klinické a laboratorni prace

Vyuziti PCR-HRMA pri primé detekci a identifikaci
puvodciit dermatofytoz z klinickych vzorki

Dobias R."?, Kantorova M.}, Jaworska P.', Hamal P.2, Mrazek J.?

'Oddéleni bakteriologie a mykologie, Centrum klinickych laboratofi, Zdravotni ustav se sidlem v Ostravé
vedouci oddéleni RNDr. Vladislav Holec

?Ustav mikrobiologie, Lékaiskd fakulta Univerzity Palackého v Olomouci

prednosta ustavu prof. MUDr. Milan Kolat, Ph.D.

*0Oddéleni molekularni biologie, Centrum klinickych laboratofi, Zdravotni tstav se sidlem v Ostravé
vedouci oddéleni Mgr. Jakub Mrazek

SOUHRN

Cilem studie bylo otestovat pouzitelnost metody PCR v kombinaci s High Resolution Melting Analysis (HRMA) pro detekei a identi-
fikaci dermatofytt ptimo z klinickych vzorkt kiize a jejich adnex. Metodika by méla vést ke zrychleni a zvySeni vytéZnosti diagnostiky
dermatomykoz a ke zkvalitnéni péce o pacienta. Ve studii bylo analyzovano 128 Klinickych vzorku od pacientt s podezfenim na der-
matomykézu. Pro izolaci DNA dermatofytii z klinického materialu byl pouzit izola¢ni KIT ZR Fungal/Bacterial DNA MiniPrep™. Pro
detekci DNA oblasti kodujicich ribozomalni RNA byly vyuzity dvé sady primert zachycujici $iroké spektrum dermatofytt. Pro dru-
hovou identifikaci dermatofyti byla pouzita real-time PCR metoda v kombinaci s High Resolution Melting Analysis (PCR-HRMA).
Dermatofytdza byla potvrzena u 42 ze 128 zkoumanych vzorkil (pozitivni ptima mikroskopie, kultivace, detekce PCR-HRMA,
nebo kombinace metod). Vytéznost PCR detekce byla 74 % pro obé sady primert, metoda HRMA umoznila ve véech ptipadech
druhovou identifikaci detekovanych dermatofytti pomoci PCR. Naproti tomu kultivace byla pozitivni pouze u 52 % pacientii s der-
matofytézou. Mikroskopie ze vzorku byla pozitivni v 90 % pozitivnich dermatofytdz. Pti soucasném pouziti mikroskopie, kultivace
a PCR-HRMA bylo tispésné identifikovano na troven druhu 90 % dermatofyttl. Nejcastéjsi druhy dermatofytii (Trichophyton rub-
rum, T. interdigitale, T. benhamiae) byly touto metodikou spolehlivé zachyceny. PCR detekce rDNA ptimo z klinického materidlu
s vyuzitim HRMA zvysila vytéZnost diagnostiky dermatofytdz zvlasté tim, ze ptispéla k dosazeni druhové identifikace u vyrazné
vys$iho poctu pripadi v porovnani s konvenénimi metodami. Kombinace konvenénich a molekularné biologickych vysetteni se
zda byt vhodna pro rychlou a spolehlivou diagnostiku dermatofyt6z bez nutnosti vyrazného navyseni nakladi.

Kli¢ova slova: dermatofyty - pfimd identifikace — ribozomalni DNA - Trichophyton rubrum - Trichophyton interdigitale
- Trichophyton benhamiae

SUMMARY
Use of PCR-HRMA for Direct Detection and Identification of Dermatophytosis Agents from Clinical Samples

