok, ako napriklad, centralno-
venozne, mocové katétre, umelé srdcové chlopne, kardiostimulatory, bedrové implantaty.
Osidlenie tychto povrchov vedie k ich dysfunkciu a nasledne vaznemu ohrozeniu zivota
pacientov (Kumamoto 2002). Najcastejsimi pbvodcami biofilmov sG baktérie rodu
Staphylococcus spp. (Otto 2018) a kvasinky Candida spp. (Chandra and Mukherjee 2015).

Vytvorenie biofilmov sprevadza dynamicky proces, ktory sa formuje v nasledovnych

Stadiach (obréazok ¢. 6):

T, o PPy,

Adherencia Inicidcia Maturicia Disperzia

Obrazok €. 6. Tvorba biofilmu Candida albicans.

o Adherencia — prvotnd faza, ktorG charakterizuje prilnutie kvasiniek na povrch
substratu (0 h—11 h) (Tsui et al. 2016).
o Iniciacia tvorby biofilmu — toto Stadium je spita s periodou adherencie. Je

charakteristické pritomnostou kvasiniek, a pociatocnym vytvaranim vypuckov
a pravych hyf. V tomto kroku sa tvoria zaklady extracelularnej matrix (12 h — 30 h)
(Tsui et al. 2016).
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o Maturacia — v tejto faze prichadza k zmohutneniu extracelularnej matrix, v ktorej je
ukotvena Struktura biofilmu vytvorena z kvasiniek, pravych hyf a pseudohyf (14 h —
24 h) (Tsui et al. 2016).

o Disperzia — uvolnenie buniek z biofilmu je typickym znakom tejto fazy. Rozptylené
bunky do okolitého prostredia maju unikatnu schopnost’ adhézie a kolonizécie

povrchu materialov a tkaniv (Wall et al. 2019).

Tvorba extracelularnej matrix je charakteristickym prvkom biofilmov. Tento polymérny
material poskytuje bunkdm extrémnu ochranu pred vplyvom antifungalnych latok a dava
im schopnost’ odolavat” imunitnému systému hostitel'a. Extracelularna matrix biofilmov C.
albicans je zlozena z 55 % proteinov, 25 % karbohydratov, 15 % lipidov a 5% nukleovych
kyselin (Zarnowski et al. 2014).

Adherencia a tvorba biofilmu Candida spp. méze byt ovplyvnena viacerymi faktormi.
Typ substratu, médium, pH, pritomnost’ séra, zdroj uhlika vplyvaju na tento proces. Je preto
vel’'mi dolezité brat’ tieto informacie do uvahy pri dizajne experimentov. Polystyrén, respektive
povrch 24 a 96 — jamkovej polystyrénovej platnicky, predstavuje najobl'ibenejsi substrat pre
tvorbu Candida spp. biofilmu v in vitro statickych podmienkach. V tomto modeli sa adherencia
deteguje za 90 min a tvorba biofilmu za 24 h alebo 48 h (Slettengren et al. 2020). Polystyrénové
platnicky sa s obl'ubou pouzivaji ipri stanoveni citlivosti biofilm-tvoriacich buniek na
antifungélne latky. V tychto systémoch dokazeme testovat’ nielen viacero antimykotik naraz,
ale i Siroké spektrum koncentracii tej istej latky. 96 — jamkové polystyrénové platni¢ky boli
pouzité pri stanoveni citlivosti C. albicans i C. glabrata buniek asociovanych s biofilmom na
echinokandiny (Kucharikova et al. 2011). Taktiez sa vyuzili pri sledovani efektivity novych
terapeutik (Bink et al. 2012; Holtappels et al. 2017). Polyuretan je dolezity material pre
manufaktdru medicinskych pomécok, napriklad centralno — venoznych katétrov. Prave tento
substrat, respektive 1 cm kusky polyuretanu, boli pouzité pri detekcii in vitro aj in vivo C.
albicans (Ri¢icova et al. 2010) i C. glabrata (Kucharikova et al. 2015) biofilmu. Tento material
sa vyuzil tiez pri stanoveni citlivosti C. albicans biofilmov na echinokandiny in vivo
(Kucharikova et al. 2010; Kucharikova et al. 2011). Je dolezité spomenut’, ze inkubacia
polyuretdnovych katétrov v sére (O/N pri 37 °C) viedla ku zvySenej adherencii kandid na
povrch tohto substratu (Ri¢icova et al. 2010). Okrem statickych modelov tvorby biofilmu
existuju itzv. ,flow*, alebo prietokové systémy, ktoré su charakteristické konstantnym

prisunom ¢&erstvého média a odvadzanim splodin metabolizmu.
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Médium a jeho pH su délezitymi zlozkami, ktoré stimuluji adhéziu buniek k povrchu
a tvorbe biofilmu. RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute) je favorizovanym médiom
pri tvorbe biofilmu Candida spp. Toto médium je vel'mi bohaté nutricne a u C. albicans
stimuluje prechod z kvasiniek do formy hyf, ¢o je jeden z najddlezitejSich faktorov virulencie
tejto kvasinky (Weerasekera et al. 2016). Navyse RPMI 1640 sa z hladiska zastipenia
jednotlivych Zivin podobé Pudskej krvi. Uprava pH RPMI 1640 média na hodnotu 7.0 viedla
k zvySenej adherencii kandid v porovnani s tym istym médiom, ale pH upravenym na 5.6
(Kucharikova et al. 2011). Vo vSeobecnosti, tieto fakty podporuju nevyhnutnost’ spravneho
vyberu jednotlivych podmienok vplyvajacich na tvorbu biofilmu.

Na kvantifikdciu biofilmu sa vyuzivaji rézne postupy, ktoré su zalozené nielen na
mikrobiologickych, molekularnych poznatkoch metod ale i na zéklade fyzikalnych a
chemickych vlastnosti buniek tvoriacich biofilm. Najjednoduch$iu metédu stanovenia
mnozstva kvasiniek asociovanych s biofilmom v in vitro podmienkach predstavuje detekcia
poctu tzv. ,,colony forming unit counts* (CFU), teda stanovenie poctu kolonie tvoriacich
jednotiek (Tawakoli et al. 2013). Stanovenie poctu buniek tvoriacich biofilm touto metodou je
vSak mozné iba v prvotnych stadiach tvorby biofilmu (peridda adherencie). V neskorSich
fazach je nevyhnutné Struktury biofilmov sonikovat’ aby nastalo rozrusSenie spleti buniek.
Navyse, C. albicans biofilmy st zname pritomnost'ou hyf a pseudohyf, ktoré treba porusit’
kvoli spravnemu vysevu na platniach a naslednému spravnemu od¢itaniu po¢tu buniek.

Dalsou technikou detekcie tvorby Candida spp. biofilmu je metoda zaloZena na farbeni
biofilm-tvoriacich buniek krystalovou violetou (Jin et al. 2003). Ide o najcastejSie pouzivanu
a finan¢ne dostupnti biochemicktn metédu stanovenia in vitro biofilmu v 96 — jamkovych
polystyrénovych platnickach (Christensen et al. 1985). Pri tomto postupe prichadza k detekcii
kompletnej biomasy biofilmov vratane zivych, miftvych buniek a niektorych zloziek
extracelularnej matrix. Pri pouZiti tejto metddy su bunky najskor fixované etanolom a nasledne
rozpustené v roztoku kyseliny octovej. Sfarbenie sa meria spektrofotometricky pri 595 nm.

Medzi autormi su obl'ibené tzv. kolorimetrické metddy detekcie biofilmu, ktoré su
relativne jednoduché a rychle. Vysledky sa daju spektrofotometricky od¢itat’ do niekol’kych
hodin. Prikladom je XTT redukéna metoda, ktorej princip spoc¢iva v redukcii substratu XTT
tetrazoliovej soli (2,3-bis-(2-metoxy-4-nitro-5-sulfofenyl)-2H-tetrazolium-5-karboxanilid), na
vo vode rozpustny formazan (oranzové sfarbenie) mitochondridlnymi dehydrogenazami
metabolicky aktivnych buniek (Scudiero et al. 1988). Farebnd zmena sa meria
spektrofotometrom pri 490 nm. XTT metdoda sa zvyCajne pouziva ako indikator

zivotaschopnosti buniek, rastu a cytotoxicity.
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Mikroskopické techniky hrajo velmi doleziti wlohu najméd pri detekcii Struktury
biofilmov. Napriklad, skenovacia elektrénova mikroskopia (SEM — Scanning Electron
Microscopy) sa pouZziva na sledovanie architektiry povrchu biofilmu a taktiez morfologie
buniek asociovanych s biofilmom (Chesnokova et al. 2019). Konfokélna skenovacia laserova
mikroskopia (CSLM - Confocal Scanning Electron Microscopy) poskytuje informéacie
0 zlozeni biofilmu a morfoldgii buniek v tzv. ,trojrozmernom (3D)* rozliseni. Konfokalny
mikroskop stanovuje parametre ako velkost’ biofilmu, jeho hribku a drsnost’ (Kania et al.
2010).

Odolnost’ buniek tvoriaciach biofilm voci bezne dostupnym antifungalnym latkam je vo
vSeobecnosti znama. C. albicans biofilmy su rezistentné voci azolovym derivatom, vratane
flukonazolu, ketokonazolu, itrakonazolu avorikonazolu (Gao et al. 2018). Navyse, tieto
biofilmy preukazali znizent citlivost’ na amfotericin B (Nailis et al. 2010) a flucytozin (Nett et
al. 2010). Echinokandiny (mikafungin, kaspofungin a anidulafungin) a amfotericin B (lipidova
forma) st najaktivnejSie dostupné antimykotikd, ktoré dokazu eliminovat uz vytvorené C.
albicans biofilmy. Vsetky tri echinokandiny boli u¢inné pri terapii C. albicans biofilmov
vytvorenych v experimentalnom subkutdnnom modeli tvorby biofilmu in vivo (Kucharikova et
al. 2013). Kaspofungin sa taktiez preukazal aktivny pri terapii C. glabrata biofilm asociovanych

buniek v in vitro aj v in vivo podmienkach (Kucharikova et al. 2015).

B. Protokol ¢&. 1: Sledovanie adherencie a tvorby biofilmov v jamkach 96-jamkovej

mikrotitra¢nej platni¢ky

Pombcky
e C. albicans SC5314
C. glabrata ATCC2001

e 96 — jamkova platnicka s plochym dnom (tzv. flat — bottom)
e 1xPBS

e Sterilna destilovana voda

e YPD médium

e YPD platne

e RPMI 1640 — MOPS médium

e Zberna nadoba na tekuty a tuhy odpad

e Eppendorf skimavky (1,5 ml a 2 ml)
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e Pipety

e Sterilné $picky (10 pl, 100 pl, 1000 pl)
e Birkerova komérka

o Vortex

e Centriflga

e Termostat

e Svetelny mikroskop

Pracovny postup

1) Niekol’ko kolonii kvasiniek narastenych na YPD platni (24 h) prenesieme do Eppendorf
skamavky (2 ml) a centrifugujeme (5 000 rpm) pri izbovej teplote.

2) Supernatant vylejeme do zbernej nadoby a pelet rozpustime v2 ml 1 x PBS a opat’
premyjeme. Tento krok opakujeme dvakrat.

3) Bunky zriedime 1:1000 a stanovime presny pocet buniek v 1 ml pomocou Blrkerovej
komorky ako je uvedené na obrazku €. 5.

4) Nasledne si pripravime suspenziu C. albicans a C. glabrata buniek v RPMI 1640 —
MOPS médiu (zohriate na izbovu teplotu) s kone¢nou koncentraciou 1 x 107 buniek/ml.

