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SOUHRN

V laboratofich klinické mikrobiologie jsou stédle Castéji vyuzivany molekuldrné genetické metody (MGM), a to nejen ke spravné iden-
tifikaci izolovaného ptivodce onemocnéni, ale také k jeho piimé, ¢asné detekci v klinickém materidlu. Také v dermatomykologii
MGM vhodné dopliuji a nékdy dokonce nahrazuji klasické, ¢asové a odborné ndro¢né diagnostické postupy, zaloZené zejména na
pfimé mikroskopii a kultivaci. Vyhodou MGM je pfedev§im vysokd citlivost a rychlost detekce agens, které je mozné prokdzat v f4-
du nékolika hodin aZ dni. To miZe napomoci ¢asnému zahdjeni cilené 1é¢by, nebo naopak zabranit zbyteCnému zat€Zovani pacienta
antimykotiky. MGM urcené pro piimou detekci mikromycet ndm vsak i pfes znacny pokrok stdle nezarucuji jejich presnou identifika-
ci. K tomuto tdcelu je stdle tfeba patogen nejprve izolovat, poté je mozné vyuzit nékterych dal§ich MGM k jeho urceni. Cilem tohoto
prehledového ¢lanku je shrnout moznosti vyuziti MGM pro piimou detekci dermatofytid z klinickych vzorku, déle pro identifikaci
druhu a typizaci kment.

Klicova slova: molekularné genetické metody — dermatofyty — dermatomykézy — detekce — identifikace — typizace

SUMMARY
Detection, Identification and Typization of Dermatophytes by Molecular Genetic Methods

The molecular genetic methods (MGM) are used frequently in clinical microbiology to identify the agent of infection and also to its
early direct detection in clinical specimens. In dermatomycology MGM supply or even substitute the classic time consuming and so-
phisticated diagnostic methods based on direct microscopy and cultivation. The high sensitivity and rapid agent detection available in
few hours or days is an advantage of MGM that enables to start the early targeted therapy or to avoid an unnecessary antifungal
treatment. However MGM designated to direct micromycetes detection does not guarantee their precise diagnostics which still requ-
ires the pathogen isolation before MGM are used to its identification. Article reviews the possibilities of MGM use in direct derma-
tophytes detection from clinical specimens and in species and strains identification.

Key words: molecular genetic methods — dermatophytes — mycosis — detection — identification — typization
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testy (rtst na specialnich médiich, produkce uredzy, per-
forace vlasu, aj.) nemivaji stabilni vysledky a nejsou ani
druhové specifické. Stale vétstho vyznamu proto i v ob-

UVOD

Klasicka diagnostika dermatofytéz vétSinou zahrnuje
zhodnocen{ klinickych projevi onemocnéni, ddle mikro-
skopické a kultivaéni vySetfeni odebranych vzorkd. Pfima
mikroskopie je pomérné citlivd, obvykle vSak neni mozné
timto zpisobem houbu identifikovat. Kultivace byva zase
pomérné malo ispésnd, zejména v piipadé onychomykoz,
navic je tfeba ptivodce inkubovat na pudach az nékolik
tydnl. Dobie znaméd morfologickd variabilita dermatofytt
komplikuje pouzivani klasickych metod identifikace, tj.
hodnoceni vzhledu kultury a mycelia s reprodukénimi
strukturami. Také dopliikové fyziologické ¢i biochemické
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lasti dermatomykologické diagnostiky nabyvaji moleku-
larné genetické metody (MGM) [15].

MGM uzivané k piimému prikazu a identifikaci der-
matofyti prodélaly v poslednich letech rychly vyvoj,
a tak jiz do zna¢né miry mohou pomoci fesit nékteré ne-
dostatky klasické diagnostiky [43]. Pfi detekci houbo-
vého patogenu primo v klinickém vzorku dovedou vy-
razné zkratit interval mezi odbérem a stanovenim dia-
gndzy, bohuzel zpravidla neumoznuji jeho presnou
identifikaci. K tomuto tcelu musi byt zvolen metodicky
postup umoziujici v dodaném materidlu odhalit i velmi
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malé mnoZstvi DNA mikromycety, ale nereagujici na
moznou pritomnost nukleovych kyselin z jinych mikro-
organismi. Naopak v piipadé vyuziti MGM k presnému
druhovému urceni izoldtu byva k dispozici prakticky ne-
omezené mnozstvi DNA z kultury, a je proto tfeba zvo-
lit techniku zajiSt'ujici co nejpresnéjsi identifikaci izola-
td. Vnitrodruhova typizace izoldt, metodicky zaloZend
na podobnych principech, ma dileZitou tlohu v epide-
miologii mykotickych infekci, nebot’ umoznuje odhalit
zdroj nakazy a sledovat proces jejiho Siteni v populaci
[21]. Role MGM v rdmci soucasného pojeti diagnostiky
dermatofytdz je prehledné demonstrovana na obrazku 1.
Podobné jako v jinych oborech mikrobiologie se
i v rdmci molekuldrni diagnostiky dermatomykéz pou-
7ivé pro ur€ovani klinickych izol4tl stédle ¢astéji ekono-
micky vyhodnd a technicky jednoduchd hmotnostn{
spektrometrie MALDI-TOF [72]. I zde v§ak MGM hra-
ji dilezitou roli, nebot’ databdze druhd hub by se méla
opirat o spektra ziskand z mikromycet identifikovanych
analyzou genomu, navic by zafazené kmeny mély mit
i dostate¢nou vnitrodruhovou diverzitu.
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Pri vyuzivani MGM v diagnostické praxi je tfeba zvolit
optimdlni postup izolace DNA, déle vybrat odpovidajici
parametry PCR a kone¢né se rozhodnout pro nejvhodné;j-
§f metodu k prikazu houbové DNA v klinickém vzorku,
respektive k identifikaci nebo typizaci izolatu. A pravé na
uvedenou problematiku je zaméfen nasledujici prehledo-
vy Clanek.

