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SOUHRN

Dermatofyty jsou mikroskopické vlaknité houby zptisobujici ¢asté infekce kiize a koznich adnex. Jejich identifikace byla do
nedévné doby provadéna pouze podle morfologickych charakteristik. Ta je vSak velmi zdlouhava a vyzaduje zna¢né zkuse-
nosti. V poslednich letech se v identifikaci dermatofytt za¢ina uplatiiovat MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption/
ionization time-of-flight) hmotnostni spektrometrie (MS). U vlaknitych hub je nutné, kvuli jejich komplexni morfologii
a pozadavkim na kultivaci, pouzit odli$né postupy zpracovani kultury. Tato prace se zabyva srovnanim MALDI-TOF MS
v identifikaci dermatofytii v porovnani s metodou sekvenace oblasti ITS (Internal Transcribed Spacer) rDNA a konvenc-
nimi metodami. Do studie bylo zahrnuto 81 izolatd dermatofytt ziskanych z klinickych vzorkd. Vysledky MALDI-TOF
MS analyzy se shodovaly s vysledky molekularné genetické identifikace u 75 % izolatt. Metodami klasické identifikace
se podatilo identifikovat pouze 47 % izolati. MALDI-TOF MS lIze tedy povazovat za G¢inny ndstroj rychlé a jednoduché
identifikace dermatofytti v rutinni diagnostické laboratofi.

Kli¢ovd slova: MALDI Biotyper — Nannizzia - Trichophyton

SUMMARY
Identification of Dermatophytes Using MALDI-TOF Mass Spectrometry

Dermatophytes are microscopic fungi causing skin infections and infections of skin adnexa. Their identification is usually
performed by morphological characteristics requiring experienced microbiologists and quiet long turnaround time. In
recent years, matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) has been
introducing to many diagnostic laboratories allowing identification of dermatophytes as well. For that purpose, however,
specific procedures comparing with bacteria and yeasts must be used because of their complex morphology and specific
cultivation requirements. This study is focused on comparison of MALDI-TOF MS-based identification, identification
using DNA sequencing of Internal Transcribed Spacer (ITS) rDNA region and conventional methods. In the study, 81
clinical isolates of dermatophytes were included. MALDI-TOF MS correctly identified 74% of all isolates. Using classical
methods, only 47% of isolates were identified. Thus, MALDI-TOF MS provides a useful tool for identification of those
fungi in routine microbiological laboratories.

Key words: MALDI Biotyper — Nannizzia - Trichophyton
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UvVOoD se stfidaji pohlavni a nepohlavni stadia, pomérné ne-
ptrehlednd. Pro dermatofyty bylo v minulosti navrzeno

Dermatofyty jsou keratinofilni vlaknité houby, zptso- nékolik stovek jmen, ktera byla postupné synonymizo-
bujici infekce keratinizovanych tkani, tj. kiize a koznich vana nebo zcela opusténa. Navic nazvoslovi hub bylo do
adnex (nehtt, vlast a chlupt). Taxonomie dermatofytil nedavné doby dudlni, tzn. Ze pro pohlavni a nepohlavni
je vzhledem k jejich slozitym Zivotnim cyklim, v nichz stadium jednoho organismu byla pouzivana dvé rtzna
250 Ces-slov Derm, 93, 2018, No. 6, p. 205-292



jména. V souvislosti se zavedenim molekularné genetic-
kych metod prosla taxonomie dermatofytd fadou zmén.
V soucasnosti je uznavano asi 60 druht dermatofyti
nélezejicich do rodt Trichophyton (16 druhu), Epider-
mophyton (1 druh), Nannizzia (9 druht), Microsporum
(3 druhy), Lophophyton (1 druh), Arthroderma (21 dru-
hu) a Ctenomyces (1 druh). Pro kazdy druh bylo vybrano
jedno jméno podle pravidel priority [8].

Infekce zptsobené dermatofyty patfi mezi nejéastéj-
81 lidské infekce s celosvétovym rozsifenim. Prevalence
téchto onemocnéni zavisi pfedeviim na klimatickych
a socioekonomickych podminkach. Udéava se, ze mini-
malné jednu epizodu onemocnéni prodéla béhem svého
zivota asi 30 % obyvatelstva v ekonomicky vyspélych ze-
mich, v rozvojovych zemich az 70 % [13].