5) Do jamiek pipetujeme 100 pl suspenzie kvasiniek v troch paralelkach.

6) Takto pripravend platni¢ku inkubujeme pri 37 °C, 90 min, staticky (perioda adherencie).

7) Jednotlivé jamky premyjeme pomocou 1 x PBS (200 pl). Tento krok opakujeme
dvakrat.

8) Do kazdej jamky pridame sterilné, na izbovu teplotu zohriate RPMI 1640 — MOPS
médium.

9) Do okolitych jamiek pipetujeme sterilnu destilovanu vodu (200 ul). Tento krok zabrani
evaporacii média zo Studovanych jamiek.

10) Platni¢ku inkubujeme pri 37 °C, 24 h, staticky (perioda tvorby biofilmu).

11) Nasledne vsetky jamky premyjeme pomocou 1 x PBS (200 pl). Tento krok opakujeme
dvakrat. TaktieZ odstranime prebyto¢nt vodu z okolitych jamiek.

12) Tvorbu biofilmu kvantifikujeme pomocou metdody XTT alebo krystalovou violet'ou.

C. Protokol ¢. 2: Detekcia tvorby biofilmu XTT metodou

Pomocky
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96 —jamkova platni¢ka, ktora obsahuje adherované bunky, alebo bunky tvoriace biofilm
1xPBS

Sterilna destilovana voda

XTT sodium hydrat kyseliny 3"-[1- (fenylaminokarbonyl)- 3,4- tetrazolium]-bis (4-
metoxy-6-nitro) benzensulfonovej) — zasobny roztok (10 mg/ml) pripraveny v sterilnom
roztoku 1 x PBS

Menadion — z&sobny roztok (1 M) pripraveny v sterilnej destilovanej vode

Zberna nadoba na tekuty a tuhy odpad

Eppendorf skamavky (1,5 ml a 2 ml)

Pipety

Sterilné Spicky (10 pl, 100 pl, 1000 pl)

Vortex

Termostat

Spektrofotometer (ELISA reader)

Pracovny postup

1)

2)
3)

4)

5)

6)
7)

Vsetky roztoky musia byt’ pripravené priamo pred cvicenim a musia byt uskladnené
v tme v dosledku citlivosti chemikalii na svetlo.

Pripravime pracovny roztok XTT (1 mg/ml) v sterilnom roztoku 1 x PBS.

Do takto pripraveného roztoku XTT pridame menadion (XTT/menadion) aby jeho
vysledna koncentrécia bola 1 uM.

Do premytych jamiek, ktoré obsahuju adherované bunky, alebo bunky tvoriace biofilm
pipetujeme 100 pl roztoku XTT/menadion.

V pripade kontroly (blank) pipetujeme 100 pl roztoku XTT/menadion do ¢istej jamky.
Inkubacia platnicky v inkubatore pri 37 °C, 1 — 3 hod v tme.

Po redukcii XTT soli na XTT formazan mitochondridlnymi dehydrogendzami sa

farebnd zmena zo zltej na oranzovu meria spektrofotometricky pri 490 nm.

Vyhodnotenie

Na mikrotitraénej platnicke farebne vyznacte schopnost’ adherencie a tvorbu biofilmu C.

albicans a C. glabrata. Do tabul’ky uved’te hodnoty namerané spektrofotometrom po peridde

adherencie (90 min) a tvorby biofilmu (24 h) a vypocitajte priemer + SD. Vyhodnot'te graficky

a vysledky zapiSte do protokolu.
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C. albicans C. glabrata
Kmern
Adherencia Biofilm Adherencia Biofilm
Hodnota (ODa4go)
Hodnota (ODago)
Hodnota (ODa4go)
Priemer + SD

OD - opticka denzita
SD - smerodajné odchylka

Poznamky

D. Protokol ¢&. 3: Stanovenie tvorby biofilmu krystalovou violet’ou

Pomécky

e 96 —jamkova platnicka, ktord obsahuje adherované bunky, alebo bunky tvoriace biofilm

1xPBS

Sterilna destilovana voda
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e Krystalova violet' — 1 % roztok pripraveny v sterilnej destilovanej vode
e Kyselina octova — 30 % roztok pripraveny v sterilnej destilovanej vode
e Zbernd nadoba na tekuty a tuhy odpad

e Eppendorf skimavky (1,5 ml a2 ml)

e Pipety

e Sterilné Spicky (10 ul, 100 pl, 1000 pl)

o Vortex

e Spektrofotometer (ELISA reader)

Pracovny postup

1) Premyté jamky obsahujuce adherované bunky a bunky tvoriace biofilm nechame
vysusit’ pri izbovej teplote 30-45 min.

2) Do kazdej jamky pipetujeme 200 pl 1% krystalovej violete a nechame pdsobit’ 45 min
pri izbovej teplote.

3) Nasledne kazda jamku premyjeme destilovanou vodou (200 ul) a nechame vysusit’ pri
izbovej teplote 30-45 min.

4) Odfarbime pridanim 30 % kyseliny octovej a premiesame pipetovanim.

5) Mnozstvo krystalovej violete v roztoku meriame spektrofotometrom pri 595 nm.

Vyhodnotenie
Na mikrotitranej platni¢ke farebne vyznacte tvorbu biofilmu C. albicans a C. glabrata. Do
tabul’ky uved’te hodnoty namerané spektrofotometrom a vypocitajte priemer + SD. Vyhodnot'te

graficky a vysledky uvedte do protokolu.
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OD - opticka denzita
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Poznamky

E. Protokol €. 4: Priprava biofilmov v polyuretanovych katétroch

Pomocky
e C. albicans SC5314
e C.glabrata ATCC2001

e 24— jamkova platnicka s plochym dnom
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e Polyuretanovy katéter, ktory je sucast’ou centralneho ven6zneho katétra (Multi-Lumen
Central Venous Catheterization Set with Blue FlexTip® Catheter, CV-15703, Arrow
International Reading, USA)

e Fetalne bovinne sérum (99 %)

e 1xPBS

e Sterilna destilovana voda

e YPD médium

e RPMI1640 — MOPS médium

e Etanol (96 %)

e Zbernd nadoba na tekuty a tuhy odpad

e Skalpel
e Pinzeta
e Pravitko
e Pipety

e Sterilné picky (10 pl, 100 pl, 1000 pl)
e Eppendorf skimavky (1,5 ml a2 ml)

e Birkerova komorka

e \ortex

e Termostat

e Svetelny mikroskop

e Nadoba s 'adom

Pracovny postup

1) 24 h pred experimentom pripravime 1 cm kusky polyuretanovych katétrov. Velkost
jednotlivych kuskov by mala byt’ rovnaka.

2) Maximalne 15 polyuretanovych kuskov vlozime do Eppendorf skimavky (2 ml).

3) Pridame fetalne bovinne sérum a skimavku jemne vortexujeme aby prislo k distribucii
séra do jednotlivych lumenov. Pridame eSte par kvapiek séra aby katétre boli ponorené
V roztoku.

4) Katétre inkubujeme pri 37 °C, O/N, staticky.

5) Kvasinky narastené na Cerstvej YPD platni (24 h) prenesieme do Eppendorf skimavky
(2 ml) a centrifugujeme (5 000 rpm) pri izbovej teplote.

44



ULOHAC. 3

6) Supernatant vylejeme do zbernej nadoby a pelet rozpustime v2 ml 1 x PBS a opat’
premyjeme. Tento krok opakujeme dvakrat.

7) Bunky riedime 1:1000 a stanovime presny pocet buniek v 1 ml pomocou Burkerovej
komorky ako je uvedené na obrazku ¢. 5.

8) Nasledne si pripravime suspenziu C. albicans (5 x 10* buniek/ml) a C. glabrata (1 x 10°
buniek/ml v RPMI 1640 — MOPS médiu (zohriate na izbovu teplotu).

9) Sérom pokryté katétre prenesieme do jednotlivych jamiek 24 jamkovej polystyrénovej
platnicky ako je znazornené na obrazku ¢. 7. Vzdy skontrolujeme Cirost’ séra. Zakalené

sérum znamena kontaminaciu.

A @@@@@@ }C. albicans
1000000
e DDDDDD |} ¢ set
1000000

Obrazok ¢. 7. Priprava 24 — jamkovej polystyrénovej platnicky pre tvorbu biofilmu
V polyuretanovyvh katétroch. Z1té pruzky reprezentuju jednotlivé katétre.

10) Pred pridanim suspenzie kvasiniek odstranime prebytocné sérum z okolia katétrov
v jednotlivych jamkéach.

11) Do jamiek pipetujeme 1 ml suspenzie kvasiniek v siestich paralelkach.

12) Ak jednotlivé katétre vyplavaju na povrch jemne ich zatla¢ime sterilnou $pi¢kou na dno
jamiek.

13) Takto pripravent platni¢ku inkubujeme pri 37 °C, 90 min, staticky (periéda adherencie).

14) Nésledne aspiraciou odstranime okolité medium.

15) Jednotlivé katétre premyjeme pomocou 1 x PBS (1 ml). Katétre uchopime kolmo do
sterilnej pinzety a kvapkame PBS priamo na jednotlivé lumeny. Prad PBS ma byt
dostato¢ne jemny aby nepriSlo k odplaveniu adherovanych buniek. Tento krok
opakujeme dvakrat.

16) Premyté katétre prenesieme do jamiek novej 24 jamkovej polystyrénovej platnicky.
Prebyto¢né 1 x PBS odstranime jemnou aspiraciou z okolia katétrov.

17) Do kazdej jamky pridame 1 ml RPMI 1640 — MOPS média (zohriate na izbovu teplotu)
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18) Opét’ jemne zatla¢ime jednotlivé katétre na dno jamiek.

19) Platnic¢ku inkubujeme pri 37 °C, 24 h, staticky (perioda tvorby biofilmu).

20) Nasledne vsetky katétre premyjeme pomocou 1 x PBS (1 ml) ako je uvedené v kroku ¢.
14.

21)Kazdy premyty katéter vlozime do vopred pripravenej Eppendorf skimavky, ktora
obsahuje 1 ml 1 x PBS.

22) Eppendorf skimavky, ktoré obsahuju katéter okamzite vlozime do I'adu (zastavenie
vsetkych biologickych procesov).

23) Tvorbu biofilmu kvantifikujeme pomocou metddy koldnie tvoriacich buniek.

F. Protokol €. 5: Stanovenie tvorby biofilmu na zaklade kolénie tvoriacich jednotiek

(colony forming units — CFU)

Pomécky

Eppendorf skimavky s premytymi katétrami (uvedené vyssie)
e 1xPBS

e YPD platne

e Zbernd nadoba na tekuty a tuhy odpad
e Eppendorf skimavky (1,5 ml)

e Pinzeta

e Pipety

e Sterilné Spicky (10 ul, 100 ul, 1000 pl)
e Termostat

e Vortex

e Ultrazvukovy kupel'ny sonikator

e Nadoba s 'adom

Pracovny postup

1) Eppendorf skimavky s premytymi katétrami pripravené v predoslom bode sonikujeme
10 min vo vodnom kupeli pri 40 000 Hz.

2) Vzorky vlozime do l'adu.

3) Kazda Eppendorf skiimavku vortexujeme 30 s pri vysokych otackach a okamzite

vlozime do l'adu.
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4) Pripravime Eppendorf skimavky s desiatkovym riedenim (1:10, 1:100 a 1:1000).

5) Riedené vzorky (100 ul) prenesieme na vopred pripravené YPD platne. Kazdé riedenie

vysievame na dve paralelné YPD platne.
6) YPD platne inkubujeme pri 37 °C, 48 h.