The aim of the study was to test the utility of the PCR method in combination with High Resolution Melting Analysis
(HRMA) for the detection and identification of dermatophytes directly from clinical skin and adnexa samples. The metho-
dology should reduce the time between sampling and diagnosis, increase the diagnostic sensitivity, and overall improve
patient care. In the study, 128 clinical samples from patients with suspected dermatomycosis were analyzed. To isolate
fungal DNA from the clinical specimens, a KIT ZR Fungal/Bacterial DNA MiniPrep™ was used. Two sets of primers spe-
cific for a wide range of dermatophytes were used to detect ribosomal DNA regions. The real-time PCR High Resolution
Melting Analysis (PCR-HRMA) method was used for dermatophyte species identification. The PCR detection success was
74% for both sets of primers, the PCR-HRMA method enabled dermatophyte species identification in all PCR positive
cases. In contrast, only 52% of patients with dermatophytosis were culture positive. Microscopy from the sample was posi-
tive in 90% of patients with proven dermatophytosis. 90% of dermatophytes were successfully identified using microscopy,
culture and PCR-HRMA. The most common dermatophyte species (Trichophyton rubrum, T. interdigitale, T. benhamiae)
were reliably detected by this methodology. PCR detection of rDNA directly from clinical material using HRMA increased
the number of species identificacions in the diagnosis of dermatophytosis. The combination of classical and molecular
biologic examinations appears to be a suitable method for the rapid and reliable diagnosis of dermatophytosis.

Key words: dermatophytes — direct identification - ribosomal DNA - Trichophyton rubrum - Trichophyton interdigitale -
Trichophyton benhamiae
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UvVOoD

Infekce zplisobené dermatofyty jsou jedny z nejéastéj-
$ich koznich infekci na svété a naklady spojené s jejich
diagnostikou a lécbou kazdoro¢né presahuji 400 milio-
nu dolarti [2]. Celosvétova prevalence dermatomykdz je
20-25 % [14]. Nejcastéji se vyskytujicim onemocnénim
zpusobenym dermatofyty v rozvinutych zemich je tinea
unguium, jejiz prevalence se v evropské populaci odha-
duje na 12,4 % [19], zatimco ve vyssich vékovych skupi-
nidch muze dosahovat az 50 % [21]. Podle posledni epi-
demiologické studie zalozené na kultivacné pozitivnich
ptipadech dermatofytdz, jsou nejbéznéjsimi klinickymi
jednotkami v Ceské republice tinea unguium (55,5 %),
déle tinea corporis (29,2 %), tinea pedis (14,6 %) a ti-
nea capitis (0,7 %). Dominantni druhy dermatofyti ve
spektru ptvodcti dermatomykéz u nas jsou Trichophyton
rubrum (79,2 %), T. benhamiae (7,2 %), T. interdigitale
(7,1 %) a Microsporum canis (3,6 %) [16].

Klasické metody pro detekci a identifikaci dermatofy-
tt z klinickych vzorki ktize zahrnuji pfimou mikrosko-
pii klinického materidlu a identifikaci narostlych kultur
mikro- a makromorfologicky. Casovd néro¢nost kom-
pletni diagnostiky dermatomykéz je minimalné 10-15
dni a ¢asto vSak az 3—4 tydny. Mikroskopické a kultiva¢ni
metody maji nizkou senzitivitu, 50-70 % [4], proto je
nutné odbér klinického vzorku mnohdy opakovat, aby
bylo dosazeno zvy$eni zachytu puvodce dermatomyko-
zy, a tim se ¢as mezi odbérem vzorku a vlastni diagné-
zou prodluzuje. Diagnostiku dermatomykézy je mozné
urychlit a zvysit jeji vytéznost pomoci detekce DNA pii-
vodce primo z klinického materialu metodou PCR [3, 5,
22]. Real-time PCR metoda kombinovand s naslednou
analyzou kiivek tani s vysokym rozliSenim (High Reso-
lution Melting Analysis; PCR-HRMA) se zdd byt slibnou
alternativou pro soucasnou diagnostickou praxi [9], a to
zejména z hlediska citlivosti metody, finan¢ni efektivi-
ty, ale také diky moznosti pfimo identifikovat zakladni
druhy ptvodcii. Tato metoda se mimo jiné také pouziva
k rychlé typizaci lékatsky vyznamnych vira a bakterii, pro
identifikaci druht rodu Candida, zastupct tadu Mucora-
les apod. [13, 17, 18].