Z vyse uvedeného je zfejmé, ze dermatovenerologo-
vé a klini¢ti mikrobiologové se ve své praxi s dermato-
fyty setkdvaji pomérné Casto. Prace s dermatofyty s se-
bou viak pfinasi uskali spocivajici v obtiznosti jejich
identifikace. Spravna identifikace je pritom dilezita
jak z hlediska klinického (volba tc¢inného antimykoti-
ka k 1é¢bé), tak zejména z hlediska epidemiologického.
Znalost pivodce umoziuje vyhledani zdroje infekce
a zavedeni epidemiologickych opatfeni branicich $ife-
ni infekce [15].

Identifikace dermatofytt se do neddvné doby zaklada-
la pouze na hodnoceni morfologickych znakd, pripadné
na omezeném spektru biochemickych testt. Tento zpii-
sob identifikace mize byt v nékterych pripadech ¢asové
zdlouhavy a vyzaduje zna¢né zkusenosti klinického mik-
robiologa. Navic neni tento koncept aplikovatelny u aty-
pickych izolatd, se kterymi se u dermatofyta 1ze bézné
setkat. Tyto kmeny neni mozné podle morfologickych
kritérii presné klasifikovat, a tak jsou ¢asto identifikova-
ny pouze do rodu [14]. Nepresnost klasické identifikace
dokazuji i nékteré studie. Napriklad v externim hodno-
ceni kvality, kterého se v letech 1991-2002 v Nizozem-
sku zucastnilo 50 laboratofi, bylo spravné identifikovano
pouze 56 % z 1 171 testovanych izolatt dermatofyti [1].
Jednozna¢né a spolehlivé vysledky identifikace poskytuji
molekuldrné genetické metody, které vsak pro svou
technickou a stéle do jisté miry i ekonomickou naro¢nost
nejsou v rutinni laboratorni praxi bézné dostupné. Jako
vyznamny pokrok v identifikaci dermatofytt (i ostatnich
vlaknitych hub) se proto jevi moznost vyuziti MALDI-
-TOF (matrix-assisted laser desorption/ionization-time
of flight) hmotnostni spektrometrie (MS).

MALDI-TOF MS je pomérné nova metoda vyuzivana
v klinické mikrobiologii k rychlé a jednoduché identifika-
ci mikroorganismti na zdkladé analyzy molekulové hmot-
nosti dominantnich a snadno ionizovatelnych proteint
(pfedevsim se jedna o ribosomalni proteiny).

V ptipadé bakterii a kvasinek je kultura nanesena na
kovovy terc¢ik a po zaschnuti pfevrstvena roztokem mat-
rice. U organismi s pevnou bunécnou sténou Ize extrakci
buné¢ného obsahu napomoci prekrytim organickou ky-
selinou (napf. kyselina mravenci) nebo provedenim ex-
trakce ve zkumavce. Matrice je mald molekula organické
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kyseliny se silnou optickou absorbanci, kterd musi kore-
lovat s vlnovou délkou laseru pouzitou k ionizaci ¢astic.
Poté co laser hmotnostniho spektrometru ozari smés
matrice se vzorkem, absorbuje matrice energii z laseru
a uvolni protony, které pfenese na extrahované bilkoviny.
Tim dojde k $etrné desorpci, ionizaci a odpareni analy-
zovanych castic. Ionizované molekuly jsou elektrostatic-
ky urychleny a proleti trubici pristroje rychlosti, ktera je
umérna jejich hmotnosti a velikosti ndboje. V celé sousta-
vé hmotnostniho spektrometru je vysoké vakuum. Sta-
novenim doby letu ¢astic pomoci detektoru na konci tru-
bice lze presné zmérit rychlost jednotlivych iontl a z té
pak vypocitat jejich molekularni hmotnost. Molekuldrni
hmotnosti vSech analyzovanych iontli vytvaii hmotové
spektrum, které je druhoveé specifické. Identifikace je pro-
vedena srovndnim hmotového spektra se spektry z refe-
ren¢ni databdze [6].