Vyhodnotenie

Jednotlivé kolonie spocitame a vysledné hodnoty uvedieme do tabul’ky a prepocitame spolu

S pouzitym riedenim. Znazornime graficky ako logio buniek pomocou GraphPad PRISM

software.

Neriedena vzorka
(original)

1:100

1:1000

Vzorka
C.
albicans

Original

1:10

1:100

1:1000

Pocet
buniek

Pocet
buniek
viml

Logio

Priemer

SD

Katéter 1

Katéter 2

Katéter 3

Katéter 4

Katéter 5

Katéter 6

Vzorka
C.
glabrata

Original

1:10

1:100

1:1000

Pocet
buniek

Pocet
buniek
viml

LOg1o

Priemer

SD

Katéter 1

Katéter 2

Katéter 3

Katéter 4

Katéter 5

Katéter 6
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ULOHA C. 4: CANDIDA ALBICANS — STAPHYLOCOCCUS AUREUS DUALNE
BIOFILMY

A. Teoreticky uvod

Polymikrobidlne infekcie zapri¢inené kombinaciou mikroorganizmov zodpovedaju za
zvySenu morbiditu a mortalitu u imunokompromitovanych pacientov (Brogden et al. 2005). Pri
tychto ochoreniach méze pritomnost’ jedného mikroorganizmu predisponovat’ hostitel'a ku
kolonizacii inymi. Navyse, pri aditivnych polymikrobidlnych infekcidach mézu dva alebo viac
nepatogénnych mikroorganizmov sposobit’ ochorenie (Kong and Jabra-Rizk 2015). V&csina
tychto problémov je zapric¢inena u pacientov so znizenou funkciou imunitného systému prave
schopnostou mikroorganizmov vytvarat' polymikrobiélne biofilmy. Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa a Enterobacter spp. patria medzi baktérie zodpovedné za tento druh infekcii
(Mulani et al. 2019). Taktiez, Candida spp., konkrétne Candida albicans l'ahko vytvara
biofilmy v kombinacii s inymi mikroorganizmami, najma baktériami a inymi kvasinkami.
Napriklad, spoluzitie C. albicans so S. aureus, Streptococcus mutans a Fusobacterium spp. bolo
preukéazané v préci Pathirana et al. (2019) (Pathirana et al. 2019).

Zistilo sa, Ze v Ustnej dutine Candida spp. koexistuju s viacerymi bakterialnymi druhmi,
vratane S. aureus, Streptococcus gordonii, Escherichia coli, Klebsiella spp. a Pseudomonas
spp. (Metwalli et al. 2013). Tvorba tychto polymikrobialnych biofilmov mé priamu koreléciu s
pouzitim zubnych protéz, pricom biofilmy sa tvoria na povrchu tychto nahrad alebo priamo na
sliznici ust (Thein et al. 2009). Synergicka interakcia bola pozorovana i medzi C. albicans a
Gram negativnou anaerobnou baktériou Porphyromonas gingivalis, ktora zapri¢ifiuje ochorenia
Ustnej dutiny (Sztukowska et al. 2018). Symbioticky vzt'ah bol tiez popisany medzi C. albicans
a Streptococcus mutans, baktériou, ktora hra délezita tlohu pri vzniku zubného kazu (Falsetta
etal. 2014). Navyse, niektoré bakteridlne druhy, ako napriklad S. gordonii, su schopné podporit’
tvorbu hyf a produkciu biofilmu C. albicans v pritomnosti I'udskych slin, ¢im prispievaju k
vytvoreniu polymikrobialneho biofilmu (Lebeaux et al. 2014). V pl'ucach pacientov s cystickou
fibrézou bola pozorovana interakcia Candida spp. s Burkholderia cenocepacia (Lebeaux et al.
2014). Spoluzitie Candida spp. s Mycobacterium tuberculosis bolo zaznamenané u pacientov
s tuberkul6zou (Ochieng et al. 2006). Spolupraca pri tvorbe biofilmov v gastrointestindlnom
trakte bola detegovana medzi E. coli a C. albicans (Hermann et al. 1999). Infekcie suvisiace s

pritomnostou Candida spp. v polymikrobialnych biofilmoch v gastrointestindlnom trakte
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spbsobuju ovela vysSiu tmrtnost v porovnani s polymikrobidlnymi biofilmami, ktoré sd
zlozené iba z viacerych baktérii (Barraclough et al. 2010).

Spolunazivanie prospe$né pre oba mikroorganizmy bolo pozorované i medzi C.
albicans a patogénnou baktériou S. aureus. Oba tieto mikroorganizmy su prirodzenou su¢ast’ou
l'udského mikrobidému. Napriek tomu, dokdzu vyvolat’ ochorenie u pacientov so znizenou
funkciou imunitného systému (Bernard et al. 2020). V poslednom obdobi prislo k objasneniu
interakcie medzi touto kvasinkou a baktériou, najma v savislosti so vznikom C. albicans — S.
aureus polymikrobialnych infekcii asociovanych s biofilmom. C. albicans a S. aureus tvorili
zmieSané biofilmy na biotickych a abiotickych povrchoch, pricom S. aureus vykazoval vysoku

afinitu ku hyfam C. albicans (obrdzok ¢. 8).

Candida albicans Staphylococcus aureus

Obrazok ¢&. 8. Adherencia bakteridlnych buniek Staphylococcus aureus na Candida albicans
hyfu pocas tvorby polymikrobialnych biofilmov.

Této interakcia bola sprostredkovana adhezinom C. albicans Als3p (Peters et al. 2012).
Navyse, in vivo stadie pouzitim mySacieho modelu preukazali, ze koinfekcia C. albicans a S.
aureus v ordlnom tkanive viedla k systémovej stafylokokovej infekcii (Schlecht et al. 2015).
Okrem toho, z tychto in vivo poznatkov vyplynulo, Ze uloha Als3p je kI'i¢ova v pociatocnych
stadiach simultannej kolonizacie u zvierat. Kong et al. (2015), prispeli k objasneniu vztahu
medzi C. albicans a S. aureus pocas orofaryngealnej kandidozy (Kong et al. 2015). Z ich zisteni
vyplynulo, zZe primarna ordlna kandid6za predstavuje predispoziciu pre vznik sekundarnej
stafylokokovej infekcie. Tato masivna polymikrobialna infekcia viedla k zvySenej morbidite
a mortalite hostitel'a. Histopatoldgia infikovanych jazykov ukazala invaziu hyf C. albicans
spojenu s hlbokou infiltraciou bakterialnych buniek. Podobne ako v publikacii Slecht et al.
(2015), i Kong et al. (2015), preukazali délezitost’ C. albicans Als3p pocas tvorby dualnych
biofilmov na sliznici jazyka mysi (Kong et al. 2015).

Na druhej strane, okrem symbiotického spravania, existuje i antagonisticky vzt'ah medzi
niektorymi mikroorganizmami. Typickym prikladom je interakcia medzi C. albicans a Gram
negativnou baktériou Pseudomonas aeruginosa (Fourie et al. 2016). Zistilo sa, ze P. aeruginosa

po adherencii na C. albicans produkuje toxické zlu¢eniny fenazinu a homoserin laktony, ktoré
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zabranuju morfogenéze kvasiniek, ¢o ma za nasledok usmrtenie bunky (Morales et al. 2010).
V gastrointestindlnom trakte bol pozorovany antagonizmus medzi C. albicans a Enterococcus
faecalis (Donskey 2004). Napokon, Lactobacillus spp. (Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus plantarum a Lactobacillus reuteri) inhibovali tvorbu
hyf a biofilmu Candida spp. vo vulvovaginalnom prostredi (Jang et al. 2019).

Terapia polymikrobiélnych infekcii asociovanych s biofilmom je extrémne t'azka najma
z dévodu druhovej heterogenity a synergickych medzidruhovych interakcii. Vysledky Harriott
a Noverr (2009), preukazali az 1000-krat nasobnti odolnost’ buniek S. aureus proti antibiotiku
vankomycinu pocas tvorby biofilmu s C. albicans v porovnani s planktonickymi bunkami
(Harriott and Noverr 2009). Pocas C. albicans — S. aureus dualnych biofilmov boli bakterialne
bunky pokryté silnou vrstvou extracelularneho polymérneho materialu, ktory znemoznil
prienik vakomycinu k bunkdm S. aureus (Harriott and Noverr 2009). Daliie stadie
charakterizovali fungalny polysacharid $-1,3-glukan ako hlavnu zlozku extracelularnej matrix
braniacu prieniku vankomycinu do $truktiry biofilmu (Kong et al. 2016). Okrem toho, Kong et
al. (2017), identifikovali farnesol, znamu ,,quorum sensing* molekulu, ktora spdsobila zvySenu
expresiu génov kodujucich efluxné pumpy, ¢o viedlo k ,,vypumpovaniu® terapeutika von
Z bakterialnych buniek pocas C. albicans — S. aureus duélnych biofilmov (Kong et al. 2017).
Dolezitt Gilohu pre integritu a udrzbu stafylokokovych biofilmov zohrava prave extracelularna
DNA (eDNA). V skuto¢nosti, eEDNA a polysacharidovy intracelularny adhezin (polysaccharide
intercellular adhesin — P1A) predstavuju hlavné komponenty extracelularnej matrix biofilmov
S. aureus (Pammi et al. 2013). Vysledky Vila et al. (2021), preukézali, ze natravenie C.
albicans — S. aureus dualnych biofilmov enzymom DNaza | a nasledné osetrenie buniek
vankomycinom viedlo k spristupneniu distribdcie antibiotika a citlivosti bakterialnych buniek
voci tomuto terapeutiku (Vila et al. 2021).

Tieto zistenia naznacuju, Ze proces interakcie C. albicans a S. aureus je zlozity a
multifaktorialny. Buduce Stadie by sa preto mali zamerat’ na navrh vhodnych zvieracich
modelov na preskimanie vplyvu medzidruhovych interakcii na hostitel'a, najmé ak zahtfiaju

komenzalne druhy s vysokym patogénnym potencialom.

B. Protokol ¢. 1: Priprava C. albicans — S. aureus dudalnych biofilmov

v polyuretdnovych katétroch

Pomaocky
e C. albicans SC5314
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e Staphylococcus aureus USA300

e 24 —jamkova platnicka s plochym dnom

e Polyuretanovy katéter, ktory je sucast’ou centralneho ven6zneho katétra (Multi-Lumen
Central Venous Catheterization Set with Blue FlexTip® Catheter, CV-15703, Arrow
International Reading, USA)

e Fetalne bovinne sérum (99 %)

e 1xPBS

o Sterilna destilovana voda

e YPD médium

e RPMI 1640 — MOPS médium

e 0,6 x TSB médium s pridavkom glukdzy (0.2 %) (TSBg)

e YPD Petriho misky

e TSB agarové platne

e Etanol (96 %)

e Zbernd nadoba na tekuty a tuhy odpad

e Skalpel
e Pinzeta
e Pravitko
e Pipety

e Falkonové skimavky (50 ml)

e Eppendorf skimavky (1,5 ml a 2 ml)

e Sterilné Spicky (10 ul, 100 ul, 1000 ul)
o Kyvety

e Birkerova komorka

o \ortex

e Termostat

e Centrifiga

e Nadoba s 'adom

Pracovny postup
1) Celono¢nu kultaru S. aureus USA300 pripravime prenesenim jedného ocka baktérii do 0,6
x TSB média s pridavkom glukdzy (TSBg).

2) Inkubujeme pri 37 °C za staleho trepania.
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3) C. albicans SC5314 pripravime inkubovanim v YPD médiu pri 37 °C, O/N.

4) 24 h pred experimentom pripravime polyuretanové katétre (1 cm kusky) a vlozime do
Eppendorf skamavky (2 ml).