IZOLACE DNA

V piipadé detekce dermatofyti pfimo v klinickych
vzorcich (zejména z koZznich Supin, vlasu ¢i nehtd) zdvisi
vytéznost a Cistota DNA predevsim na kvantité a kvalité
odebraného materidlu. MnoZstvi DNA infekéniho agens
ve vzorku je totiZ zna¢né omezené, dalsi komplikaci byva
kontaminace genetickym materidlem pochdzejicim z vlak-
nitych hub pritomnych v prostfedi nebo z kvasinek kolo-
nizujicich kazi.

Pri izolaci houbové DNA je nejprve tieba efektivné roz-
rusit bunécnou sténu, dédle lyzovat cytoplazmu a jadernou
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membranu, precipitovat proteiny a zbavit DNA fady inhi-
bitort, které mohou sniZovat G¢innost nasledné provadéné
polymerdzové fetézové reakce (PCR). Jednotlivé kroky
lze provddét pomoci chemikalii zndmymi metodickymi
postupy, nebo lze vyuZzit komeréni soupravy, které mohou
izolaci usnadnit. V takovém pripad€ vSak mlze byt pro-
blémem optimalizace metodického postupu, nebot’ nékte-
ré chemikdlie v diagnostickych kitech byvaji predmétem
firemniho tajemstvi.

RozruSeni bunéénych stén mlze byt dosaZeno manu-
alni homogenizaci zmrazeného vzorku ve tfeci misce
s tekutym dusikem [25, 87], vortexovdnim se sklenény-
mi nebo silikdtovymi kulickami [19, 81], nebo opakova-
nym zmrazovanim [60]. Lyza membrdn je zajiSténa deter-
genty (napf. Triton X-100, laurylsiran sodny) s ndslednym
uvolnénim nukleovych kyselin do pufrovaného roztoku.
Ten ddle obsahuje cheldtory, nej¢astéji etylendiaminotetra-
octovou kyselinu (EDTA), které vychytdvaji kationty
vépniku, slouZici jako kofaktor nukledz, ¢imZ je zabra-
néno Stépeni uvolnéné DNA. Pro zvySeni Cistoty nuk-
leové kyseliny se né€kdy k lyza¢nimu roztoku pfidava
proteindza K, ktera $t€pi bilkoviny véetné histond véaza-
nych na DNA.

Z metodického hlediska je soucasnym trendem udstup od
tradi¢ni, ale toxické fenol-chloroformové metody a redukce
potu krokii izolace DNA na minimum. Casto pouZivanym
postupem je inkubace s proteindzou K pres noc a ndsledné
dokonceni izolace komer¢ni soupravou, nebo tzv. automa-
tickym izolatorem [3, 6,9, 91]. Patentovand metoda izolace
DNA z klinickych vzorkl ve dvou krocich, trvajici 15 mi-
nut, se stala soucdsti produktu Dermatophyte PCR Kit (SSI
Diagnostica, Hillergd, Dansko) [13, 56]. Ke stejnému tcelu
byly déle pouZity soupravy Genomic Prep Cells and Tissue
DNA Isolation kit (Amersham Biosciences; Piscataway,
USA) [49], Genomic DNA Purification kit (Gentra Sys-
tems; Minneapolis, USA) [14] a QIAamp DNA Minikit
(Qiagen, Hilden, Némecko) [6, 65]. Automatické izoldtory
DNA jsou pfistroje, které byly vyvinuty tak, aby minimali-
zovaly manipulaci se vzorky a proces od urcitého kroku au-
tomatizovaly. V diagnostice dermatofyt6z byly pouZity na-
pt. FastPrep FP120 Instrument (Thermo Savant, Boston,
USA) [16], MagNA Pure Compact Nucleic Acid Extraction
Instrument (Roche, Indianapolis, USA) [7], Biorobot EZ1
(Qiagen, Hilden, Némecko), nebo QIAsymphony (Qiagen)
[3].

V pripade¢ identifikace a typizace houbovych izolatl
MGM probiha dvodni kultivace nejcastéji na Sabourau-
dové agaru (SAB) s pfidavkem chloramfenikolu a cyklo-
heximidu. Hlavnim poZadavkem je Cistota a stafi kultury
(idedln€ do 14 dnt). Izolaci DNA lze provadét podle zna-
mych protokoll [26, 27, 62], existuje vSak i velké mnoz-
stvi komer¢nich souprav. K tomuto dcelu byly tspésné
pouZity napi. Fast DNA kit (Biol01; Lajolla, USA) [16],
ArchivePure DNA Yeast + Gram-+ kit (SPRIME; Gait-
hersburg, USA) [39, 40], nebo Microbial DNA Isolation
Kit (Mo-Bio Laboratories; Carlsbad, USA). Pomoci po-
slednich dvou jmenovanych produktd je izolovdna DNA
z dermatofytd, ale i jinych vldknitych hub také na naSem
pracovisti [38, 37].
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Vyhledové se predpoklddd, Ze budou vypracovany do-
porucené standardizované postupy pro izolaci DNA der-
matofytl z kultur i klinickych vzorki, coZ je nutné pro
sjednoceni a porovnavani metod.

METODY DETEKCE A IDENTIFIKACE
DERMATOFYTU

Piimy prikaz DNA v klinickych vzorcich

Tato skupina metod je zaloZend vesmés na principu
PCR a pfi vhodné optimalizaci mlzZe byt vyuZita i ke dru-
hové identifikaci dermatofyti. Vyhodou je zejména vyso-
ka citlivost (tab. 1) a rychlost detekce [7, 65], kterd se
podle zvoleného postupu pohybuje od nékolika hodin po
2-3 dny.