Identifikace pomoci MALDI-TOF MS se jiz nékolik let
s velkym uspéchem pouziva v mnoha laboratotich k ru-
tinni identifikaci bakterii a kvasinek [19]. V poslednich
letech jsou vyvijeny aplikace pro identifikaci vir [3, 4, 5].
Dale lze tuto techniku pouzit k detekci raznych mecha-
nismu antibiotické rezistence [12].

Aplikace MALDI-TOF MS v identifikaci vlaknitych
hub dlouho narazela na obtize vyplyvajici z jejich slozi-
t&j$1 morfologie. Vlaknité houby maji silnou bunéénou
sténu tvofenou z 80-90 % polysacharidy, zejména chiti-
nem. Tato buné¢na sténa je obtizné rozrusitelna. V prv-
nich studiich s vldknitymi houbami uskute¢nénych ko-
lem roku 2000 proto ziskévali autofi vétSinou spektra
sacharidova, nikoliv bilkovinnd. Bylo proto nutné vyvi-
nout metodu ucinnou pro extrakci obsazenych bilkovin
[21]. Rada plisni navic produkuje pigment melanin, kte-
ry muze inhibovat ionizaci. Dal§im komplikujicim fak-
torem je skutecnost, ze vlaknité houby vytvari rozdilna
spektra v zavislosti na podminkach rustu, stari kolonie
a pritomnosti ¢i neptitomnosti konidii. Dal$i rozmani-
tost spekter pak muze vzniknout v dtsledku zvolené ex-
trakéni metody a pouzité matrice [2]. Z téchto duvodu
se v identifikaci vlaknitych hub pomoci MALDI-TOF
MS uplatiiuji dva rozdilné pristupy. Bud je nutné stan-
dardizovat podminky ristu a veskeré kroky preanalytické
pripravy vzorku, aby ziskana spektra jednotlivych izolatt
stejného biologického druhu byla co nejvice uniformni,
nebo je tfeba konstruovat referen¢éni databazi tak, aby
pro kazdy druh plisné bylo zahrnuto co nejvice spekter
a jejich heterogenita pokryvala vétsinu vyse popsanych
faktort [2].

V soucasnosti nabizi vlastni komerc¢ni databaze vlak-
nitych hub (zahrnujicich i dermatofyty) fada renomova-
nych vyrobcli hmotnostnich spektrometri. Nejpouziva-
néjsi systémy jsou Andromas - Andromas SAS (Francie),
SARAMIS/VITEK MS - bioMérieux (Francie) a Biotyper
- Bruker Daltonik (Némecko) [11].

Metoda pouzitd v této studii byla vyvinuta firmou Bru-
ker Daltonik v roce 2012 ve spolupraci s Mykologickou
laboratori Limbach v Heidelbergu. Je zalozena na
standardizované kultivaci plisni v tekutém médiu, ktera
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Tabulka 1. Seznam druht dermatofytd, jejichz spektra jsou
zastoupena v databazi MALDI Biotyper Filamentou fungi
library 1.0.

Rod Trichophyton Ostatni

o T. benhamiae o Arthroderma eboreum

o T. equinum o Epidermophyton floccosum
o T. interdigitale o Microsporum canis (syn. M.
o T. rubrum equinum)

o T. tonsurans
o T. violaceum

« Nannizzia fulva

» Nannizzia gypsea

o Nannizzia persicolor
» Nannizzia praecox

o Paraphyton cookei

Tabulka 2. Skore vzorku urcujici spolehlivost MALDI-TOF MS
identifikace

2,300-3,000 vysoce pravdépodobnd identifikace druhu
2,000-2,299 pravdépodobna identifikace druhu
1,700-1,999 pravdépodobnd identifikace rodu