5) Pridame fetalne bovinne sérum a skumavku jemne vortexujeme aby prislo k distribdcii séra
do jednotlivych limenov. Priddme eSte par kvapiek séra aby katétre boli ponorené
v roztoku.

6) Katétre inkubujeme pri 37 °C, O/N, staticky.

7) Celono¢nu kultaru baktérii zriedime 1:100 v TSBg médiu a nechame inkubovat’ pri teplote
37 °C, 3 h za staleho trepania. Tento krok sltzi na dosiahnutie exponencialneho rastu S.
aureus.

8) Podobne ako bakterialne bunky, kvasinky riedime 1:100 v YPD médiu a inkubujeme pri 30
°C, 3 h za staleho trepania.

9) Baktérie i kvasinky prenesieme do falkonov a centrifugujeme (5 000 rpm) pri izbovej
teplote.

10) Supernatanty vylejeme do zbernej nadoby a pelet rozpustime v25 ml 1 x PBS a opat’

premyjeme. Tento krok opakujeme dvakrat.

11) Po poslednom premyvani odsajeme prebytocné PBS a bunky rozpustime v 2 ml 1 x PBS.

12)C. albicans iS. aureus bunky riedenie 1:10 v kyvetaich a meriame ODsoo
spektrofotometrom. Z naSich predchadzajicich experimentov vieme, Zze ODeoo 1.0 C.
albicans odpoveda 1x 107 buniek/ml, kdezto rovnaké ODeoo S. aureus predstavuje 1x 108
buniek/ml.

13) Nasledne si pripravime suspenziu kvasiniek (5 x 10* buniek/ml) a baktérii (5 x 10
buniek/ml) v RPMI 1640 — MOPS médiu.

14) Katétre inkubované vo fetalnom bovinnom sére prenesieme do 24-jamkovej platnicky ako

je uvedené nizSie na obrazku ¢. 9.
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Obrazok ¢. 9. Priprava 24 jamkovej polystyrénovej platni¢ky pre tvorbu C. albicans SC5314
aS. aureus USA300 mono species aC. albicans — S. aureus duélnych biofilmov
V polyuretanovych katétroch. Z1té prazky reprezentuju katétre.

15) Pre mono species biofilmy prenesieme 500 pl uvedenej suspenzie kvasiniek alebo baktérii
ku katétrom a pridame 500 pl RPMI 1640 — MOPS média (zohriate na izbovu teplotu).

16) V pripade duélnych biofilmov prenesieme 500 pl kvasiniek + 500 pl baktérii k jednotlivym
katétrom.

17) Katétre zatlatime jemne na dno jamiek.

18) Takto pripravené vzorky inkubujeme pri 37 °C, 90 min, staticky (periéda adherencie).

19) Aspiraciou odstranime okolité médium a davame vel’ky pozor aby neprislo ku kontaminacii
mono species biofilmov.

20) Jednotlivé katétre premyjeme pomocou 1 x PBS (1 ml). Katétre uchopime kolmo do
sterilnej pinzety akvapkame PBS priamo na jednotlivé lameny. Prad PBS ma byt
dostato¢ne jemny aby nepri§lo k odplaveniu adherovanych buniek. Tento krok opakujeme
dvakrat.

21) Premyté katétre prenesieme do jamick novej 24 jamkovej polystyrénovej platnicky.
Prebyto¢né 1 x PBS odstranime jemnou aspiraciou z okolia katétrov.

22) K jednotlivym katétrom pridame 1 ml RPMI 1640 — MOPS média (zohriate na izbovu
teplotu).

23) Opit jemne zatla¢ime katétre na dno jamiek.

24) Platni¢ku inkubujeme pri 37 °C, 24 h, staticky (perioda tvorby biofilmu).

25) Nasledne vsetky katétre premyjeme pomocou 1 x PBS (1 ml) ako je uvedené v kroku ¢. 20.

26) Kazdy premyty katéter vlozime do vopred pripravenej Eppendorf skimavky, ktora obsahuje
1ml1xPBS.
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27) Eppendorf skumavky, ktoré obsahuju katéter vlozime do l'adu (zastavenie vsetkych

biologickych procesov) a biofilmy kvantifikujeme pomocou metddy kolonie tvoriacich

jednotiek (colony forming units — CFU).

w

C. Protokol €. 2: Vyhodnotenie tvorby dudlneho biofilmu na zaklade koldnie

tvoriacich jednotiek (CFU)

Pomocky

Eppendorf skimavky s premytymi katétrami (uvedené vyssie)

1 xPBS
YPD Petriho misky
TSB agarové misky

YPD agarové misky s pridavkom vankomycinu (10 mg/L)

TSB agarové misky s pridavkom amfotericinu B (8 mg/L)

70% etanol

Sterilna gaza

Zberna nadoba na tekuty a tuhy odpad
Pinzeta

Eppendorf skamavky (1,5 ml a 2 ml)
Pipety

Sterilné $picky (10 pl, 100 pl, 1000 pl)
Termostat

Vortex

Ultrazvukovy sonikator

Nadoba s 'adom

Pracovny postup

1) Ultrazvukovy sonikator dezinfikujeme pomocou 70 % etanolu na zaciatku experimentu

i pred kazdou vzorkou. Zvysky etanolu odstranime sterilnou gazou.

2) Eppendorf skimavky s jednotlivymi katétrami sonikujeme po dobu 10 s a okamzite

vlozime do l'adu.

3) Nasledne kazdu Eppendorf skimavku vortexujeme 30 s pri vysokych otackach

a vzorky vlozime spét’ do I'adu.
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4)

5)

6)

7)

Pripravime Eppendorf skimavky s desiatkovym riedenim (1:10, 1:100 a 1:1000 pre C.
albicans a 1:10, 1:100, 1:1000, 1:10 000 a 1:100 000 pre selekciu S. aureus).

Original i riedené vzorky (100 ul) prenesieme na pripravené Petriho misky. C. albicans
bunky so single species biofilmov selektujeme na YPD platniach, kdezto biofilm —
tvoriace bunky pochadzajice z dualnych biofilmov vyselektujeme na YPD platniach
s pridavkom vankomycinu (inhibicia rastu S. aureus). Kazdé riedenie vysievame na dve
paralelné misky.

Bakteridlne bunky pochéadzajuce z mono species biofilmov selektujeme na TSB
agarovych miskach. S. aureus biofilm — asociované bunky vysievame na TSB agarové
platne s pridavkom amfotericinu B (inhibicia rastu C. albicans). V pripade selekcie S.
aureus biofilmov vysievame iba nasledujuce riedenia: 1:1000, 1:10 000 a 1:100 000 aby
sme dostali spocitatel'né mnozstvo kolonii na miskach.

Vsetky misky inkubujeme pri 37 °C, 24 h.

Vyhodnotenie

Jednotlivé kolonie spocitame a vysledné hodnoty uvedieme do tabul'ky a prepocitame spolu

s pouzitym riedenim. Znazornime graficky ako logio buniek pomocou GraphPad PRISM

software. Vysledky uvedieme do protokolu.

C. albicans

S. aureus

Neriedena vzorka 1:10 _
(original) : 1:100 1:1000

1:10 000 1:100 000
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C. albicans (CA) mono species biofilmy
1:10 1:100

Pocet Logio Priemer | SD

buniek

Pocet
buniek

Vzorka | Origindl 1:1000

CA

viml

Katéter 1

Katéter 2

Katéter 3

C. albicans — S. aureus (CA/SA) duélne biofilmy, selekcia C. albicans (sel. CA)

Vzorka
CA/SA
sel. CA

Origindl

1:10

1:100

1:1000

Pocet
buniek

Pocet
buniek
viml

Priemer

SD

Katéter 1

Katéter 2

Katéter 3

S. aureus (SA) mono species biofilmy

Vzorka
SA

1:1000

1:10 000

1:100 000

Pocet
buniek

Pocet
buniek
viml

LOglo

Priemer

SD

Katéter 1

Katéter 2

Katéter 3

C. albicans — S. aureus (CA/SA) duélne biofilmy, selekcia S. aureus (sel. SA)

Vzorka
CA/SA
sel. SA

1:1000

1:10 000

1:100 000

Pocet
buniek

Pocet
buniek
viml

Log1o

Priemer

SD

Katéter 1

Katéter 2

Katéter 3

Poznamky




ULOHAC. 4

D. Zoznam pouzitej literatiry

Barraclough K, Hawley CM, McDonald SP, Brown FG, Rosman JB, Wiggins KJ, et al.
Polymicrobial Peritonitis in Peritoneal Dialysis Patients in Australia: Predictors,
Treatment, and Outcomes. Am J Kidney Dis. 2010;55(1):121-31.

Bernard C, Girardot M, Imbert C. Candida albicans interaction with Gram-positive bacteria
within interkingdom biofilms. J Mycol Med. 2020;30(1):100909.

Brogden KA, Guthmiller JM, Taylor CE. Human polymicrobial infections. Lancet.
2005;365(9455):253-5.

Donskey CJ. The role of die intestinal tract as a reservoir and source for transmission of
nosocomial pathogens. Clin Infect Dis. 2004;39(2):219-26.

Falsetta ML, Klein MI, Colonne PM, Scott-Anne K, Gregoire S, Pai CH, et al. Symbiotic
relationship between Streptococcus mutans and Candida albicans synergizes virulence of
plaque biofilms in vivo. Infect Immun. 2014;82(5):1968-81.

Fourie R, Ells R, Swart CW, Sebolai OM, Albertyn J, Pohl CH. Candida albicans and
Pseudomonas aeruginosa interaction, with focus on the role of eicosanoids. Front Physiol.
2016;7(FEB).

Harriott MM, Noverr MC. Candida albicans and Staphylococcus aureus form polymicrobial
biofilms: Effects on antimicrobial resistance. Antimicrob Agents Chemother.
2009;53(9):3914-22.

Hermann C, Hermann J, Munzel U, Richel R. Bacterial flora accompanying Candida yeasts in
clinical specimens. Mycoses. 1999;42(11-12):619-27.

Jang SJ, Lee K, Kwon B, You HJ, Ko GP. Vaginal lactobacilli inhibit growth and hyphae
formation of Candida albicans. Sci Rep. 2019;9(1):1-9.

Kong E, Jabra-Rizk MA. The Great Escape: Pathogen Versus Host. PLoS Pathog.
2015;11(3):1-5.

Kong EF, Kucharikova S, Van Dijck P, Peters BM, Shirtliff ME, Jabra-Rizka MA. Clinical
implications of oral candidiasis: Host tissue damage and disseminated bacterial disease.
Infect Immun. 2015;83(2):604-13.

Kong EF, Tsui C, Kucharikova S, Andes D, Van Dijck P, Jabra-Rizk MA. Commensal
Protection of Staphylococcus aureus against Antimicrobials by Candida albicans Biofilm
Matrix. MBio. 2016 Nov 2;7(5).

Kong EF, Tsui C, Kucharikova S, Van Dijck P, Jabra-Rizk MA. Modulation of Staphylococcus
aureus Response to Antimicrobials by the Candida albicans Quorum Sensing Molecule
Farnesol. Antimicrob Agents Chemother. 2017 Dec 11;61(12).

60



ULOHAC. 4

Lebeaux D, Ghigo J-M, Beloin C. Biofilm-Related Infections: Bridging the Gap between
Clinical Management and Fundamental Aspects of Recalcitrance toward Antibiotics.
Microbiol Mol Biol Rev. 2014;78(3):510-43.

Metwalli KH, Khan SA, Krom BP, Jabra-Rizk MA. Streptococcus mutans, Candida albicans,
and the Human Mouth: A Sticky Situation. PLoS Pathog. 2013;9(10).