V této studii jsme testovali pouzitelnost metodiky pri-
mé detekce DNA dermatofytt pomoci PCR v klinickych

Tabulka 1. Sekvence pouzitych primert a sond pro real-time PCR

vzorcich v kombinaci s HRMA, umoznujici identifikaci
béznych patogent na uroven druhu. Cilem studie bylo
ovéfeni efektivity metody PCR-HRMA pti identifikaci
dermatofyti a zrychleni diagnostiky dermatofytéz pro
rutinni praxi.

MATERIAL A METODY

Klinicky material

Do studie byly zahrnuty vSechny klinické vzorky
(kiize a adnexa) bézné zasilaného pro rutinni diagnos-
tiku suspektnich dermatomykéz do Laboratore klinic-
ké mykologie Zdravotniho tstavu se sidlem v Ostravé
ze spadové oblasti Moravskoslezského kraje v obdobi
20. 3. 2017 az 20. 7. 2017. Na uvedeném pracovisti byly
klinické vzorky zpracovany a podrobeny rutinni detekci
a identifikaci dermatofytti zahrnujici pfimou mikrosko-
pii klinického materidlu a identifikaci narostlych kultur
mikromorfologicky a makromorfologicky. Vysetfovany
material zahrnoval nehtové $upiny a podnehtovou drt,
kozni $upiny a vlasy.

Molekularné biologické metody

Ve studii bylo analyzovdno 128 vzorkll od pacientti
s podezienim na dermatomykézu. Pro izolaci rDNA mi-
kromyceti z klinického materidlu byl pouzit izola¢ni KIT
ZR Fungal/Bacterial DNA MiniPrep™ (Zymo Research,
Californie, USA). Izolace probihala podle pokynii vyrob-
ce. Prvnim krokem bylo rozruseni vzorki klinického ma-
teridlu pomoci zirkoniovych kuli¢ek. Nasledovala izolace
DNA pomoci pufri a izolaénich kolonek. Takto ziskana
DNA byla pouzita pro real-time PCR.

K detekci rDNA byly vyuzity dvé PCR metody vy-
uzivajici dvojice primerti zachycujici $iroké spektrum
dermatofyti. Prvni metoda byla zacilena na amplifikaci
ITS1-5,8S oblasti, kdezto druha amplifikovala celou ob-
last ITS rDNA (ITS1-5,8S-ITS2). Sekvence pouzitych
primert a sond jsou uvedeny v tabulce 1. Obé analyzy
byly provedeny na pfistroji LightCycler 96 (Roche, Basel,
Switzerland).

Amplifikace tseku ITS1-5,8S byla provedena pii na-
sledujicich podminkach: PCR reakce byla provedena pfi
finalnim objemu 20 pl, smés obsahovala 5 ul DNA z kli-

Cilena oblast Sekvence 5'-3" Publikace

PanDerm_F1 ITS1-5,88 AGCGCYCGCCGRAGGA (20]
PanDerm_R1 ITS1-5,85 GATTCACGGAATTCTGCAATTCAC [20]
Derm_FAM ITS1-5,8S [6FAM]CGCATTTCGCTGCGTTCTTCATC[BHQI] [20]
PanDerm_HRM_F  ITS1-5,8S-ITS2 TGCGGAAGGATCATTAACG 9]
PanDerm_HRM_R  ITS1-58S-ITS2 ACCAAGAGATCCGTTGTTG 9]

6FAM - flurescein, BHQ-1 - black hole dark quenecher
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Tabulka 2. Sumarni vysledky jednotlivych metod ze 42 pozitivnich nélezti dermatofyta