eliminuje negativni vliv rozdilnych riistovych podminek,
podporuje tvorbu uniformniho mycelia a brani tvorbé
konidii. Soucasna databaze vlaknitych hub obsahuje
spektra 14 druht dermatofytt (tab. 1). Vystupem identi-
fikace je tzv. identifika¢ni index (nebo také skére vzorku).
Ten udava miru shody zméreného spektra s nékterym
z referen¢nich spekter uloZenych v databazi. V ramci
srovnavactho algoritmu je nejprve stanoven pocet signa-
It v referen¢nim spektru, které se srovnavanému neznd-
mému spektru podobaji nejvice, poté je stanoven pocet
signdlti nezndmého spektra, které se nejvice priblizuji
referenénimu spektru a na zavér je propoc¢tena symetrie
srovnavanych signdlnich part. Kazdé z téchto tfi charak-
teristik je pfifazena ¢iselnd hodnota od 0 (zadna shoda)
do 1 (uplna shoda). Uvedené tii hodnoty jsou spole¢né
vyndsobeny a vysledek je normalizovan na 1 000. Hodno-
ta vypocteného skore vzorku je dekadickym logaritmem
tohoto vysledku. Maximalné dosazitelna hodnota skore
je rovna 3 (= log 1 000). Cim je dosazena hodnota skore
vy$si, tim je vy$si pravdépodobnost, ze neznamy mikro-
organismus byl identifikovan spravné [3] (tab. 2).

Cilem prace bylo srovnat MALDI-TOF MS identifikaci
Kklinickych izolatt dermatofytti s konven¢ni identifika¢ni
metodou a identifikaci pomoci molekularné genetickych
metod.

MATERIAL A METODY

Soubor izolatd

Soubor izolatth dermatofytt byl ziskan kultivaci koz-
nich $upin (64 kment) a podnehtové drté (17 kment)
od pacientii odetfenych na Dermatovenerologické kli-
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nice FN Plzen v obdobi od 1. 5. 2013 do 30. 9. 2017.
Vsechny izolaty byly identifikovany konvenénimi mor-
fologickymi metodami [9, 16], pomoci MALDI-TOF MS
a sekvenaci ITS (Internal Transcribed Spacer) oblasti
rDNA [15].

Kultiva¢ni podminky

Vzorky klinického materialu byly kultivovany po dobu
3 tydnu pfi teploté 27 °C paralelné na tech kutlivacnich
pudach - Sabouraudové agaru bez pridavku antibiotik
(Bio—Rad), na Sabouraudové agaru s chloramfeniko-
lem (Fagron) a na Sabouraudové agaru s chloramfeniko-
lem a cykloheximidem (SERVA Electrophoresis). VSechny
pudy byly pripravovany v laboratori kratce pred pouzitim.

K vlastni MALDI-TOF MS analyze byly pouzity kultury
dermatofyti ziskané standardizovanou kultivaci v tekutém
Sabouraudové médiu (BBL™ Sabouraud Liquid Broth, Mo-
dified, Becton Dickinson). Stati kultur bylo voleno tak, aby
byly v médiu patrny mycelia tvaru vlocek (obvykle dvou- az
ttidenni kultura). Vlastni postup kultivace v tekutém médiu
probihal nésledovné: z kultury narostlé na pevné kultivacni
pudé byla sterilni ockovaci jehlou odebrana ¢ast mycelia
a prenesena do zkumavky s tekutym médiem. Naockovana
zkumavka byla umisténa do rotatoru, ptipadné do trepacky
a za stalého pohybu kultivovana pii teploté 27 °C. Délka
kultivace byla zavisld na rychlosti rtistu houby tak, aby bylo
ziskdno dostateéné mnozstvi materidlu. U dermatofyta se
obvykle jednalo o 3 dny. Kultivace byla ukoncena tehdy,
kdyz byl v médiu viditelny nartst houby ve formé vloc¢ek
se smacivym povrchem.

Priprava vzorku pro MALDI-TOF MS analyzu

Po vyjmuti z tfepacky byla zkumavka s narostlou kultu-
rou (postup kultivace viz vyse) ponechdna cca 10 minut
odstat, aby vlocky sedimentovaly na dno zkumavky. Na-
sledné bylo 1,5 ml sedimentu odsato do ¢isté zkumavky
a centrifugovano 2 minuty pfi 14 000 otackach/min. Po
centrifugaci byl supernatant odstranén a k peleté pridan
1 ml sterilni destilované vody. Smés byla promichdna
kratkym vortexovanim a poté centrifugovana po dobu
2 minut pfi 14 000 otd¢kach/min. Promyti, vortexovani
a centrifugace bylo nasledné zopakovéno a supernatan-
tant odstranén. K peleté bylo pridano 300 pl deionizované
vody (Sigma-Aldrich) a 900 ul etanolu (Sigma-Aldrich),
smés byla vortexovana a centrifugovana, supernatant od-
stranén. Peleta byla ndsledné vysusena prti pokojové tep-
loté s cilem odstranit zbytkovy ethanol. Suseni probihalo
pri 37 °C po dobu cca 60-90 min. Nasledné bylo k peleté
pridano 25-50 pl (podle velikosti pelety) 70% kyseliny
mravendci (Sigma-Aldrich) a stejné mnozstvi acetonit-
rilu (Sigma-Aldrich), smés byla vortexovana a centrifu-
govana. 1 pl supernatantu byl nanesen na MALDI ter-
¢ik (Microscout MSP 96 target, Bruker Daltonik) a po
zaschnuti prevrstven 1 ul matrice (kyselina skoficova
[4-cyano-4-hydroxy-cinnamic acid, HCCA] [Bruker
Daltonik] rozpusténd v roztoku deionizované vody, ace-
tonitrilu a kyseliny trifluoroctové [Sigma-Aldrich]). Po
zaschnuti bylo provedeno vlastni méfeni.
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MALDI-TOF MS analyza