Morales DK, Jacobs NJ, Rajamani S, Krishnamurthy M, Cubillos-Ruiz JR, Hogan DA.
Antifungal mechanisms by which a novel Pseudomonas aeruginosa phenazine toxin Kills
Candida albicans in biofilms. Mol Microbiol. 2010 Dec;78(6):1379-92.

Mulani MS, Kamble EE, Kumkar SN, Tawre MS, Pardesi KR. Emerging strategies to combat
ESKAPE pathogens in the era of antimicrobial resistance: A review. Front Microbiol.
2019;10(APR).

Ochieng W, Wanzala P, Bii C, Oishi I, Ichimura H, Lihana R, et al. Tuberculosis and oral
Candida species surveillance in HIV infected individuals in Northern Kenya, and the
implications of tuberculin skin test screening for DOPT-P. East Afr Med J. 2006 Jun
1;82(12).

Pammi M, Liang R, Hicks J, Mistretta TA, Versalovic J. Biofilm extracellular DNA enhances
mixed species biofilms of Staphylococcus epidermidis and Candida albicans. BMC
Microbiol. 2013;13(1):1. Available from: BMC Microbiology

Pathirana RU, McCall AD, Norris HL, Edgerton M. Filamentous non-albicans Candida species
adhere to Candida albicans and benefit from dual biofilm growth. Front Microbiol.
2019;10(MAY):1-12.

Peters BM, Ovchinnikova ES, Krom BP, Schlecht LM, Zhou H, Hoyer LL, et al.
Staphylococcus aureus adherence to Candida albicans hyphae is mediated by the hyphal
adhesin Als3p. Microbiol (United Kingdom). 2012;158(12):2975-86.

Schlecht LM, Peters BM, Krom BP, Freiberg JA, Hansch GM, Filler SG, et al. Systemic
Staphylococcus aureus infection mediated by Candida albicans hyphal invasion of
mucosal tissue. Microbiol (United Kingdom). 2015;161(1):168-81.

Sztukowska MN, Dutton LC, Delaney C, Ramsdale M, Ramage G, Jenkinson HF, et al.
Community development between Porphyromonas gingivalis and Candida albicans
mediated by inlJ and Als3. MBio. 2018;9(2):1-16.

Thein ZM, Seneviratne CJ, Samaranayake YH, Samaranayake LP. Community lifestyle of
Candida in mixed biofilms: A mini review. Mycoses. 2009;52(6):467—75.

Vila T, Kong EF, Montelongo-Jauregui D, Van Dijck P, Shetty AC, McCracken C, et al.

Therapeutic implications of C. albicans-S. aureus mixed biofilm in a murine subcutaneous

61



ULOHAC. 4

catheter model of polymicrobial infection. Virulence. 2021;12(1):835-51.

62



ULOHAC. 5

ULOHA C. 5: STANOVENIE EXPRESIE GENOV POCAS TVORBY CANDIDA
ALBICANS A CANDIDA GLABRATA BIOFILMU KVANTITATIVNOU
POLYMERAZOVOU RETAZOVOU REAKCIOU S REVERZNOU
TRANSKRIPCIOU (RT - qPCR)

A. Teoreticky Uvod.

Vyvoj biofilmu je dynamicky proces, ktory je kontrolovany suborom génov, ktorych
expresia sa mdze menit’ vplyvom roznych faktorov. Pomocou technoldgii rekombinantnej
DNA bolo doposial konstruovanych viacero dele¢nych mutantov, ktori boli podrobeni
skriningu tvorby biofilmu (Desai et al. 2014; Tsui et al. 2016). Navyse, proteomické analyzy
a sledovanie transkripéného profilu génov celého genomu C. albicans (,,genome-wide
transciptional profiling*) prispeli k odhaleniu viacerych génov a proteinov, ktoré su rozdielne
exprimované v planktonickych bunkéach a pocas tvorby biofilmu (Nobile et al. 2012; Lohse et
al. 2018). V roku 2006 bola popisana tilloha transkripéného faktora C. albicans Bcrl, ktory sa
priamo podiel’a na tvorbe biofilmu (Nobile et al. 2006a). C. albicans kmen s deléciou genu
CaBCRL1 (bcrid/beriA) je charakteristicky tvorbou pravych hyf. Avsak schopnost’ tvorby
biofilmu bcrid/beriA je znaéne znizend bez pritomnosti extracelularnej matrix (Nobile and
Mitchell 2005). Navyse CaBCR1 reguluje expresiu adhezinov C. albicans Als3, Alsl, Hwpl
and Ecel, ktoré zohravaju esencialnu tlohu poc¢as adherencie na biotické a abiotické substraty
(Araujo et al. 2017). Avsak, C. albicans kmen s deléciou génu CaALS1 (als/A4/alsA) vytvaral
biofilm v centralno — venéznom modeli s vyuzitim potkana. Podobna situacia nastala s
pouzitim C. albicans als34/als34 mutantného kmena. Napokon, aZz delécia oboch funkénych
alel oboch génov CaALS1 a CaALS3 (als/4/alsA als34/als34) viedla k tvorbe rudimentarneho
biofilmu v in vitro i in vivo podmienkach (Nobile et al. 2008). Pre charakteristicku tvorbu C.
albicans biofilmu je okrem Alsl a Als3 potrebny i povrchovy protein Hwpl (Nobile et al.
2006b). Mutantny kmen C. albicans hwpl4/hwpl4 produkoval iba bazalnu vrstvu biofilmu in
vitro bez pritomnosti velkého poctu hyf. Okrem toho, tento kmen vykazoval defekty v tvorbe
biofilmu in vivo v centrdlno — ven6znom modeli (Nobile et al. 2006b). Podobne ako
adherencia, tvorba biofilmu i produkcia extracelularnej matrix podlieha regulécii na génovej
arovni. Prvé informécie tykajice sa tejto témy priniesli Nobile et al. (2009), popisanim
transkripcného faktora C. albicans Zap1/Csrl, ktory je oznaceny za negativneho regulatora

produkcie extracelularnej matrix (Nobile et al. 2009).
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O niekol’ko rokov neskdér bolo odhalenych devat ,hlavnych“ transkripénych
regulatorov biofilmu C. albicans (Bcrl, Brgl, Efgl, Flo8, Gal4, Ndt80, Rfx2, Robl a Tecl),
ktoré su potrebné pre normalny vyvoj biofilmu v in vitro i in vivo podmienkach (Nobile et al.
2012; Fox et al. 2015). Navyse, Brgl, Efgl, Flo8, Ndt80 a Tecl hraju doleziti ulohu vo
filamentacii C. albicans (Sudbery 2011). Dalsie experimenty zamerané na skimanie profilu
expresie génov C. albicans odhalili komplex transkripénych dréh, ktoré maju za tlohu
kontrolovat’ expresiu jednotlivych regulatorov navzajom, ako i kontrolu viacerych ciel'ovych
génov. Predpoklada sa, ze spominané transkripéné faktory reguluju expresiu viac ako 1000
cielovych génov, z ktorych niektoré su d’al§imi regulatormi transkripcie ¢im poskytujl
rozsiahlu, komplexnu a vzajomne prepojenu siet’ génov zodpovednych za tvorbu biofilmu C.
albicans (Huang et al. 2019). NavySe, okrem vys$$ie uvedenych hlavnych transkripénych
regulatorov, 44 génov podielajucich sa na regulacii transkripcie bolo charakterizovanych.
Deléciou tychto génov sa potvrdila ich tloha pri tvorbe biofilmu C. albicans (Fox and Nobile
2012; Tsui et al. 2016; Rodriguez et al. 2020).

Rovnako ako u C. albicans, iu C. glabrata kontrola adherencie a tvorby biofilmu
prebieha na drovni génov. Esencialnu rolu pri C. glabrata adhézii k plastom, ale aj tkanivovym
kultram zohrava skupina ~ 20 génov patriacich do ,,rodiny“ EPA (D’Enfert and Janbon 2015).
Zvysend expresia CgEPAL bola popisand poc€as prvych §tadii prilnutia buniek k l'udskym
epitelovym bunkam (Castafio et al. 2005). Na druhej strane CQEPAG6 bol upregulovany pocas
vyvoja biofilmu v in vitro podmienkach (Iraqui et al. 2005; Kucharikova et al. 2011). Okrem
toho, zvySena regulacia génov CQEPAG6 a CQEPA3 bola zaznamenana pocas in vivo C.
glabrata biofilmu v subkutannom modeli s vyuzitim potkana (Kucharikova et al. 2015).
Kraneveld et al. (2011), charakterizovali zmeny v kontrole genov CQEPA3, CQEPAG, CgEPA7
a CgEPA22 pocas tvorby biofilmu in vitro v dvoch roznych médiach. Tento fakt poukazuje na
skutocnost’, Ze expresia tychto génov je prisne regulovana v zavislosti od rastovych podmienok
(Kraneveld et al. 2011). Navyse, expresia CJEPA1 a CgEPAG zavisi aj od §tadia rastu. Zatial
¢o upregulacia CgEPAL nastava pocas exponencialneho rastu, zvySena expresia CQEPAG sa
deje v neskorej stacionarnej faze (De Las Pefias et al. 2003). C. glabrata AWP rodina adhezinov
predstavuje d’alSiu skupinu génov podiel'ajucich sa na tvorbe biofilmu (D’Enfert and Janbon
2015). Napriek tomu, Ze ich tloha v procesoch infekcie C. glabrata nie je az tak zndma, gény
CgAWP2, CgAWP3 a CgAWPS5 vykazovali vyssiu expresiu v priebehu in vivo tvorby biofilmu
v porovnani s in vitro (Kucharikova et al. 2015).

Rozdiely v expresii tychto génov poukazuju na skuto¢nost’, ze proces infekcie vel'mi

zavisi od prostredia. Na pochopenie infekcii asociovanych s biofilmom su nevyhnutné d’alsie
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Stadie génov podielajucich sa najmé na tvorbe biofilmu v in vivo podmienkach.

B. Protokol & 1. Izolacia RNA pomocou RiboPure™ - Yeast kit

Pomécky

e C. albicans SC5314 aC. glabrata ATCC2001 planktonické bunky a biofilmy
vytvorené na dne 6 — jamkovej polystyrénovej platnicky

e 1xPBS

e Sterilna Skrabka na odstranenie biofilmu

e Tadovo vychladend sterilnd voda osetrena dietyl pyrokarbonatom (DEPC)

e RNaseZap roztok (Ambion, Life Technologies, USA)

e RiboPure™ — Yeast kit (AM 1926, Ambion, Life Technologies, USA)

e Reverse Transcription System (A3500, Promega, USA)

e 100% Etanol

e Falkonové skimavky (15 ml)

e Eppendorf skimavky (1,5 mla 2 ml)

e Pipety

e Sterilné $picky s filtrom (10 pl, 100 ul, 1000 pl)

e Zberna nadoba na tekuty a tuhy odpad

e \ortex

e Centrifdga s moznostou chladenia (max. otacky 12 000 g)

e Stolny inkubator s moZnost’ou nastavenia teploty 37 °C az 95 °C

e Nadoba s 'adom

Pracovny postup

e Priprava C. albicans a C. glabrata planktonickych a biofilm-tvoriacich buniek

na izolaciu RNA
1) Pripravime si bunky ako je uvedené v ulohe 3, bod B.

2) C. albicans a C. glabrata bunky rozsuspendujeme v RPMI 1640 — MOPS médiu

zohriatom na izbovu teplotu.
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3) Prepocitame na vysledni koncentracia 1 x 107 buniek/ml. Pripravime 8 ml kultiry
buniek C. albicans a 8 ml kultury C. glabrata.