Trichophyton rubrum 27 (87) 16 (52)
Trichophyton interdigitale 2 (100) 1 (50)
Trichophyton benhamiae 4(100) 4 (100)
Trichophyton tonsurans 1 (100) 1 (100)
neidentifikovano 4 (100) 0(0)
Material

Nehty 25 (89) 12 (43)
Supiny kize 13 (93) 10 (71)

MIK - pfimé mikroskopie vzorku, n - pocet pozitivnich vysledki, KI - kultivace a identifikace pomoci morfologie PCR* -

27 (87) 27 (87)
1 (50) 1 (50) 2
3(75) 3(75) 4
0 (0) 0 (0) 1
2 (50) 0(0) 4
23 (82) 20 (71) 28
12 (86) 11 (79) 14

detekce

dermatofyta pomoci real-time PCR (viz tab. 1.), HRMA ID - identifikace dermatofyta pomoci High Resolution Melting Analysis

nického vzorku, 15 ul reakéniho mixu, ktery obsahoval
10 ul TagMan® Fast Advanced Master Mix (Thermo Fis-
her Scientific, Waltham, USA), 10 pmol kazdého z dvo-
jice primerd, a 4 pmol TagMan sondy; teplotni profil
amplifikace zahrnoval aktivaci uracil-DNA-glykosylazy
(50°C/2 min), tvodni denaturaci 95 °C/20 s a 40 amplifi-
kac¢nich cykli sestavajicich z denaturace 95 °C/3 s, anne-
alingu vcetné elongace a méfeni signalu pri 60 °C/30 s.
Hodnoceni reakce bylo kvalitativni, pozitivni izolaty byly
dale postoupeny druhové identifikaci metodou real-time
PCR-HRMA.

Pro druhovou identifikaci nejvyznamnéj$ich druhu
byla pouzita real-time PCR-HRMA oblasti ITS1-5,8S-
-ITS2. Amplifikace tseku ITS1-5,8S-ITS2 byla prove-
dena pii nasledujicich podminkdch: PCR reakce byla
provedena prii findlnim objemu 20 pl, smés obsahovala
5 ul DNA z klinického vzorku, 15 pl reakéniho mixu, kte-
ry obsahoval 12,5 pl Type-it HRM PCR Master Mix 2x
(Qiagen, Hilden, Germany) s fluorescen¢nim markerem
EvaGreen, 17,5 pmol kazdého z dvojice primert; teplotni
profilamplifikacezahrnovalivodnidenaturaci95°C/5min
a 45 amplifika¢nich cykla sestavajicich z denaturace

95 °C/10 s, annealingu 55° C/30 s a elongace 72 °C/10 s.
Nasledna HRMA analyza probihala rychlosti 0,05 °C/s
v rozsahu 65-95 °C a kontinualnim ¢tenim fluorescence
(20 ¢teni/s). Hodnoceni reakce je umoznéno porovnanim
ktivek tani se standardy pro druhy Trichophyton rubrum,
T. benhamiae, T. interdigitale a T. tonsurans. Vzorky, které
byly pozitivni, ale nevykazovaly pik shodny s pouzitymi
standardy, byly dale identifikovany pomoci sekvena¢ni
analyzy [5, 9].

VYSLEDKY

Ve 42 pripadech (33 %) ze 128 odbérti vzorki klinicky
suspektnich na mykotickou etiologii byla diagnéza potvr-
zena bud konven¢nimi metodami (pfima mikroskopie,
kultivace), metodou PCR-HRMA, nebo jejich kombinaci.
Data o prokazanych pripadech dermatofytdz jsou shrnuta
v tabulkach 2 a 3. Ze vSech 42 potvrzenych dermatofytoz
byla zastoupena tinea unguium ve 28 ptipadech (67 %),
tinea corporis v 8 (19 %), tinea pedis v 5 (12 %) a tinea
faciei v 1 ptipadé (2 %).