Méfeni vzorki probihalo na hmotnostnim spektrome-
tru MicroFlex LT (Bruker Daltonik) s iontovym zdrojem
a analyzatorem doby letu ve vertikalnim usporadani s vy-
uzitim automatického nastaveni. Ziskand hmotova spek-
tra byla analyzovdna pomoci softwaru MALDI Biotyper
3.0 (Bruker Daltonik) a srovnéana s referen¢ni databazi
spekter Filamentous fungi library 1.0 (BrukerDaltonik).

VYSLEDKY

Molekularné genetickymi metodami (sekvenace ITS
rDNA) bylo v nasem souboru identifikovano 31 izolatu
druhu Trichophyton benhamiae, 17 izolati druhu T. inter-
digitale, 13 izolatti druhu Microsporum canis, 11 izolat
druhu T. rubrum, 4 izolaty druhu T. tonsurans, 3 izolaty
druhu Nannizzia persicolor, 1 izolat druhu N. gypsea a 1
izolat druhu T. verrucosum. Trichophyton rubrum, ktery
je nejcastéj$im dermatofytem nalézanym v klinickém
materialu od lidi, ma v naSem souboru pomérné nizké
zastoupeni z toho diivodu, Ze jeho morfologicka identifi-
kace obvykle necini potize a vétsina izolati tohoto druhu
nebyla identifikovana pomoci MALDI-TOF MS.

Vysledky identifikace ziskané metodou MALDI-TOF
MS se shodovaly s vysledky identifikace pomoci moleku-
larné genetickych metod u 61 izolati (75,3 %). U zbylych
20 izolata (24,7 %) byla druhové identifikace metodou
MALDI-TOF MS chybna.

Spolehlivost kazdé identifikace ziskané MALDI-TOF
MS analyzou byla orientacné posouzena podle identifikac-
niho indexu. V nasem ptipadé bylo u 35 izolata (43,2 %)
dosazeno identifika¢niho skére nad 2,00 predikujiciho
vysokou pravdépodobnost spravné druhové identifika-
ce. Podle srovnani s vysledky molekuldrné-genetickych

metod bylo 30 z téchto izolatt (85,7 %) identifikovano
spravné. Vsechny chybné identifikace (5 izolatt) s in-
dexem vys$sim nez 2,00 byly zptisobeny vzajemnou zamé-
nou druht T. interdigitale a T. tonsurans. Jedna se fyloge-
neticky ptibuzné druhy, které jsou fazeny do spole¢ného
komplexu Arthroderma vanbreuseghemii [15] a podle
nasich vysledku je nelze pomoci MALDI-TOF MS s vy-
uzitim systému Biotyper (Bruker Daltonik) spolehlive
odlisit. Tricet ¢tyfi izolatt naseho souboru (42,0 %) bylo
metodu MALDI-TOF MS identifikovano se skore v roz-
mezi 1,70-1,99. Tyto hodnoty identifika¢niho skére uda-
vaji vysokou pravdépodobnost spravné identifikace jiz
jen na rodové Grovni, identifikace druhu je nejista. Pres-
to bylo spravné urceno 28 izolata (82,4 %). Dva izolaty
T. interdigitale byly opét chybné urceny jako T. tonsurans
a ve 4 pripadech doslo k zaméné druhu T. interdigitale
a T. benhamiae. S nizsim skore nez 1,69 bylo analyzovano
12 izolata (14,8 %). V této oblasti identifikaéniho skore
byly spravné uréeny pouze 3 izolaty (25,0 %). Identifika-
ce s indexem niz$im nez 1,69 je tedy nespolehliva a musi
byt opakovana nebo podpofena vysledkem jiné metody
identifikace.