K prikazu DNA koznich houbovych patogeni a odlise-
ni od DNA jinych eukaryot a prokaryot bylo navrZzeno né-
kolik sad specifickych primert, které jsou cilené na rizné
oblasti DNA. Metody, které dovoluji pouze detekci der-
matofytd bez dalsi specifikace (pan-dermatophyte PCR),
jsou zaméfeny na konzervativni iseky DNA, jako je napf.
gen pro chitin syntdzu 1 (CHS1) [48]. VétSina dnes pouzi-
vanych metod, které si ddvajf za kol nejen dermatofyty
detekovat, ale i identifikovat hlavni druhy, jsou zacileny
na oblast ribozomalni DNA (obsahuje oblasti 18S, ITS1,
5,85, ITS2 a 28S), zejména na ITS oblast, kterd poskytuje
dostatecné rozliSeni mezi druhy dermatofyt. Vyjimkami
jsou metody uZzivajici jako marker gen pro topoizomerdzu
II (TOP II) [6] nebo oblast mikrosatelitu [10]. Jde obvykle
o useky DNA, které jsou pfitomné v genomu v mnoha ko-
piich a k dspésné detekci je tedy potfeba mensi mnozstvi
izolované DNA, ¢imZ se zvySuje citlivost.

Metody detekce v klinickych vzorcich jsou v soucas-
nosti omezeny bud pouze na priikaz dermatofyti jako sku-
piny bez dalSiho uréeni, nebo dovoluji identifikaci pouze
nejbéznéjsich druht. Daji se pouZzit i v mnohandsobném
uspofddani (multiplex), kdy je v jediné reakci pfitomno
nékolik sad primert. Takové uspofddani umozni zvysit
specificitu reakce, nebo dovoluje identifikovat nékolik
druhti dermatofyt za pouziti jediné reakce. Zajimava je
v tomto sméru kombinace metody nested PCR se sekve-
novanim [88], kterd mlZe zajistit velmi pfesnou identifi-
kaci na drovni druhu. Sekvenovani pfimo navazujici na
PCR reakci provedenou v materidlu z klinického vzorku
totiZ vétSinou neni moZné, protoZe namnoZeny produkt,
s vyjimkou nested PCR, nebyva v dostatecné koncentraci
[88]. Riziko laboratorni kontaminace sporami dermatofy-
td je velmi nizké v porovnani napt. s rody Aspergillus,
Penicillium, Cladosporium Ci Alternaria.

Vyhodou konvenc¢ni (klasické) PCR je jednoduchost
provedeni a nizkd cena i ve srovndni s béZnymi kultivac-
nimi metodami [33]. Nevyhodou oproti RT-PCR je nut-
nost nanést produkty pfed vyhodnocenim na gelovou elek-
troforézu. Metody zaloZené na klasické PCR detekujf nej-
Cast€ji vSechny 3 rody dermatofytl jako celek bez pres-
néjsiho urceni, nebo nabizeji multiplex uspotfadani s dour-
¢enim hlavnich druht. Soucdst{ je témér vzdy dvojice pri-
mert pro dcely detekce vSech druhd dermatofyti bez
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Tabulka 1. Ukazatele diagnostické sily vybranych metod pouZivanych k detekci (nékdy téZ hrubé identifikaci) dermatofytd v klinic-
kych vzorcich

*PPV — pozitivni prediktivni hodnota; NPV — negativni prediktivni hodnota

identifikace [11-13, 55, 56, 59]. Vyhodnoceni probihd na
zaklad€ pritomnosti produktu na elektroforetogramu.
moznost piimo urcit, Ze ptivodcem dermatofytézy je Tri-
chophyton rubrum [12, 13, 56], pripadné jiné druhy [11].
Odlisné navrzené metody dokdzi specificky identifikovat
napt. T. rubrum/T. violaceum, ale bez detekce ostatnich
dermatofytt [10]. Metoda publikovana kolektivem Kim et
al. [55] dovoluje detekci vSech dermatofytd a identifikaci
na droveti rodu. Metoda autord Li et al. [58] je schopna
detekovat dermatofyty jako celek a v dalSich dvou samo-
statnych reakcich skupinu kvasinek a jakoukoliv houbu.

Mo

Nejkomplexnéjsi v tomto ohledu je komeréni souprava

—

78

Mentype Mycoderm PCR Amplification kit (Biotype Dia-
gnostic GmbH, Moritzburger, Némecko), kterd je schopna
identifikovat ve dvou oddé€lenych PCR T. rubrum, T. in-
terdigitale, Microsporum canis, M. gypseum a Epidermo-
phyton floccosum, dale jesté rod Trichophyton jako celek
a nékolik dulezitych nedermatofytickych hub [65].
Nested PCR pracuje se systémem tzv. vnéjSich a vnitf-
nich primerd. V prvnim kole PCR, kdy se mnozi dels{
fragment DNA, je pouzita dvojice vnéjSich primert. V té-
to fazi mohou vznikat nespecifické produkty. Ve druhém
kole se mnozi kratsi fragment uvniti amplikonu z prvni
PCR pomoci vnitfnich primerti. Pokud se v prvnim kole
amplifikovalo vice nespecifickych produkti, je pravdépo-
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dobné, Ze pfi druhé PCR bude specificky namnoZen jen
jediny produkt odpovidajici oblasti uvnitf amplikonu
z prvniho kola. Podle nastaveni metody se mize jednat
o detekci dermatofytd bez detailnéjSiho urceni (vzorky
z nehtd, CHS1, Litz et al. [60]; vzorky z nehtt, CHS1,
Garg et al. [24]; kGZe a vlasy, velka podjednotka genu
pro ribozomdlni RNA = LSU rDNA, Verrier et al. [88]),
nebo se dd produkt prvnf reakce pouZit pro jednu, ¢i vi-
ce naslednych PCR specifickych jen pro urcity druh (pa-
rafinovy fez, vnitfni pfepisovany mezernik genu pro ri-
bozomalni RNA = ITS rDNA, detekce T. rubrum,
Nagao et al. [71]). V mnohandsobném (multiplex) uspo-
fadani je pfi druhé PCR do smési pfiddno nékolik sad
primert specifickych pro ur¢ité druhy. Jsou navrZzeny
tak, aby vysledné amplikony mély pro rGzné druhy od-
liSnou délku a identifikace je tak moZna na zdklad¢ ve-
likosti produktu na elektroforetogramu. Amplikon je ta-
ké mozné podrobit sekvenacni reakci za pouZiti primerti
z druhé reakce. Pfesnost identifikace na zdkladé ziskané
sekvence DNA potom zdvisi na oblasti, kterd byla na-
mnoZena a na délce produktu. Ebihara et al. [19] navrh-
li postup pro ¢asnou diagnostiku hub plsobicich ony-
chomykézu, v prvnim kroku byla nespecificky namno-
Zena oblast LSU rDNA pro jakoukoliv houbu, v druhé
ndsledné PCR mohly byt pouZity primery specifické pro
v8echny dermatofyty, T. rubrum, T. mentagrophytes
a nékteré nedermatofytické rody hub. Jako seminested
PCR je oznacovan postup, kdy je pfi druhé PCR pouzit
jeden z dvojice primerl z prvniho kola. Timto postu-
pem byl detekovan T. rubrum z nehti. Metoda byla vy-
vinuta jak pro aktin, tak pro ITS rDNA [33].