Tabulka 3. Prokdzané dermatomykozy ze souboru 128 analyzovanych suspektnich ptipadil

Mikroskopie Kultivace a identifikace Identifikace PCR-HRMA

tinea unguium pozitivni
2 tinea unguium pozitivni
3 tinea unguium pozitivni
4 tinea unguium pozitivni
B tinea corporis pozitivni
6 tinea unguium pozitivni
7 tinea unguium pozitivni
] tinea corporis pozitivni

Ces-slov Derm, 93, 2018, No. 6, p. 205-292

negativni negativni
negativni negativni
negativni negativni
negativni negativni
T. rubrum negativni
T. interdigitale negativni
T. rubrum negativni
T. tonsurans negativni
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Tabulka 3. Pokracovani

Cislo ‘ Diagnéza ‘ Mikroskopie ‘ Kultivace a identifikace ‘ Identifikace PCR-HRMA

Pozitivni nalez v primé mikroskopii byl pfitomen u 38
ze 42 (90 %) potvrzenych ptipadti dermatofytozy. Béz-
né pouzivanou kombinaci metod piimé mikroskopie
anasledné kultivace bylo identifikovano pouze 22 ze 42
(52 %) ptvodcti dermatofytézy. Zadné mikroskopicky

262

negativniklinickévzorkynebylykultivaénépozitivni(viz
tab. 2 a 3). PCR detekce byla uspésna ve 31 pripadech ze
42 (74 %) pro obé pouzité metody, metoda HRMA
umoznila ve v§ech pripadech druhovou identifikaci
PCR pozitivnich nalezi. V nagem souboru 128 pacien-
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td zvysilo soucasné pouziti mikroskopie, kultivace
a PCR-HRMA tspésnost diagnostiky dermatofytdz z 38
na celkovy pocet 42 ptipadi. Druhové identifikace
bylo dosazeno u 38 ze 42 piipadu (90 %), oproti 22
pripadim (52 %) za pouziti kultivace a ndsledné feno-
typové identifikace.

S vyuzitim primé detekce dermatofyti z klinického
materidlu metodou PCR-HRMA se zvysila Gspésnost
identifikace ptvodcii o 22 % oproti klasické identifikaci
(kultivace, makro- a mikromorfologie). Vysledek je
patrny z grafu 1. Nejcastéjsi ptivodci v nasem souboru
vzorka, T. rubrum, a T. benhamiae, byly touto metodi-
kou spolehlivé zachyceny a identifikovany pomoci ty-
pickych kfivek tani vynesenych v ¢asovém diagramu -
graf 2. Trichophyton interdigitale byl detekovan pomoci
PCR-HRMA v jednom ze dvou piipadii zastoupenych
v na$em souboru (viz tab. 2); typicka ktivka tani dovede
tento druh jednoznacné odlisit od obou jmenovanych
druht.

DISKUSE A ZAVER

Ackoliv identifikace dermatofytt pomoci makro- a mi-
kromorfologickych znakd je povaZovana za zlaty stan-
dard, nemusi byt jednoducha a spolehliva [6, 8, 11,
15]. V diagnostice dermatomykoz proto nékteti autori

40 +
35 -
30 -

25 -
22 (52 %)

207 -

15

10 -

Kultivace + analyza fenotypu

31 (74 %)