4) Do troch vrchnych jamiek pipetujeme 2 ml/jamka suspenziu kvasiniek C. albicans a do
troch spodnych jamiek pridame 2 ml/jamka buniek C. glabrata.

5) Periodu adherencie docielime inkub&ciou platnic¢ky pri 37 °C, 90 min, staticky.

6) Jednotlivé jamky premyjeme pomocou 1 x PBS (2 ml). Tento krok opakujeme dvakrat.
Po poslednom premyti jemne odstranime zvysky premyvacieho roztoku.

7) Do kazdej jamky pridame 3 ml RPMI 1640 — MOPS média (zohriate na izbovu teplotu).

8) Platnicku inkubujeme pri 37 °C, 24 h, staticky (tvorba biofilmu).

9) 6 — jamkovu platnicku s vytvorenym biofilmom polozime na 'ad aby sme zastavili
vsetky biologické procesy v bunkach.

10) Opatrne odpipetujeme vrchnd vrstvu buniek a prenesieme ju do sterilnej Eppendorf
skumavky (tato vzorka zodpoveda planktonickym bunkam). Vzorky vlozime ihned’do
ladu.

11) Biofilmy vytvorené na dne jamiek premyjeme 2 x pomocou I'adovo vychladenej
sterilnej vody osetrenej DEPC.

12) Nakoniec do kazdej jamky pridame 1 ml vody oSetrenej DEPC.

13) Biofilm-tvoriace bunky zoskrabeme pomocou sterilnej Skrabky a obsah prenesieme do
vopred pripravenych Eppedorf skimaviek. Po poslednom premyti odstranime zvysky
roztoku pipetou.

14) Skimavky vlozime do I'adu. V nasledujucich krokoch pracujeme so vzorkami ako je

uvedené na obrazku ¢. 10.

Vzorka 1. Vzorka 2. Vzorka 3. Vzorka 4.
CA PC CAB CG PC CGB

Obrazok ¢. 10. Vzorky urcené k izolacii RNA. C. albicans planktonické bunky (CA PC), C.
albicans biofilm — tvoriace bunky (CA B), C. glabrata planktonické bunky (CG PC) a C.
glabrata biofilm — asociované bunky (CG B).
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1)

2)

3)

4)
5)

6)
7)

8)

9)

Izolacia RNA pomocou RiboPure™ — Yeast kit (AM 1926, Ambion, Life

Technologies, USA) na zaklade odporucéania vyrobcu s ¢iastoénou modifikaciou

Po cely cas izolacie RNA nosime ochranné rukavice a nedotykame sa zbytocne
predmetov, ktoré by mohli zapricinit’ degradaciu RNA.
Pracovny stol i pipety oSetrime pomocou roztoku RNaseZap, ktory sluzi na
dekontaminé&ciu.
Eppendorf skimavky, ktoré obsahuju planktonicke i biofilm — asociované bunky
centrifugujeme pri 4 °C, 2 min, 12 000 rpm.
Supernatant odstranime vel'mi opatrne pipetou a skimavky vlozime do 'adu.
Lyzu buniek dosiahneme pridanim nasledujucich zloziek:

a. 480 pl lyzaény roztok

b. 48 ul 10 % SDS

c. 480 pl Fenol:Chloroform:1AA
Vortexujeme pri vysokych otac¢kach 15 s.
Cely obsah prenesieme do vopred pripravenych skimaviek (1.5 ml) so skrutkovacim
uzaverom, ktoré obsahuji 750 pl ladovo vychladenych zirkonovych gul'6¢ok (sucast
Kitu).
Centrifugujeme pri RT, 5 min, 14 000 rpm. Pri tomto kroku prichadza k separécii
vodnej fazy, ktora obsahuje RNA a organickej fazy obsahujlicej DNA a proteiny.
Vrchnd, vodna fazu velmi opatrne prenesieme do falkonovych skimaviek a pridame

1,9 ml viazuceho roztoku (binding buffer). Dobre premiesame.

10) Ku kazdej vzorke pridame 1,25 ml 100 % etanolu a premiesame vortexovanim.

11) Takto pripravend zmes (650 pl) prenesieme do vopred pripravenych koloniek

a centrifugujeme pri RT, 1 min, 12 000 rpm. Obsah zbernej nadoby vylejeme a

opakujeme viackrat.

12) Filter kolonky premyjeme pomocou 650 pl premyvacieho roztoku 1 (wash solution 1).

Centrifugujeme pri RT, 1 min, 12 000 rpm a nasledne vylejeme obsah zbernej nadoby.

13) V dalsom kroku premyjeme filter kolonky premyvacim roztokom 2/3 (500 pl, wash

solution 2/3), ktory je sti¢ast'ou Kitu. Tento krok opakujeme 2 x. Obsah zbernej nddoby

opat’ vylejeme.

14) Eppendorf skimavku spolu s kolonkou centrifugujeme pri RT, 1 min, 12 000 rpm. Po

centrifugécii premiestnime kolénku do novej Eppendorf skamavky (2 ml).
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15) Do stredu filtra pridame 50 pl elu¢ného roztoku (elution solution, zohriaty na 95 °C —

1)

2)
3)

4)
5)
6)

7)

8)

C.

100 °C) a centrifugujeme pri RT, 1 min, 12 000 rpm.

e Osetrenie izolovanej RNA pomocou DNizy I (suéast’ RiboPure™ — Yeast Kit,
AM 1926, Ambion, Life Technologies, USA) na zaklade odporicania vyrobcu

s ¢iastoénou modifikaciou

Pripravime zmes (priklad je uvedeny pre 1 vzorku), ktora je zloZena z nasledujucich
komponentov (pracujeme pri RT):

a. 50 pul RNA (izolacia v predchadzajucom kroku)

b. 5 ul 10 x koncentrovany pufor 1

c. 4 plenzym DNézal
Takto pripravend zmes inkubujeme pri 37 °C, 30 min.
K reakcii priddme 6 pl inaktivaéného roztoku (Dnase inactivation reagent), ktory vedie
k inaktivacii DNazy I.
Vortexujeme a nechame stat’ pri RT, 5 min.
Centrifugujeme pri RT, 3 min, 12 000 rpm.
Supernatant obsahujici RNA prenesieme do novej Eppendorf skimavky a vlozime do
ladu.
Koncentraciu RNA  stanovime  spektrofotometricky pomocou NanoDrop™
(ThermoFischer Scientific).

RNA skladujeme pri — 80 °C niekol’ko mesiacov.

Protokol €. 2. Prepis RNA do ¢cDNA pouZitim Reverse Transcription System

Pomébcky

RNA z predchadzajiceho experimentu

Reverse Transcription System (A3500, Promega, USA)
Eppendorf skamavky (1,5 ml a 2 ml)

Pipety

Sterilné Spicky s filtrom (10 pl, 200 pl, 1000 pl)
Zberna nadoba na tekuty a tuhy odpad

Vortex
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Centrifuga (max. otacky 12 000 g)

Stolny inkubator s moznost'ou nastavenia teploty 37 °C az 95 °C (v tomto kroku je
najlepSie mat’ k dispozicii 2 stolné inkubatory)

Nédoba s 'adom

Pracovny postup

1)
2)

3)
4)

5)
6)

7)
8)

Pracujeme podl'a odportcania vyrobcu s ¢iastocnou modifikéciou.

Najskor prenesieme 1 ug RNA do Eppendorf skimavky a inkubujeme pri 70 °C, 10
min.

Vsetky vzorky centrifugujeme pri RT, 30 s. Vzorky vlozime do I'adu.

Pripravime si reakénu zmes, ktord pozostava z nasledujtcich zloziek (priklad udava
pripravu zmesi pre 1 vzorku):

4 ul MgCl:

2 ul pufor reverznej transkripcie (10 x koncentrovany)

2 ul ANTP (10 mM)

0.5 ul inhibitor ribonukleaz

o o

o o

15 U enzym AMYV reverznd transkriptaza
0.5 ug Oligo(dt)1s primer
1 ug RNA

h. Doplnit’ H20 zbavenou nukledz do vysledného objemu 20 pl

Q = o

Takto pripravent reakéntl zmes inkubujeme pri 42 °C, 15 min.

Nasledne vsetky vzorky zohrejeme na teplotu 95 °C po dobu 5 min (tento krok vedie
k inaktivacii enzymu AMV reverznej transkriptazy).

Vsetky vzorky vlozime do I'adu na 5 min.

cDNA skladujeme pri — 20 °C.

. Protokol &. 3. Priprava reakénej zmesi pomocou KAPA SYBR® FAST PCR

Master Mix (2X) Kit.

Pomdcky

cDNA z predchadzajiceho experimentu
KAPA SYBR® FAST gPCR Master Mix (2X) Kit (Kapa Biosystems, USA)

Primer (forward)
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e Primer (reverse)

e 96 —jamkové platnicky pre RT — gPCR

e Eppendorf skimavky (1,5 ml a 2 ml)

e Pipety

e Sterilné $picky s filtrom (10 ul, 100 ul, 1000 pul)

e Zberné nadoba na tekuty a tuhy odpad

e Vortex

e Centrifaga (centrifugéacia 96 — jamkovej platnicky)

e StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied Biosystems)

e Nadoba s 'adom

Pracovny postup
1) Z dévodu senzitivity substratu KAPA SYBR® FAST na svetlo pracujeme v prostredi
kde nie su vzorky vystavené priamemu slnecnému ziareniu. Taktiez vzorky su
umiestneneé v l'ade.

2) Primery (tabul'ka ¢. 2) riedime na vyslednd koncentraciu 10 pM.
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Tabul’ka ¢. 2. Sekvencie primerov pouzitych pri RT qPCR.

Primer Sekvencia primeru (5'—3") Citacia

fwd | CTCTTCTGGTAGAACCACCGGTAT .

CaACT1 (Ricicova et al. 2010)
rev | TAAAGAGA AACCAGCGTAAATTGGA
fwd | TTCTCATGAATCAGCATCCACAA

CaALS1 (Green et al. 2005)
rev CAGAATTTTCACCCATACTTGGTTTC

CaALS3 fwd | AATGGTCCTTATGAATCACCATCTACTA
rev | GAGTTTTCATCCATACTTGATTTCACAT (Green etal. 2005)
fwd | CTGCTCACTCAACTTCAATTGTCG 5

CaEAP1 (Ricicov4 et al. 2010)
rev. | GAACACATCCACCTTCGGGA
fwd | CGCTTTGGACTTCGAACAAGAA

CgACT1 (Kucharikova et al. 2015)
rev GTTACCGATAGTGATGACTTGAC
fwd | AGCGTAATCAAGGAAACCAAAGA

CgEPAl (Kucharikova et al. 2015)
rev CATTTGAGTGTGTTTGTTTGATGTG
fwd | TCCAAGCAAAACAACTTTTCCA

CgEPA3 (Kucharikova et al. 2015)
rev CGAAGCTTTACCCTTGTACTCTGA
fwd | TGATTATTTGAAATCAGGATCGAATC

CgEPAG (Kucharikova et al. 2015)

rev | TGTCATTGTCAATGGTGTACGATAG

Ca — Candida albicans
Cg — Candida glabrata
fwd — forward primer

[ev —reverse primer

3) Najskor pripravime reakén zmes (priprava pre 1 vzorku je uvedend nizsie v tabul’ke ¢.

3), ktora vedie k vytvoreniu relativnej standardnej krivky s presne stanovenou

koncentraciou cDNA (50 ng, 10 ng, 2 ng, 0.4 ng a 0.05 ng) nami vybranej vzorky.
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Tabulka ¢&. 3. Priprava reakénej zmesi pre vzorky relativnej standardnej krivky.