Stéle vice se dnes v diagnostice dermatofytéz vyuziva
PCR v realném case (RT-PCR), vétSinou opét v multi-
plex uspofdddni, nebo s vyuZitim znacenych DNA sond,
které umoznuji soucasnou detekci nékolika druhd. Meto-
dicky se v podstaté jedna o klasickou PCR, ale specidln{
termocykler umoziuje pribézné monitorovat prirastky
DNA béhem kazdého cyklu. To je umoZnéno diky fluo-
rescenénimu substrdtu, ktery se vdZze na DNA a intenzita
fluorescence pak odrdZi mnoZstvi nové syntetizované
DNA. Produkty amplifikace téhoz genu maji u riznych
druhi riznou sekvenci, a tedy i teplotu tani. Produkty pak
muzeme rozli§it pomoci odlisnych kiivek tani a vyuZzit tu-
to informaci k druhové identifikaci nebo odhalen{ nespe-
cifickych produkti amplifikace.

Vyhodou metody je vysoka specificita a citlivost. Identi-
fikace nejcastéjSich druhl dermatofytli miize byt provede-
na béhem nékolika hodin [12, 13, 55]. Metoda je vyhodna
i tim, Ze cely proces je automatizovany v jediné uzaviené
zkumavce, coZ minimalizuje rizika kontaminace.

V poslednich letech bylo publikovano nékolik postupt
zalozenych na RT-PCR a umoznujicich detekci rizného
poctu druhti dermatofyti. Prvni kvalitni prace z roku 2007
byla zaméfena na oblast ITS a umoZznovala rozlisit néko-
lik zakladnich druhti pomoci znacenych sond. Prace po-
slouZila jako zdklad pro dalsi studie a je z dne$niho pohle-
du jiz pfekonand. Alexander et al. [3] pouZili detekci
T. rubrum pomoci RT-PCR jako poc¢éte¢ni krok v diagnos-
tice onychomykdzy v kombinaci s klasickou diagnostikou
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pomoci piimé mikroskopie a kultivace. Jako nejefektiv-
néjsi postup bylo doporuceno, aby byly kultivovany pou-
ze PCR-negativni a mikroskopicky pozitivni vzorky. Me-
toda vyvinutd Bergmansem et al. [9] je naopak schopna
identifikovat az 11 klinicky vyznamnych druhil v jediné
multiplex reakci za pomoci systému znacenych sond
a analyzy kiivek tin{ produktii. Z4dn4 z dosud uvedenych
metod neméla, na rozdil od ndsledujicich, publikovanych
autory Wisselink et al. [91], Bergman et al. [7], Miyajima
et al. [66], jako svou soucdst moZnost detekce celého dru-
hového spektra dermatofyti, cozZ je zdsadni pro prikaz
nékterych malo béznych nebo nepopsanych druhii. Kromé
toho jsou vSechny tfi metodiky schopné identifikovat i né-
kolik hlavnich druhd dermatofytl; nevyhodou prvnich
dvou studii [7, 91] je prubéh ve dvou oddélenych reak-
cich. Néktefi zminéni autofi uvadéji [9, 91], Ze jejich
RT-PCR metoda je schopnd zcela nahradit klasické dia-
gnostické metody.

V piipadé reverzni hybridizace v navaznosti na PCR
(PCR-RLB) je v prvnim kroku provedena PCR s primery
nasedajicimi na ITS oblast genomu dermatofyti, pficemz
je jeden z primerti znaceny. Produkty amplifikace jsou na-
sledné hybridizovany na membriné se specifickymi zna-
¢enymi oligonukleotidovymi DNA-sondami. Uvedena
metoda byla vyvinuta pro detekci a identifikaci deviti nej-
st [8]. Je pomérné pracnd, navic vysledky mohou byt ob-
tizn€ interpretovatelné u vzorkl s malym vychozim mnoz-
stvim DNA. Vysledky je v§ak mozné vyhodnotit jiZ na-
sledujici den po odbéru.

Pro detekci a identifikaci péti druhti dermatofytd
(T. rubrum, T. interdigitale, T. violaceum, M. canis a E.
floccosum) byla vyvinuta metoda PCR-ELISA [6]. Zaci-
nd péti separdtnimi PCR reakcemi se znaCenymi, druhové
specifickymi primery. Amplikony poté hybridizuji s kom-
plementdrnimi, druhové specifickymi sondami znacenymi
biotinem a zacilenymi na TOP II. Produkt hybridizace je
vizualizovédn na mikrotitra¢ni desti¢ce pokryté streptavi-
dinem. Tuto metodu vyuzivd komeréni kit Onychodiag
(Bio Advance, Francie), ktery umoznuje identifikaci vyse
zminénych druht v klinickych vzorcich béhem 24 hodin.
Metoda je udajné az desetkrdt citlivéjSi neZ konvencni
PCR. Hlavnimi nevyhodami jsou pracnost, riziko konta-
minace a riziko zkfiZené reaktivity sond.