PCR-HRMA

dokonce od tohoto ,,zlatého standardu® ustupuji [20].
Spravna identifikace druhtt dermatofyti je dulezita pro
zahajeni véasné a cilené terapie dermatomykozy, a také
pro detekci zdroje infekce [1, 16]. Vzhledem k existuji-
ci moznosti terapie azolovymi preparaty a zna¢né vari-
abilni citlivosti antropofilnich, zoofilnich a geofilnich
dermatofyti k témto antimykotikiim je v¢asna iden-
tifikace puvodci tohoto onemocnéni zddouci [12].
V nedavnych studiich byly jako alternativni metody
pro identifikaci dermatofytti pouzity rtizné soupravy
zalozené na amplifikaci nukleovych kyselin, jako je se-
kvenovani DNA, PCR-RFLP, Nested-PCR, PCR-ELISA
a mikrocipy (microarray). Tyto metody maji nékolik
vyhod oproti klasické pfimé mikroskopii a kultivaci
klinického materidlu, v¢etné vyssi citlivosti, rychlosti,
a objektivity [7, 10, 22]. Nicméné hlavni nevyhodou
téchto metod jsou casto jejich vysoké naklady. Vzhle-
dem k tomu, Ze v praxi je potfeba analyzovat mnozstvi
vzorkd, jsou zapotiebi rychlé a ekonomicky nenaroc¢-
né metody, mezi které patti i zde studovand metoda
PCR-HRMA. Podobné jako ve studii Spiliopoulou et
al. [22], bylo i v této praci pomoci alternativni metody
primé detekce dermatofytu z klinického materialu do-
sazeno zvySeni vytéznosti v detekci a identifikaci der-
matomykéz o 22 %, a pii souc¢asném pouziti klasickych
metod a PCR-HRMA bylo uspésné identifikovano 90 %
puvodct dermatomykozy.

38 (90 %)

Kombinace obou pfistupt

METODA POUZITA K IDENTIFIKACI

Graf 1. Srovnani Gspésnosti pouzitych metod ve vztahu k identifikaci dermatofytii na uroven druhu z celkového poétu 42 prokazanych

dermatomykdz
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Graf 2. Nejcastéjsi pavodci dermatofyt6z v souboru 128 pripadi

Typicky profil/ktivka tani (HRMA) pro Trichophyton rubrum (A), T. interdigitale (B), T. benhamiae (C).

Metoda PCR-HRMA se zd4 byt dobfe vyuzitelna pro
ptimou detekci a identifikaci dermatofytt z klinického
materidlu v rutinni praxi. Kombinace klasickych a mo-
lekularné biologickych vySetfeni se jevi jako vhodna
metodika pro rychlou a spolehlivou diagnostiku der-
matomykoéz. Ve ctyfech pripadech nedoslo k tspésné
kultivaci dermatofytti, ani detekci metodou HRMA,
prestoze pfima mikroskopie klinického materialu byla
pozitivni. V sedmi ptipadech se detekce a identifikace
patogena metodou PCR-HRMA nezdarila, pfestoze pri-
mad mikroskopie i kultivace byla pozitivni. Tato situace
mohla vzniknout nasledkem nedostate¢né homogenity
vzorku. Polovi¢ni efektivita je patrna i v piipadé iden-
tifikace T. interdigitale (viz tab. 2), prestoze typicka
kiivka tdni dovede tento druh jednozna¢né odlisit od
jinych druht (viz graf 2). Tento problém proto rovnéz
prikladame nedostate¢né homogenité klinického vzor-
ku pouzitého pro kultivaci a PCR detekci. Resenim by
meélo byt vypracovani metodiky pro lepsi homogenizaci
vzorku pred samotnou izolaci DNA, ktera by méla za-
sadné zvysit vytéznost této metody. Je proto nutno dale
rozvijet metodiku pfipravy vzorki z tohoto naro¢ného
klinického materidlu, jakym je kiize a derivaty, zejména
nehty. Nezbytné je zdiraznit, Ze diverzita dermatofytic-
kych hub neni vzhledem k mensimu poctu pouzitych
klinickych vzorki v kratkém sledovaném obdobi prilig
rozmanitd, nicméné kopiruje epidemiologickou situaci
v Ceské republice [16]. Vzhledem k tomu, Ze prospek-
tivni studie dale pokracuje, bude zdokonaleni tohoto
postupu a roz$ifeni souboru sledovanych vzorka publi-
kovano v budoucnu.
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