Zlozka reakénej zmesi Mnozstvo
gPCR Master Mix (2 x) 5ul
Primer (10 uM, forward) 0.2 ul
Primer (10 uM, reverse) 0.2 ul
cDNA 50 ng/10 ng/2 ng/ 0.4 ng/0.05 ng
Ultra ¢ista voda doplnit’ do vysledného objemu 10 pl

4) V nasledujucom kroku pripravime reakénu zmes pre ostatné Studované vzorky

(priprava pre 1 vzorku je uvedena v tabulke ¢. 4).

Tabulka ¢. 4. Priprava reak¢nej zmesi pre studované vzorky.

Zlozka reakénej zmesi Mnozstvo
gPCR Master Mix (2 x) 5ul
Primer (10 uM, forward) 0.2 ul
Primer (10 UM, reverse) 0.2 ul
cDNA 2 ul
Ultra ¢ista voda doplnit’ do vysledného objemu 10 pl

5) Reakenl zmes pipetujeme do 96 — jamkovej platni¢ky pre RT — qPCR (obrazok ¢.9 a
obrazok ¢.10). Kazda vzorka je pipetovand trojmo ako je uvedené na obrazku ¢&. 9
a10.V kazdej platnicke musi byt pritomnad negativha kontrola, kde namiesto

Studovanej vzorky pipetujeme sterilna H20).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 50 ng 50 ng 50 ng 10 ng 10 ng 10 ng 2ng 2ng 2ng 0.4 ng 0.4 ng 0.4 ng
CaACT1 | CaACT1 | CaACT1 | CaACT1 | CaACT1l | CaACT1 | CaACT1 | CaACT1l | CaACT1 | CaACT1l | CaACT1 | CaACT1
B 0.05 ng 0.05 ng 0.05 ng CAPC CAPC CAPC CAB CAB CAB H20 H0 H0
CaACT1 | CaACT1 | CaACT1l | CaACT1 | CaACT1l | CaACT1l | CaACTl1 | CaACTl | CaACTl1 | CaACT1l | CaACT1l | CaACT1
C 50 ng 50 ng 50 ng 10 ng 10 ng 10 ng 2ng 2ng 2ng 0.4 ng 0.4 ng 0.4 ng
CaALS1 | CaALS1 | CaALS1 | CaALS1 | CaALS1 | CaALS1 | CaALS1 | CaALSl | CaALS1 | CaALSl | CaALSl1 | CaALS1
D 0.05 ng 0.05ng 0.05ng CAPC CAPC CAPC CAB CAB CAB H20 H20 H20
CaALS1 | CaALS1 | CaALS1 | CaALS1 | CaALS1 | CaALS1 | CaALS1 | CaALSl | CaALS1 | CaALSl | CaALSl1 | CaALS1
E 50 ng 50 ng 50 ng 10 ng 10 ng 10 ng 2ng 2ng 2ng 0.4 ng 0.4 ng 0.4 ng
CaALS3 | CaALS3 | CaALS3 | CaALS3 | CaALS3 | CaALS3 | CaALS3 | CaALS3 | CaALS3 | CaALS3 | CaALS3 | CaALS3
F 0.05 ng 0.05 ng 0.05 ng CAPC CAPC CAPC CAB CAB CAB H20 H20 H20
CaALS3 | CaALS3 | CaALS3 | CaALS3 | CaALS3 | CaALS3 | CaALS3 | CaALS3 | CaALS3 | CaALS3 | CaALS3 | CaALS3
G 50 ng 50 ng 50 ng 10 ng 10 ng 10 ng 2ng 2ng 2ng 0.4 ng 0.4 ng 0.4 ng
CaEAP1 | CaEAPl1 | CaEAP1 | CaEAPl1 | CaEAP1 | CaEAPl1 | CaEAP1 | CaEAP1l | CaEAP1 | CaEAP1 | CaEAPl1 | CaEAP1l
H 0.05ng 0.05ng 0.05ng CAPC CAPC CAPC CAB CAB CAB H20 H20 H20
CaEAP1 | CaEAPl1 | CaEAP1 | CaEAPl1 | CaEAP1l | CaEAPl1 | CaEAP1 | CaEAPl | CaEAP1 | CaEAP1l | CaEAPl1 | CaEAP1

Obrazok ¢. 9. Schématické zndzornenie pripravy 96 — jamkovej platni¢ky pre Studovanie
expresie génov C. albicans metédou RT — qPCR. C. albicans planktonické bunky (CA PC), C.

albicans biofilm — tvoriace bunky (CA B). Sterilna voda slizi ako negativna kontrola.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 50 ng 50 ng 50 ng 10 ng 10 ng 10 ng 2ng 2ng 2ng 0.4 ng 0.4 ng 0.4 ng
CgACT1 | CgACT1 | CgACT1l | CgACT1l | CgACT1l | CgACT1 | CgACT1 | CgACT1l | CgACT1 | CgACT1l | CgACT1 | CgACT1
B 0.05 ng 0.05 ng 0.05 ng CGPC CGPC CGPC CGB CGB CGB H20 H20 H20
CgACT1 | CgACT1 | CgACT1 | CgACT1 | CgACT1l | CgACT1 | CgACT1 | CgACT1l | CgACT1 | CgACT1l | CgACT1 | CgACT1
C 50 ng 50 ng 50 ng 10 ng 10 ng 10 ng 2ng 2ng 2ng 0.4 ng 0.4 ng 0.4 ng
CgEPALl | CgEPAl | CgEPAl | CgEPAl | CgEPAl | CgEPAl | CgEPAl | CgEPAl | CgEPAl | CgEPAl | CgEPAl | CgEPAl
D 0.05ng 0.05ng 0.05ng CGPC CGPC CGPC CGB CGB CGB H20 H20 H20
CgEPALl | CgEPAl | CgEPAl | CgEPAl | CgEPAl | CgEPAl | CgEPAl | CgEPAl | CgEPAl | CgEPAl | CgEPAl | CgEPAl
E 50 ng 50 ng 50 ng 10 ng 10 ng 10ng 2ng 2ng 2ng 0.4 ng 0.4 ng 0.4 ng
CgEPA3 | CgEPA3 | CgEPA3 | CgEPA3 | CgEPA3 | CgEPA3 | CgEPA3 | CgEPA3 | CgEPA3 | CgEPA3 | CgEPA3 | CgEPA3
F 0.05 ng 0.05 ng 0.05 ng CGPC CGPC CGPC CGB CGB CGB H20 H0 H0
CgEPA3 | CgEPA3 | CgEPA3 | CgEPA3 | CgEPA3 | CgEPA3 | CgEPA3 | CgEPA3 | CgEPA3 | CgEPA3 | CgEPA3 | CgEPA3
G 50 ng 50 ng 50 ng 10 ng 10 ng 10 ng 2ng 2ng 2ng 0.4 ng 0.4 ng 0.4 ng
CygEPA6 | CgEPA6 | CgEPA6 | CgEPA6 | CgEPA6 | CgEPA6 | CgEPA6 | CgEPA6 | CgEPA6 | CgEPA6 | CgEPA6 | CgEPA6
H 0.05 ng 0.05ng 0.05 ng CGPC CGPC CGPC CGB CGB CGB H20 H20 H20
CygEPA6 | CgEPA6 | CgEPA6 | CgEPA6 | CgEPA6 | CgEPA6 | CYgEPA6 | CgEPA6 | CgEPA6 | CYgEPA6 | CgEPA6 | CgEPA6

Obrazok ¢&. 10. Schéma pripravy 96 — jamkovej platni¢ky pre stanovenie expresie génov C.
glabrata metdédou RT — gPCR. C. glabrata planktonické bunky (CG PC), C. glabrata biofilm
— tvoriace bunky (CG B). Sterilna voda slGzi ako negativna kontrola.

6) Na takto pripravené platnicky prilepime adhezivnu f6liu a centrifugujeme pri nizkych

otaCkach 30 s. Vlozime do StepOnePlus Real-Time PCR cyklera a nastavime

podmienky reakcie ako je uvedené v tabul’ke ¢. 5:
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Tabulka ¢. 5: Nastavenie podmienok reakcie pre RT — qPCR.

Krok Nazov cyklu °C cas Pocet .
opakovani
1. Pociatocna 95 5 min 1x
denaturacia
Denaturacia 95 10s
2. Anelécia primerov 60 30s 40 x
Polymerizacia 72 20s
95 5s
3. Krivka topenia 65 1_m|r) -
97 kontinualne
cyklus/ °C
4. Chladenie 4 - -

E. Vyhodnotenie vysledkov Real-Time PCR pomocou metody AAct.

Po ukonceni reakcie sledujeme hodnoty Ct (cycle treshold). Je dolezité si uvedomit’, Ze ¢im je

hodnota Ct niz$ia, tym viacej bolo do reakcie dodanej templatovej DNA, a naopak. Ct hodnota

je hlavny daj s ktorym sa pracuje pri vypoctoch a pri stanoveni expresie.

Relativnou

kvantifik&ciou sa porovndva hladina expresie génu v Studovanej vzorke k expresii génu

Vv kontrolnej vzorke. Pri pouziti tejto metddy, musi prist’ k tzv. normalizacii, to znamena

porovnanie expresie sledovaného génu k expresii ,,housekeeping™ génu, v nasom pripade

CaACT1 alebo CgACT1. Ratio (oznatené R — relative quantity) udava relativnu zmenu

expresie a predstavuje nasobok zmeny expresie cielového génu medzi kontrolou a cielovym

génom. Vypocet expresie je uvedeny nizsie:

Poznamky

A Ctiestovana vzorka = thiel’ovy gén — Cthousekeeping gén

AACt = A Cttestovana vzorka — A Ctkontrolna vzorka

R = 2-AACt
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VSEOBECNA CAST

ZASADY BEZPECNOSTI PRI PRACI V MIKROBIOLOGICKOM LABORATORIU

Pred vstupom do laboratoria a pred zacatim samostatného cviCenia sa musia Studenti
oboznamit’ so vSeobecnymi zasadami, ktoré musia striktne dodrZiavat pocas cvicenia
v mikrobiologickom laboratdriu! V pripade zlého spravania pocas cvi¢enia mdze vyuéujuci

vykazat’ daného Studenta z cvienia bez mozZnosti nahrady.

e Pred vstupom do laboratéria si kazdy Student oblecie laboratorny plast, ktory musi
byt’ zapnuty pocas celého cvicenia.

e V laboratodriu je striktné zakdzané jest’ a konzumovat’ napoje!

e DIh¢ vlasy musia byt zviazané aby nepri$li do kontaktu s chemikaliami, pripadne
infek¢nym materialom.

e Pocas cviCenia maju Studenti na o¢iach ochranné laboratorne okuliare.

e Ak ma Student nejaky zdravotny problém, napriklad ekzém na rukéch, zacervenanie
pokozky, alergia na niektory material (latex, vinyl)... ihned’ to oznami pedagdgovi,
ktory vedie dané cvicenie.

e Pocas prace s materidlom v laboratériu maju Studenti na rukach rukavice. V pripade
roztrhnutia rukavic, alebo kontaminacie student okamzite vyhodi rukavice a zoberie
si nové. Kontaminované rukavice musia byt vhodené do ¢ervenych plastovych vriec.

e V priebehu praktického cvicenia Studenti odkladaji kontaminovany material do
nadob na to urenych, pripadne do Cervenych plastovych vriec. V pripade ak maju
pochybnosti do akych nadob sa odkladd kontaminovany materidl ihned’ kontaktuju
vyucujuceho.

e Ak pride krozbitiu laboratorneho skla alebo pomoécok tak Student to oznami
vyucujicemu.

e Vpripade poranenia pocas cvicenia treba ihned kontaktovat vyucujuceho
zodpovedného za cvicenie.

e Kontaminovany tekuty material sa nikdy nevylieva do umyvadla!

o Pipetovanie Ustami je striktne zakazané.

e Pocas cvicenia si Studenti nevkladaju pera, ceruzky ani iné predmety do Ust.

e Studenti pracuju v skupinach po dvoch, maximalne troch $tudentov.
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Ak maju Studenti otazky pocas cvicenia tak kontaktuju vyucujiceho a nevyrusuju
spoluziakov.