Uspésnost identifikace jednotlivych druhi dermatofytt
MALDI-TOF MS je znazornéna v tabulce 3. Nejvice byl
v souboru zastoupen druh T. benhamiae (pouze zluty
fenotyp), nasledovany druhy T. interdigitale, M. canis
a T rubrum. Ostatni druhy byly zastoupeny v malych
poctech. Z tohoto diivodu je vypocet presnosti obtizné
hodnotitelny.

Z testovaného souboru 81 izolatd se klasickou meto-
dou identifikace nepodatilo druhové uréeni u 34 izolata.
Ty byly identifikovdny pouze do rodu jako Trichophyton
spp. (33 izolatl) a Nannizzia spp. (1 izolat). Ze zbylych
47 izolatt, které byly klasickou metodou identifikova-
ny do druhu, byla tato identifikace nasledné potvrzena

Tabulka 3. Srovnani vysledkii molekuldrné genetické identifikace s vysledky MALDI-TOF MS identifikace podle jednotlivych druht

dermatofyta

Celkovy | Pocet spravné
urcenych

izolata

Druh pocet
izolatu

Shoda (%)

Vysledky chybné identifikace

Trichophyton benhamiae 31 25 80,65 6 izolatt urceno jako T. interdigitale
T e 17 10 58,82 5 izolatu uréeno jako T. tonsurans, 2 izolaty jako
T. benhamiae
S TS 4 1 25 2 izolaty uréeny jako T. interdigitale, 1 izolat jako
T. benhamiae
1 izoldt uréen jako T iae, 1 izoldt
e 1 9 81.81 izo at uréen jako T. benhamiae, 1 izolat jako
T. interdigitale
Trichophyton verrucosum* 1 0 0,00 urcen jako T. benhamiae
Microsporum canis 13 12 92,30 1 izolat urcen jako saprofytickd plisen
Nannizzia persicolor 3 3 100
Nannizzia gypsea 1 1 100

*Jedna se o druh, ktery neni zastoupen v databdzi.
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molekularné genetickymi metodami v 38 pfipadech, 9
izolatt bylo identifikovano chybné. Celkova shoda kla-
sické metody s molekularné genetickymi metodami na
urovni druhové identifikace tak v nagem pripadé ¢inila
46,9 %.

DISKUSE

Celkovym srovnanim vysledkit MALDI-TOF MS iden-
tifikace s vysledky molekuldrné genetickych metod jsme
prokazali shodu v druhové identifikaci u 75,3 % izola-
ti. O spolehlivosti MALDI-TOF MS identifikace znac-
né vypovida identifika¢ni skoére vzorku, které vyjadiuje
miru shody zméfeného neznamého spektra s nékterym
ze spekter referen¢ni databaze. Divody nizkého identi-
fika¢niho skore, vyjadfujiciho malou shodu zméfeného
spektra s referen¢ni databdzi, mohou spoéivat na strané
vzorku i na strané referen¢ni databaze spekter. Nekvalitni
hmotové spektrum vzorku mtize byt zptisobeno stafim
testované kultury, kultiva¢nimi podminkami, chybnym
krokem béhem preanalytické ptipravy vzorku (chemicka
extrakce) nebo nanesenim nehomogenni vrstvy materialu
na MALDI ter¢ik. Zasadnim faktorem ovliviiujicim
kvalitu a uspé$nost MALDI-TOF MS identifikace je pocet
druht dermatofytt zastoupenych v referen¢ni databazi.
Nami pouzivana databaze Filamentous fungi library 1.0
(Bruker Daltonik) obsahuje spektra 14 druhti dermato-
fytti (viz tabulka 1). V epidemiologické studii mapujici
spektrum piivodcti dermatofytéz na dzemi CR (15) bylo
zachyceno 5 druh@i dermatofytd, které v této databazi
nemaji zastoupeni. Jedna se o druhy T. erinacei, T. verru-
cosum, Arthroderma onychocola, Nannizzia aenigma-
tica a A. quadrifidum. V nasem souboru byl pfitomen
1 izolat druhu T. verrucosum, ktery byl urc¢en metodou
MALDI-TOF MS jako T. benhamiae s velmi nizkym
identifika¢nim skore 1,67. Dal$im limitujicim faktorem
mize byt i omezené mnozstvi referencnich spekter pro
jednotlivé druhy dermatofyta. Jak bylo popsano v tvodu
rtzné izolaty stejného biologického druhu, vytvari velice
riznorodd spektra v zavislosti na mnozstvi rtiznych fak-
tord. I pfes standardizovanou metodu kultivace a pfipra-
vy vzorku neni mozné stoprocentné eliminovat drobné
odchylky a zajistit, aby hmotova spektra izolati stejného
druhu byla vzdy zcela uniformni. Uspé$nost identifika-
ce pomoci MALDI-TOF MS tak vyrazné zavisi na poctu
a heterogenité zastoupenych referen¢nich spekter pro
jednotlivé druhy dermatofyta.