Nékteré diagnostické sady mikrodesticek (microar-
rays) jsou schopné identifikovat i dermatofyty. Souprava
vyvinutd autory Sato et al. [81] je zaloZend na amplifikaci
ITS rDNA vSech mikromycet a ndsledné hybridizaci pro-
duktu s prefabrikovanymi specifickymi DNA sondami na-
vdzanymi na desticce. Ta obsahuje celkem 26 druhové spe-
cifickych sond a 3 rodové specifické, ddle policko cilené na
vSechny mikromycety a jen na vlaknité houby. Mezi nevy-
hody uvedené metody je nutno uvést moznou detekci koz-
nich komenzall, ptipadné i zkiiZenou reaktivitu sond.

Identifikace kultur

Metody pro urcovani kultur hub je mozné podle typu
vysledku rozdélit na sekvenacni, fingerprintové a jiné (viz
obr. 1).

179



Tabulka 2. Piistupova ¢isla k sekvencim vybranych genti ulozenych v databazi GenBank pro bézné druhy dermatofytd

Druh (kmen*) ITS benA Aktin TOP 11 GAPD CHS1
Epidermophyton floccosum AJ000629 EF631709 EF631625  AB096069  EF631646 AB015039
(ATCC 26072, ATCC 52066)

Microsporum audouinii AJ000622 JE731113 AF150736

(CBS 280.63, NBRC 6074)

M. canis (CBS 496.86, ATCC 36299, AJO00611 EF631710 EF631626 ~ AB096067  EF631647 AB003563
CHUS 14303)

M. fulvum (CBS 287.55*, VUT-4006, AJO00627* HG518416  AB593406  AB593414  AB003559

RV 15252, CCF 4684)

M. gypseum (CBS 258.61*%, VUT-4004, AJ970141*  HGS518420* EF631632  ABI110275 XM_003173847  AB003560
ATCC 24102, CBS 118893)

M. incurvatum (CBS 174.64*, AJ970153*  HG518422* AB110274 AB003562
KMU 2981, VUT-4002)

M. persicolor (NBRC 5975, VUT-77160, JCM 1911) IN134144 JF731112 AB110277 AB006983
Trichophyton erinacei (CBS 511.73%, EF078476* JE731117

CBS 677.86)

T. interdigitale (CBS 428.63%, JX122216* JQ407161 JQ407116 AB005794
CBS 558.66, IHEM 7493)

T. mentagrophytes (CBS 318.56%*, 797995* JQ407163 JQ407118  AB520839

THEM 2468, KMU 6067)

T. simii (CBS 417.65*, CBS 150.66, 798017+ JQ407139  AB432895  AB430796  AB573033 AB003564
THEM 4421, KMU 4810)

T. tonsurans (CBS 496 .48* NBRC 5928,  Z98005* JF731073 AF152231  AB430790  ABS573053 AB022279
KMU 4872)

T. verrucosum (CBS 554.84, KMU 4826, 798002 EF631728 EF631644 ~ AB430805 AB573051 EU363514
BMU 03357)

T. violaceum (CBS 374.92*, CBS 305.60, JX122372* EF631729 EF631645  AB430803  AB573043 AB017698
BMU 02087, KMU 4128)

T. rubrum (CBS 735.88, IHEM 13800, 797994 JQ407175 JQ407130  AB520838  AB573052 AB005793
KMU 4849)

T. terrestre/Arthroderma quadrifidum Al877214

(CBS 613.78)

Trichophyton sp. / Arthroderma benhamiae ~ Z98015%* JQ407137*  JQ407092*  AB430807  AB573047 AB044155

(* =CBS 623.66%, KMU 4771)

*ex-typové kmeny a jejich pfistupovd ¢isla jsou oznacena hvézdi¢kou

Sekvenovani cilovych genil zajist'uje pii spravném vybé-
ru oblasti naprosto pfesnou druhovou identifikaci. Hlavn{
nevyhodou je stale vyS$si ¢asova a finan¢ni ndro¢nost, ze-
jména pii zpracovani vétsiho poctu vzorkd. Presto podle né-
kterych vypo¢tl [49] neni sekvenovani napt. ITS oblasti
rDNA o mnoho draZsi, neZ je druhové identifikace za pouZi-
ti klasickych metod. U dermatofytli byvaji nejéastéji vybira-
ny useky ITS1, 5,8S a ITS2 rDNA, které jsou zndmy pro
vSechny druhy dermatofytl a poskytuji aZ na vyjimky do-
statecné rozliSeni. Dal$imi moZnymi oblastmi jsou geny pro
B-tubulin (benA), aktin (ACT), mangan-dependentni super-
oxiddismutdzu (MnSOD), translaéni elonga¢ni faktor 1-o
(TEF1-0) a glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogendzu
(GAPD), TOP Il a CHS1 [5, 22, 39, 40,47, 52,75, 78]. Pfi-
stupova ¢isla k sekvencim, které pochdzejici z vérohodné
uréenych kmenti béZznych druhl dermatofytid a jsou ulozené
v databazi GenBank, jsou uvedena v tabulce 2. K rutinnimu
urovani je obvykle dostacujici oblast ITS rDNA [41, 73,
87], sekvence genil kddujicich proteiny jsou vyuzivany pre-
devsim ve fylogenetickych studiich [5, 52]. ITS je zatim je-
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diny sekvencni marker zastoupeny pro vSechny v soucas-
nosti akceptované druhy v databazi GenBank [32]. Nevyho-
dou databéze je ale velké mnozstvi chybné identifikovanych
izolatl [32, 85]. Z tohoto diivodu byla vytvorena a je spra-
vovana databaze sekvenci ITS rDNA dermatofytd, kterd za-
hrnuje jen sekvence patfici sprdvné urCenym kmenlim
(http://www.cls knaw.nl/dermatofytes).