Po skonceni cviCenia Studenti upracu laboratorny stél na ktorom pracovali
a dekontaminuj ho pouZitim 70% etanolu.

Pri odchode si Studenti umyju ruky antibakteridlnym mydlom.
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LABORATORNE KMENE

NAZOV

REFERENCIA

Candida albicans SC5314

(Gillum et al. 1984)

Candida glabrata ATCC2001

American Type Culture Collection

Candida tropicalis ATCC750

(Barchiesi et al. 2000)

Candida dubliniensis CCY 29-177-1

(Melkusové et al. 2005)

Staphylococcus aureus USA300

(Tenover and Goering 2009)
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and epidemiology. J Antimicrob Chemother. 2009;64(3):441-6.
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POSTUPY PRE PRIPRAVU ROZTOKOV

Sterilna destilovana voda
e Destilovanavodal L

e Autoklavovat pri teplote 120 °C, tlaku 120 kPa, 20 mintt

Sterilna destilovana voda oSetrena dietyl pyrokarbonatom (DEPC)
e Destilovana voda 1 L
e Pridat 0.1% v/v DEPC
e Inkubacia pri 37 °C, cez noc

e Autoklavovat pri teplote 120 °C, tlaku 120 kPa, 15 minut

Sterilny fyziologicky roztok (0,9%o)
e 0.9% (w/v) NaCl
e Rozpustit’ v destilovanej vode

e Autoklavovat pri teplote 120 °C, tlaku 120 kPa, 20 mintt

40% glukoza
e 40 % (w/v) glukdza
e Rozpustit’ v destilovanej vode
e Autoklavovat pri teplote 120 °C, tlaku 120 kPa, 20 minut

¢ Po autoklavovani poriadne premiesat’

10 x PBS (phosphate buffered saline)
e 2g/LKCI
e 80 g/L NaCl
e 144 g/L Na2HPO4
o 2,4 g/L KH2POs
e Rozpustit' v 1 L destilovanej vody
e Upravit pHna7,2
e Autoklavovat pri teplote 120 °C, tlaku 120 kPa, 20 minut

¢ Po autoklavovani poriadne premiesat’
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POSTUPY PRE PRIPRAVU ANTIBIOTIK A ANTIFUNGALNYCH LATOK

V tejto Casti st uvedené postupy pre pripravu zasobnych roztokov jednotlivych antibiotik

a antimykotik. Priprava pracovnych roztokov je uvedenad Specificky v kazdom cviceni.

Vankomycin (Vankomycin ziskany zo Streptomyces orientalis, Merck, Slovensko)
e Prasok vankomycinu (100 mg) rozpustit' v 2 ml sterilnej destilovanej vody
e Poriadne premiesat’
e Pripravit aliquoty (kazda 50 ul)
e Zamrazit pri teplote -20 °C

e Porozmrazeni aliquoty prebyto¢ny roztok vyhodit

Amfotericin B (Amfotericin B ziskany zo Streptomyces sp., Merck, Slovensko)
e PraSok amfotericinu B (100 mg) rozpustit’ v 2 ml sterilnej destilovanej vody
e Poriadne premiesat’
e Pripravit aliquoty (kazda 50 pl)
e Zamrazit pri teplote -20 °C

e Po rozmrazeni aliquoty prebytoény roztok vyhodit’

Flukonazol (Merck, Slovensko)
e Prasok flukonazolu (100 mg) rozpustit’ v 2 ml dimetylsulfoxidu (DMSO)
e Poriadne premiesat’
e Pripravit aliquoty (kazda 50 pl)
e Zamrazit pri teplote -20 °C

e Po rozmrazeni aliquoty prebytoény roztok vyhodit’

Kaspofungin — Cancidas (Merck Sharp & Dohme B.V., Holandsko)
e Préasok kaspofunginu (50 mg) rozpustit’ v 2 ml dimetylsulfoxidu (DMSO)
e Poriadne premiesat’
e Pripravit aliquoty (kazda 20 pl)
e Zamrazit pri teplote -20 °C

e Porozmrazeni aliquoty prebyto¢ny roztok vyhodit’
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POSTUPY PRE PRIPRAVU MEDII

Sabouraud dextrose agar

65 g/L Sabouraud agar
Rozpustit’ v 1 L destilovanej vody
Autoklavovat pri teplote 120 °C, tlaku 120 kPa, 15 minat

Po autoklavovani poriadne premiesat’

Tekuté YPD (yeast peptone dextrose) médium

10 g/L Kvasni¢ny autolyzat

20 g/L Bakteriologicky pepton

Rozpustit' v 1 L destilovanej vody

Autoklavovat pri teplote 120 °C, tlaku 120 kPa, 20 minut

Pridat’ 2 % (w/v) gluk6zu do média po autoklavovani a poriadne premiesat’

YPD agar

10 g/L Kvasni¢ny autolyzat

20 g/L Bakteriologicky pepton

15 g/L Granulovany agar

Rozpustit’ v 1 L destilovanej vody

Autoklavovat pri teplote 120 °C, tlaku 120 kPa, 20 minut

Pridat’ 2 % (w/v) glukdzu do média po autokladvovani a poriadne premiesat’

YPD agar s pridavkom vankomycinu

10 g/L Kvasni¢ny autolyzat

20 g/L Bakteriologicky pepton

15 g/L Granulovany agar

Rozpustit’ v 1 L destilovanej vody

Autoklavovat pri teplote 120 °C, tlaku 120 kPa, 20 minut

Pridat’ 2 % (w/v) glukdzu do média po autokladvovani a poriadne premiesat’
Ochladit’ takto pripravené médium na priblizne 40 °C

Pridat’ vankomycin — vysledna koncentracia 10 mg/L

Poriadne premiesat’
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0,6 x TSB (tryptic soy broth) médium s pridavkom glukozy
e 16,5 g/L Bacto Tryptic Soy Broth bez pridavku dextrozy
e Rozpustit' v 1 L destilovanej vody
e Autoklavovat pri teplote 120 °C, tlaku 120 kPa, 15 minut

e Pridat’ 0,2 % (w/v) glukozu do média po autoklavovani a poriadne premiesat’

TSB agar
e 27 g/L Bacto Tryptic Soy Broth bez pridavku dextrozy
e 15 g/L Granulovany agar
e Rozpustit' v 1 L destilovanej vody
e Autoklavovat pri teplote 120 °C, tlaku 120 kPa, 15 minut

e Pridat’ 2 % (w/v) glukozu do média po autoklavovani a poriadne premiesat’

TSB agar s pridavkom amfotericinu B

e 27 g/L Bacto Tryptic Soy Broth bez pridavku dextrozy

e 15 g/L Granulovany agar

e Rozpustit' v 1 L destilovanej vody

e Autoklavovat pri teplote 120 °C, tlaku 120 kPa, 15 minut
e Pridat’ 2 % (w/v) glukozu do média po autoklavovani a poriadne premiesat’
e Ochladit’ takto pripravené médium na priblizne 40 °C
e Pridat’ amfotericinB — vysledna koncentracia 8 mg/L

e Poriadne premiesat’

RPMI 1640 - MOPS médium (Roswell Park Memorial Institute medium)

e 10,4 g praskového RPMI-1640 média (s obsahom glutaminu a fenolovej ¢ervene, bez
pridavku bikarbonatu)

e Rozpustit’ za staleho miesania v 900 ml destilovanej vody

e Pridat 34,53 g MOPS (kyselina 3-(N-morfolino) propansulfonovd) — vysledna
koncentracia 0,165 mol/L

e Upravit’ pH na 7.0 pomocou NaOH za staleho miesania

e Pridat’ 100 ml destilovanej vody

e Sterilizovat’ filtraciou pomocou FAST PES filtrovacej jednotky uréenej pre vacsie
objemy
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RPMI 1640-MOPS agar

Priprava tohto média spoc¢iva v dvoch krokoch a to nasledovne:

Krok A

e 529 praskového RPMI-1640 média (s obsahom glutaminu a fenolovej ¢ervene, bez

pridavku bikarbonatu)

e Rozpustit’ za staleho miesania v 450 ml destilovanej vody

e Pridat 17,3 g MOPS (kyselina 3-(N-morfolino) propéansulfénovd) — vysledna

koncentracia 0,165 mol/L

e Upravit' pH na 7.0 pomocou NaOH za stadleho miesania

e Pridat’ 50 ml destilovanej vody

e Sterilizovat’ filtrdciou pomocou FAST PES filtrovacej jednotky uréenej pre vacsie

objemy

Krok B

20 g/L glukéza

15 g/L Granulovany agar

Rozpustit’ v 500 ml destilovanej vody

Upravit' pH na 7.0 pomocou NaOH za staleho miesania
Autoklavovat pri teplote 120 °C, tlaku 120 kPa, 15 minut
Nechame vychladnit’ na priblizne 45 °C — 50 °C

Nasledovne zmieSame zlozku A so zlozkou B aseptickym spdsobom. Dobre premieSame

a vylejeme na Petriho misky. Nechame stuhnut’ a skladujeme v chladni¢ke pri teplote 4 °C.
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ZOZNAM SKRATIEK

AMB
AMV
CFU
CLSI

CSLM

Ct

DEPC
DMSO
eDNA
EUCAST

IAA
KCI
KH2PO4

MIC

min

MFC

mg

ml
MOPS
NazHPO4
NaCl
NaOH
NCCLS

PBS
PIA
R

Amfotericin B

Virus vtacej myeloblastozy (Avian Myeloblastosis Virus)

Koldnie tvoriace jednotky (colony forming units)

Institut pre klinické a laboratorne Standardy (Clinical Laboratory Standards
Institute)

Konfokalna Skenovacia Laserova Mikroskopia (Confocal Scanning Laser
Microscopy)

Cycle treshold

Dietyl pyrokarbonat

Dimetylsulfoxid

Extracelularna DNA

Eurdpsky vybor pre testovanie antimikrobialnej citlivosti (European Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing)

Hodina

ilsoamyl alkohol

Chlorid draselny

Dihydrogénfosfore¢nan draselny

Liter

Minimalna inhibi¢na koncentracia

Minuta

Minimalna fungicidna koncentréacia

Miligram

Mililiter

Kyselina 3-(N-morfolino) propansulfénova

Dis6diumhydrogén fosfat

Chlorid sodny

Hydroxid sodny

Narodny vybor pre klinické laboratorne Standardy (National Committee for
Clinical Laboratory Standards)

Phosphate buffered saline

Polysacharidovy intracelularny adhezin (polysaccharide intercellular adhesin)

Relative quantity
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rpm
RPMI

RT

RT - gPCR
S

SD

SEM

TSB

VAN
YPD
XTT

Otacky za minutu

Roswell Park Memorial Institute medium

Izbova teplota

Kvantitativna polymerazova ret'azova reakcia s reverznou transkripciou
Sekunda

Smerodajné odchylka

Skenovacia Elektronova Mikroskopia (Scanning Electron Microscopy)
Tryptic soy broth

Jednotka (unit)

Vankomycin

Yeast peptone dextrose

Sédium hydrat kyseliny 3"-[1- (fenylaminokarbonyl)- 3,4- tetrazolium]-bis (4-

metoxy-6-nitro) benzensulfonovej)
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