Aplikace MALDI-TOF MS v identifikaci vlaknitych
hub je oproti pouziti u bakterii a kvasinek pomérné
novd metoda, kterd se stdle jesté rozviji. Prvni novodo-
bou studii tykajici se identifikace dermatofyti pomoci
MALDI-TOF MS publikovali v roce 2008 Erhard et al.
[10]. Studie byla vypracovana na omezeném poctu 20 izo-
latt 5 druht dermatofytd za pouziti systému SARAMIS
(bioMérieux). Vzorky byly analyzovany pfimou metodou
bez chemické extrakce s vyuzitim DHB (2,5-Dihydroxy
benzoic acid) matrice. Autofi dosahli uspésné druhové
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identifikace u vsech testovanych izolatt. Ve studii Theel
et al. [22] z roku 2011 probihalo méfeni na hmotnost-
nim spektrometru MicroFlex LT (Bruker Daltonik) a ke
srovnani spekter byla pouzita zakladni databaze MALDI
Biotyper library 3.0 v kombinaci s doplnénou databazi
obsahujici 20 pridatnych spekter ziskanych z klinickych
izolatti dermatofyti a identifikovanych sekvenaci ob-
lasti 28S rDNA. Kultivace vzorkt probihala na pevnych
kultiva¢nich pidach. Pied vlastni analyzou byly vzorky
podrobeny chemické extrakci za pouziti etanolu, kyseliny
mravenci a acetonitrilu jako v naSem pripadé. Bylo analy-
zovano 171 izolatd nélezejicich do 7 druht dermatofytu.
Pri pouziti rozsifené databaze doplnéné o vlastni spekt-
ra bylo dosazeno uspésné druhové identifikace u 60,0 %
izolatt. Pfi pouziti zakladni databdze samotné bylo do-
sazeno uspé$né identifikace pouze u 20,5 % izolatd.
Alshawa et al. [1] publikovali v roce 2012 studii zabyvajici
se analyzou rozsdhlého souboru 360 izolatt 7 druhi der-
matofytd pomoci systému Andromas (Andromas SAS)
a vlastni databaze vytvorené ze spekter 50 referen¢nich
kment nalezejicich do 12 druhti dermatofyti. K analyze
pouzili tritydenni kultury, které byly podrobeny chemic-
ké extrakci samotnou kyselinou mravenéi. Uspésné iden-
tifikace dosahli u 92,0 % izolatil. V roce 2013 byla publi-
kovana studie od autortt Nenoff et al. [20], v niZ se autofi
zabyvaliidentifikaci dermatofytiis vyuzitim stejnéhoiden-
tifika¢niho systému a stejné metody pfimého stanoveni
jako v prvni studii z roku 2008 [10]. Soubor testovanych
kmen byl rozsifen na 285 izolatd nalezejicich do 21 dru-
hit dermatofyti. Uspésna identifikace probéhla v 99,0 %
pripadu. Studie autorti De Respinis et al. [7] publikova-
nd v Cervenci 2013 byla vypracovana za pouziti systému
SARAMIS a vlastni databdze vytvorené ze spekter 108
referenénich kment 18 druht dermatofytt. K analyze
autofi pouzili tfidenni kultury, které podrobili chemické
extrakei kyselinou mravendi a také procedure odstranéni
lipida za pouziti metanolu a chloroformu. Ze 141 izola-
td 9 druht dermatofytti bylo spravné uréeno 96,0 %. Ve
studii L'Ollivier et al. [17] z f{jna 2013 se autofi se zabyva-
li MALDI-TOF MS identifikaci dermatofytl s vyuzitim
hmotnostniho spektrometru UltraFlex (Bruker Dalto-
nik). K analyze byly pouzity kultury dermatofyti staré 3
a 15 dnd, nasledna analyza neprokazala zasadni rozdil ve
vysledku identifikace podle stafi kultury. Kultivace pro-
bihala na pevnych kultiva¢nich pidach a pred analyzou
byla provedena chemicka extrakce etanolem, kyselinou
mravenci a acetonitrilem. Ke srovnani spekter autoti po-
uzili vlastni databazi obsahujici 384 spekter ziskanych
ze 48 izolatd 17 druht dermatofyta. S takto vybavenou
databazi dosahli uspésné identifikace MALDI-TOF MS
analyzou u 98,0 % ze 133 testovanych izolati.