Fingerprintové metody jsou rychlé, vétSinou jednodu-
ché alevné. Jsou vhodné zejména pfi velkém poctu analy-
zovanych vzorkt. Naopak nevyhodou nékterych z nich
jsou ndroky na kvalitu DNA, kterd nesmi byt kontamino-
vdna [46, 64]. Aby byly vysledky inter-, ale i intralabora-
torné porovnatelné, je nutné u nejcitlivéjSich metod vzdy
dodrZovat stejnou metodiku izolace DNA a pii PCR uZi-
vat stejny termocykler a chemikalie od stejnych vyrobci.
Problémem limitujicim vyuZiti metod pro fylogenetické
ucely byva mozna komigrace fragmenti o stejné délce,
ale odli$né sekvenci, a tedy nereprezentujicich homologni
useky DNA. Mezi fingerprintové metody pouzité u der-
matofyti patii nahodna amplifikace polymorfni DNA
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PCR-fingerprinting s
primerem M13-core

( Specificky vzor pro:

A.benhamiae

E. floccosum

M. aenigmaticum
M. audouinii

M. canis

Specificky vzor
pro: T. tonsurans /
T. equinum

Specificky vzor

pro: T. rubrum /
T. violaceum

M. fulvum
M. gypseum

M. incurvatum

M. persicolor

T. erinacei

T. interdigitale

T. mentagrophytes s. str.

PCR-RFLP oblasti ITS rDNA
s endonukleazou BsrFI

Rezaei-Matehkolaei et al. [77]

PCR-RFLP ITS oblasti
s endonukledzou Mva I

Jackson et al. [41]

RAPD (OPDIS, AFLP
APAAL17, OPU15)

PCR fingerprinting
s primery (AC),, a T3B
Liuetal. [61]

Griser et al. [29] Griser et al. [29]

T. onychocola
T. terrestre

\T. verrucosum )

T. tonsurans
T. equinum

<\ /

T. rubrum
T. violaceum

Obr. 2. Schéma identifikace hlavnich druhti dermatofyt bez nutnosti sekvence

Uvodni metoda ISSR-PCR s primerem M13-core je schopn rozligit viechny hlavni piivodce dermatofytéz v CR na zdklad& charak-
teristickych vzort (pattern) prouzkl. Problematické je rozliSeni nékterych blizce pfibuznych druhi: Trichophyton tonsurans a T. equi-
num (rozliSitelné restrikénim $t€penim ITS oblasti, nebo sekvenaci gentt TEF1-0l, benA nebo tseku ITS rDNA [77]), déle T. rubrum
a T. violaceum (fada metod — viz schéma, nebo sekvenace ITS rDNA); schopnost metody rozliSit M. canis a M. ferrugineum nebyla
testovdna — existuje op€t moznost druhy rozlisit sekvenaci, nebo RFLP-PCR [78]; podobné neni zndmo, zda metoda rozlisi 7. mentag-
rophytes s. str. od blizce ptibuznych T. schoenleinii a T. simii (rozliSitelné sekvenci ITS rDNA [5]).

(RAPD), polymorfismus sekvenci mezi dvéma mikro-
satelity (ISSR-PCR) a polymorfismus délky amplifiko-
vanych fragmenta (AFLP).

RAPD je charakteristickd pouZitim jednoho, ¢i vice krat-
kych primert. V PCR je navic pouzita nizka teplota pro je-
jich nasedani, coZ zplsobuje, Ze primery nemusi nasedat
zcela komplementarné na DNA a vysledny fingerprint je
pak bohatsi. Metoda je velmi citlivd na zmény reakénich
podminek. U dermatofyttl byla tspésné pouzita ke druhové
identifikaci [63, 61, 67]. Nékdy se od RAPD oddéluje prin-
cipidlné velmi obdobnd metoda zvand ndhodnd PCR
(APPCR) [61], kterd uziva primery o dels{ sekvenci.

ISSR-PCR vyuziva primery v podobg repetitivnich se-
kvenci komplementarnich k tzv. mini- a mikrosatelitnim
lokustim. Primer miva Casto i kratkou tzv. kotvici sekven-
ci, kterd pfesahuje okraj lokusu, ¢imz se sniZi pocet mik-
rosatelitd, na které je primer schopny nasedat, a tedy i po-
et produktli. Vysledné fingerprinty vykazuji Casto vyso-
kou komplexnost a na rozdil od RAPD m4 metoda i vyso-
kou reprodukovatelnost [20]. VyuZitim mikrosatelitniho
primeru (GACA), byly rozpozndny b&Zné druhy dermato-
fytd [20, 84]. Navic byl ve studii pouZit druhy primer
(GTG)s, ktery uspésné odliSoval i fylogeneticky velmi
blizké druhy T. interdigitale (, T. mentagrophytes“) a T.
tonsurans [84]. Na naSem pracovisti se velmi osvédcila
metoda ISSR-PCR s primerem M13-core, ktery je schop-
ny dobie rozlisit nejdilezitejsi druhy dermatofytli vysky-
tujici se na naSem uzemi (obr. 2) a byl dspéSné pouZit
u zminénych houbovych agens i v minulosti [26].

Metoda AFLP byla u dermatofytii pouZita jen v omeze-

s 2w

né mife pro taxonomické tcely [29, 28]. Ackoliv je dobfe
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reprodukovatelny a podava odpovidajici pfedstavu o po-
lymorfismu srovndvanych organisml na druhové a nizs{
urovni, je jeho pouziti pro identifikaci nepraktické kvuli
vyS§i Casové i financni ndrocnosti.

Polymorfismus délky restrik¢nich fragmenti (PCR-
-RFLP) je zaloZen na klasické PCR, kdy je v prvnim kro-
ku amplifikovan specifickymi primery urcity isek DNA,
ktery je ndsledné S$tépen restrikénimi enzymy (endonukle-
dzami). K namnoZeni DNA se pouZzivaji podobné oblasti
DNA jako pfi sekvenovani, napt. tseky ITS nebo NTS
rDNA (Non-Transcribed Spacer; nepfepisovany mezer-
nik) [35, 41, 79], geny TOP II [34, 45] nebo benA [1].
Dnes se metoda Castéji pouziva k rozliSeni blizce pribuz-
nych druhi uvnitf druhovych komplexi, které jsou obtiz-
né rozlisitelné jinymi MGM [77, 78]. Pti urCitém zjedno-
duseni je pak postup navrzen tak, Ze je v sekvencich dvou
blizkych druhii nalezeno variabilni misto, které u jednoho
z nich specificky rozeznava a §tépi urcitd endonukledza.
Ta je pak pouzita ke $tépeni amplifikovaného tseku DNA.
Na elektroforetogramu se pak u prvniho druhu vyskytuje
pouze jeden produkt a u druhého dva. Vyhodou je, Ze se
metoda je navic dobfe reprodukovatelnd. Podobné financ-
né vyhodné mize byt pri velkém poctu izolatd pouziti né-
kolika restrikénich endonukledz na jediny amplifikovany
tusek DNA. Vétsina kultur miZe byt urCena podle speci-
fického fingerprintu po prvnim restrikénim Stépeni, zbylé
druhy jsou ur€eny jen do druhovych komplexti a mohou byt
identifikovany Stépenim stejného useku za pouziti jiné re-
striktazy [80]. Velmi blizce piibuzné druhy T. fonsurans a T.
equinum nebo druhy M. canis, M. ferrugineum a M. au-
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douinii se daji odlisit restrikénim Stépenim genti TEF-1a,
benA a oblasti ITS rDNA pomoci riznych endonukleaz
[77,78, 80].

RT-PCR je pouzitelna nejen v detekci dermatofytd, ale
i v identifikaci navazujici na jejich kultivaci. Takova meto-
dika byla popsana pro 10 druhd dermatofytli, véetné nékte-
rych vzdcné izolovanych [95]. Pfinosem studie je piede-
v§im moZnost obohatit soucasné protokoly RT-PCR pro de-
tekci DNA pfimo z klinickych vzorkl o vzdcné druhy. Po-
tencidl metody neni zatim pro béZné urovani druht velky,
protoZe existuje fada levnéjsich a jednodussich identifikac-
nich metod, které pokryvaji vétsi mnozstvi druhti.

TYPIZACE IZOLATU

Typizacni metody mohou pomoci lépe porozumét epi-
demiologii, populacni biologii a patogenezi dermatofytdz.
Jsou vyuzivany pfi identifikaci endemickych kmeni, pat-
rani po zdroji infekce v rodiné, vefejném zafizeni, u zvi-
fat, ddle také pfi zjiStovani, zda je infekce zplsobena jed-
nim, ¢i vice kmeny. Je mozné rovnéZ stanovit, které kme-
ny jsou virulentnéjsi, maji vyssi rezistenci k antimykoti-
kim nebo zptlisobuji specificky klinicky obraz infekce.
U chronickych dermatofytéz miiZe byt ovéfeno, zda se
jednd o recidivu nebo reinfekci. Ddle Ize ziskat informaci
o distribuci jednotlivych genotypti v populaci, coZ miize
odhalit zmény v zdvislosti na prevladajici 16cbé.

Mikrosatelity jsou hypervariabilni DNA sekvence slo-
Zené z motivl kratkych tandemovych repetic, které se
v genomech v8ech doposud studovanych eukaryotickych
organismi vyskytuji s pomérné vysokou frekvenci [59].

Mikrosatelity maji mnohem vy$si mutacni rychlost (10-2-
10-5 mutaci na nukleotidovy pér na generaci) oproti frek-
venci 109, kterd se uvadi pro bodové mutace v nekdduji-
cich oblastech, jako je napt. ITS oblast [74]. Tato nesta-
lost vytvaii vysokou vnitrodruhovou variabilitu. Mikro-
satelity jsou z tohoto divodu u hub, ale i v jinych fiSich
organismil, pouzivany predevsim v populacnich studiich
[30]. Aplikace mikrosatelitnich markerd na typizaci dru-
hl ukazuje, Ze nékteré druhy antropofilnich a zoofiln{
dermatofytl jsou teprve na zacatku svého evoluéniho vy-
voje a obsahuji malé mnozstvi polymorfismt [30]. Vy-
hodou u skupiny dermatofytd je fakt, Zze je zndmy ge-
nom nékolika druhd, coZ proces hledani mikrosatelitt
usnadniuje. Pfesto jsou dostupné primery jen k nékolika
variabilnim mikrosatelitim u malého poctu klinicky vy-
znamnych druht (viz tab. 3), t€émi jsou T. rubrum [31,
74], M. canis [82] a M. persicolor [83].

Data ziskand analyzou mikrosatelitd jsou uzite¢na ne-
jen pro epidemiologii, ale pfindsi i cenné informace z hle-
diska evoluce a biologie druhti. Analyza mikrosatelitd na-
ptiklad podporila status samostatného druhu pro M. au-
douinii a M. ferrugineum uvnitf komplexu M. canis [50],
dalsi druhy a variety byly synonymizovény s témito tfemi
druhy. Jind studie ukdzala, Ze za vétSinu lidskych infekci
plsobenych M. canis zodpovida jediny, vice virulentn{
zviteci genotyp, ktery se s vySsi dspésSnosti prendsi na lo-
véka [82]. Populaéni studie na druhu 7. rubrum potvrdily
jeho nizkou vnitrodruhovou variabilitu a oprdvnénost sy-
nonimizace fady dfive uznavanych druht s 7. rubrum. Je-
diné druhové jméno, které ve skutecnosti reprezentuje jen
jakousi ¢astecné izolovanou a geneticky odliSnou popula-
ci, je T. soudanense [31, 74].

Tabulka 3. Mikrosatelitni markery navrZené k typizaci dermatofytd

Druh Repetitivni Ta (°C) *  Forward primer Reverz primer Zdroj
element (5°-3%) (3-5%)

Trichophyton rubrum CA15 60 GTAAGGATGGCTAGTTAGGGGG TGGTCTGGCCTTGACTGACC Ohst et al. [74]
T17 56-62 CCCATCGAGGTCATATACGC ATTTTGGTTTCTTTTTTGAGTG Griser et al. [31]
GAI8CA13 56-63 CTCCGTCCGGTCCAGATG CGCTGCTGGTAAGAGATGAC Griser et al. [31]
GAL17 56-64 CGTCGCTTGCTTTGGTACAC TATGGACTTGTTCGGATGGG Griser et al. [31]
GAIS8 56-65 GACTCAACGGTTCCAGATTAC  CTTATTTGTCCGCTTCTCTCG Griser et al. [31]
GA25 56-66 GCGATGGTTGGAGGAGTTG GCCTGTCGCTGCTTACTTG Griser et al. [31]
CT20 56-67 GCGGTGGCGTCTTCTATC CAGCAGACAACATAGCAGTCG Griser et al. [31]