Tento soubor publikovanych studii potvrzuje, ze tspés-
nost MALDI-TOF MS identifikace zcela zdsadné zavisi na
kvalité referen¢ni databaze. Autofi, ktefi pouzivali vlastni
databaze obsahujici velky pocet heterogennich spekter,
dosahli bez ohledu na pouzity identifika¢ni systém uspés-
né identifikace v rozmezi 92-98 %. Naproti tomu Theel
et al. [22], ktefi pouzivali komer¢ni databazi zahrnujici
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omezeny pocet spekter, dosahli tispésné identifikace pou-
ze v 20,5 %, pti pouziti databaze rozsifené o vlastni spek-
tra pak v 60,0 %. Pravé tato studie se naSemu provedeni
priblizuje nejvice a v porovndni s ni je patrné, Ze pouziti
nové databaze vlaknitych hub Filamentous fungi library
1.0 zna¢né zvy$uje uspésnost MALDI-TOF MS identifi-
kace (75% uspésnost v nasi studii).

ZAVER

Aclkoliv uspésnost identifikace metodou MALDI-TOF
MS na nagem pracovisti nedosahuje hodnot referovanych
jinymi autory, presto znacné prevysuje uspé$nost klasické
metody identifikace. Kromé vy$si uspésnosti a spolehli-
vosti pfinadi MALDI-TOF MS analyza ve srovnani s kla-
sickou identifikaci i ¢etné dalsi vyhody. Klasicka identi-
fikace dermatofyti je levna metoda nevyzadujici zadné
specidlni vybaveni. Je vSak zna¢né subjektivni a klade
vysoké naroky na zku$enosti vysetfujictho mikrobiolo-
ga. Jeji uspésnost je zavisla na tvorbé konidii, pripadné
jinych charakteristickych mikroskopickych struktur, coz
trva dlouhou dobu (obvykle tydny) a v fadé pripadi ne-
dojde k vytvoreni charakteristickych identifika¢nich zna-
tuji molekularné genetické metody, které vsak pro svou
ekonomickou nakladnost a naro¢nost provedeni nejsou
ve véts$iné béznych klinickych laboratofi dostupné. Meto-
da MALDI-TOF MS vyzaduje vysokou vstupni investici,
av8ak daldi naklady na jednotliva vy3etfeni jsou minimal-
ni. K identifikaci touto metodou je zapottebi pouze malé
mnozstvi materialu. K identifikaci obvykle postacuje tfi-
denni kultura, takze ¢asova uspora proti klasické identifi-
kaci ¢ini v nékterych pripadech i tydny. Vlastni pfiprava
prima analyza bakterif a kvasinek, presto je stale dosta-
te¢né jednoducha na to, aby nezatézovala bézny chod la-
boratore. Souhrnné feceno MALDI-TOF MS je metoda
levna, rychld, jednoducha a spolehliva. Mezi omezenymi
moznostmi identifikace dermatofyti predstavuje vy-
znamny pfinos, stejné jako je tomu jiz fadu let v pfipadé
bakterif a kvasinek.
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