Microsporum CA23 64 TCGGCCTCCTCATCCTTC TCGGGATGTAAGTGAAAGGG Sharma et al. [83]

persicolor CT17 58 GGGCAATTCTATGGGCAAG CTTCTTCCAAGCTCTGCCTG Sharma et al. [83]
GA27 60 GGCTTGAGTGGCGTCTTC AGCAAACGAACCGCTGAG Sharma et al. [83]

Microsporum canis ~ GT13 60 GATCGGAGCATGCCATACAG TCTTCCCACCCTTCTCAATG Sharma et al. [82]
GT17 60 GCTCTGGGATAAGGTGTTTG GTAGCAGTAAAGCCAAGAGGG  Sharma et al. [82]
GT17-1 54 GAAGGAGGTATATATGGGTGTG GATAAGGTGTTTGGCACTGA Pasquetti et al. [76]
GT17-2 54 GGGAACAATCTGCCTTAAAC CACAGAGATATGCCGTATGC Pasquetti et al. [76]
GT17-3 54 AGGTGTTTGGCACTGAGC CGAAGAGAAGGAGGTATATATGG Pasquetti et al. [76]
GT15 54 CAGCATCTAAATAACTGGCCTA TTTTCTTTCTACTTCCCGTTG Pasquetti et al. [76]
GT14 54 GGTTTACACGCAGCATGA CGTGGCTGAAGAAGTCTACC Pasquetti et al. [76]
AT15 58 CGTCTGGGACTTGGTAGTAA TCGGAGGATCTTTAAACTGT Pasquetti et al. [76]
AC20AT14 56 GCCAAAGAGCTTGCTGAG CGTTAGCATGCATCTCTCTATAC  Pasquetti et al. [76]
GT13 65 GATCGGAGCATGCCATACAG TCTTCCCACCCTTCTCAATG Pasquetti et al. [76]

*Teplota annealingu
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Multilokusova sekvenacni typizace (MLST) vykazu-
je pri vybéru vhodnych genti ve srovnani se sekvenova-
nim jednoho PCR produktu vysokou vnitrodruhovou dis-
kriminacni schopnost. Problémem je nutnost velmi kvalit-
nich sekvenci (sekvenacni chyby vytvéii faleSnou variabi-
litu) a vysokd finan¢ni ndro¢nost. Na druhou stranu tkvi{
velkd vyhoda MLST v moZnosti dobrého sdileni vysledki
mezi laboratofemi a moZnost vyuZzit a revidovat data kdy-
koliv v budoucnu. V ramci skupiny dermatofytd MLST
schéma zatim pro popula¢ni studie vyuZzito nebylo. Z do-
sud publikovanych molekuldrnich dat je patrné, Ze sekve-
nované lokusy (ACT, TOP II, benA, ITS rDNA a GPD)
maji pomérné nizkou diskriminacnf silu pro klondlni dru-
hy jako T. rubrum a T. verrucosum, ale naopak rozliSily
fadu haplotypt uvniti druhu Arthroderma benhamiae [5,
52, 51]. VyuZiti metody jako moZné typizacni techniky
u dermatofyti tedy nic nebrani a patii ji spolu s mikrosa-
telity budoucnost v typizaci dermatofytd.

Fingerprintové metody typu RAPD dokdZou s riiznou
mirou uspésnosti odliSit kmeny nékterych druhti [26, 61,
96]. Nizkd reprodukovatelnost vysledki a nezfidka i ne-
dostate¢nd variabilita odsouvaji do zna¢né miry tyto me-
tody ze zdjmu populacnich studif u hub, kde se prosazuje
predevsim analyza mikrosatelitii. V piipadé dermatofyti
ale metoda RAPD zistava nejbéznéjsi metodou typizace
kmend a stdle vznika rada typizacnich schémat na ni zalo-
Zenych. Metoda byla s riznou mirou dspéchu (Zadné vnit-
rodruhové rozliSen{ aZ po rozliSeni téméf vSech zkouma-
nych izolatl) aplikovana na fadu druhti. Nejcastéjsim ci-
lem typizace jsou kmeny 7. rubrum [4, 35, 36, 92, 93],
dale pak T. interdigitale [44, 54], M. canis [18, 84, 94]
a E. floccosum [53]. Dobré rozliSeni izolatd T. rubrum na-
bizi metodika polskych autorti [36], kterd kombinovala
dva primery a Gspésné rozliSila 47 rliznych genotypl me-
zi 55 izolaty. U T. interdigitale (,,T. mentagrophytes* pod-
le starSich identifika¢nich schémat) se pomoci RAPD daf{
napiiklad odlisit lidské izolaty ptsobici pfevazné onycho-
mykozu a tinea pedis od plivodem zvitecich izolatl, které
u ¢loveka plsobi hlavné tinea corporis [54].

PCR-RFLP a7 na vyjimky nepfedstavuje ndstroj pfi-
1i§ vhodny k posouzeni vnitrodruhové variability. Vy-
jimkou je NTS oblast rDNA, kterd se u dermatofytl
ukdzala jako velmi variabilni, a proto je pouZivana
i v diskriminaci jednotlivych izoldtd u druhi 7. rubrum
[17,92], T. interdigitale [69, 89], A. benhamiae [68, 86]
a T. tonsurans [2, 23, 70]. Izoléty jinak geneticky ho-
mogenniho druhu 7. rubrum je také mozné rozliSit na
zakladé poctu kopii dvou tandemové se opakujicich prv-
ki oznacovanych jako TRS-1 a TRS-2 (Tandemly Re-
petitive Subelements) [42]. Hlavni pfednosti RAPD
a PCR-RFLP je jednoduchost a nizkd finan¢ni ndroc-
nost ve srovnani s analyzou mikrosatelitd a MLST, kte-
ré ale déavaji 1épe interpretovatelné vysledky.
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