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SOUHRN

V laboratořích klinické mikrobiologie jsou stále častěji využívány molekulárně genetické metody (MGM), a to nejen ke správné iden-
tifikaci izolovaného původce onemocnění, ale také k jeho přímé, časné detekci v klinickém materiálu. Také v dermatomykologii
MGM vhodně doplňují a někdy dokonce nahrazují klasické, časově a odborně náročné diagnostické postupy, založené zejména na
přímé mikroskopii a kultivaci. Výhodou MGM je především vysoká citlivost a rychlost detekce agens, které je možné prokázat v řá-
du několika hodin až dnů. To může napomoci časnému zahájení cílené léčby, nebo naopak zabránit zbytečnému zatěžování pacienta
antimykotiky. MGM určené pro přímou detekci mikromycet nám však i přes značný pokrok stále nezaručují jejich přesnou identifika-
ci. K tomuto účelu je stále třeba patogen nejprve izolovat, poté je možné využít některých dalších MGM k jeho určení. Cílem tohoto
přehledového článku je shrnout možnosti využití MGM pro přímou detekci dermatofytů z klinických vzorků, dále pro identifikaci
druhů a typizaci kmenů.
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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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ÚVOD

Klasická diagnostika dermatofytóz většinou zahrnuje
zhodnocení klinických projevů onemocnění, dále mikro-
skopické a kultivační vyšetření odebraných vzorků. Přímá
mikroskopie je poměrně citlivá, obvykle však není možné
tímto způsobem houbu identifikovat. Kultivace bývá zase
poměrně málo úspěšná, zejména v případě onychomykóz,
navíc je třeba původce inkubovat na půdách až několik
týdnů. Dobře známá morfologická variabilita dermatofytů
komplikuje používání klasických metod identifikace, tj.
hodnocení vzhledu kultury a mycelia s reprodukčními
strukturami. Také doplňkové fyziologické či biochemické

testy (růst na speciálních médiích, produkce ureázy, per-
forace vlasu, aj.) nemívají stabilní výsledky a nejsou ani
druhově specifické. Stále většího významu proto i v ob-
lasti dermatomykologické diagnostiky nabývají moleku-
lárně genetické metody (MGM) [15]. 

MGM užívané k přímému průkazu a identifikaci der-
matofytů prodělaly v posledních letech rychlý vývoj,
a tak již do značné míry mohou pomoci řešit některé ne-
dostatky klasické diagnostiky [43]. Při detekci houbo-
vého patogenu přímo v klinickém vzorku dovedou vý-
razně zkrátit interval mezi odběrem a stanovením dia-
gnózy, bohužel zpravidla neumožňují jeho přesnou
identifikaci. K tomuto účelu musí být zvolen metodický
postup umožňující v dodaném materiálu odhalit i velmi
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malé množství DNA mikromycety, ale nereagující na
možnou přítomnost nukleových kyselin z jiných mikro-
organismů. Naopak v případě využití MGM k přesnému
druhovému určení izolátu bývá k dispozici prakticky ne-
omezené množství DNA z kultury, a je proto třeba zvo-
lit techniku zajišťující co nejpřesnější identifikaci izolá-
tů. Vnitrodruhová typizace izolátů, metodicky založená
na podobných principech, má důležitou úlohu v epide-
miologii mykotických infekcí, neboť umožňuje odhalit
zdroj nákazy a sledovat proces jejího šíření v populaci
[21]. Role MGM v rámci současného pojetí diagnostiky
dermatofytóz je přehledně demonstrována na obrázku 1.
Podobně jako v jiných oborech mikrobiologie se
i v rámci molekulární diagnostiky dermatomykóz pou-
žívá pro určování klinických izolátů stále častěji ekono-
micky výhodná a technicky jednoduchá hmotnostní
spektrometrie MALDI-TOF [72]. I zde však MGM hra-
jí důležitou roli, neboť databáze druhů hub by se měla
opírat o spektra získaná z mikromycet identifikovaných
analýzou genomu, navíc by zařazené kmeny měly mít
i dostatečnou vnitrodruhovou diverzitu. 

Při využívání MGM v diagnostické praxi je třeba zvolit
optimální postup izolace DNA, dále vybrat odpovídající
parametry PCR a konečně se rozhodnout pro nejvhodněj-
ší metodu k průkazu houbové DNA v klinickém vzorku,
respektive k identifikaci nebo typizaci izolátu. A právě na
uvedenou problematiku je zaměřen následující přehledo-
vý článek.

IZOLACE DNA

V případě detekce dermatofytů přímo v klinických
vzorcích (zejména z kožních šupin, vlasů či nehtů) závisí
výtěžnost a čistota DNA především na kvantitě a kvalitě
odebraného materiálu. Množství DNA infekčního agens
ve vzorku je totiž značně omezené, další komplikací bývá
kontaminace genetickým materiálem pocházejícím z vlák-
nitých hub přítomných v prostředí nebo z kvasinek kolo-
nizujících kůži. 

Při izolaci houbové DNA je nejprve třeba efektivně roz-
rušit buněčnou stěnu, dále lyzovat cytoplazmu a jadernou
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Obr. 1. Schéma znázorňující začlenění
molekulárních metod do detekce a identifi-
kace dermatofytů
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membránu, precipitovat proteiny a zbavit DNA řady inhi-
bitorů, které mohou snižovat účinnost následně prováděné
polymerázové řetězové reakce (PCR). Jednotlivé kroky
lze provádět pomocí chemikálií známými metodickými
postupy, nebo lze využít komerční soupravy, které mohou
izolaci usnadnit. V takovém případě však může být pro-
blémem optimalizace metodického postupu, neboť někte-
ré chemikálie v diagnostických kitech bývají předmětem
firemního tajemství.

Rozrušení buněčných stěn může být dosaženo manu-
ální homogenizací zmrazeného vzorku ve třecí misce
s tekutým dusíkem [25, 87], vortexováním se skleněný-
mi nebo silikátovými kuličkami [19, 81], nebo opakova-
ným zmrazováním [60]. Lýza membrán je zajištěna deter-
genty (např. Triton X-100, laurylsíran sodný) s následným
uvolněním nukleových kyselin do pufrovaného roztoku.
Ten dále obsahuje chelátory, nejčastěji etylendiaminotetra-
octovou kyselinu (EDTA), které vychytávají kationty
vápníku, sloužící jako kofaktor nukleáz, čímž je zabrá-
něno štěpení uvolněné DNA. Pro zvýšení čistoty nuk-
leové kyseliny se někdy k lyzačnímu roztoku přidává
proteináza K, která štěpí bílkoviny včetně histonů váza-
ných na DNA.

Z metodického hlediska je současným trendem ústup od
tradiční, ale toxické fenol-chloroformové metody a redukce
počtu kroků izolace DNA na minimum. Často používaným
postupem je inkubace s proteinázou K přes noc a následné
dokončení izolace komerční soupravou, nebo tzv. automa-
tickým izolátorem [3, 6, 9, 91]. Patentovaná metoda izolace
DNA z klinických vzorků ve dvou krocích, trvající 15 mi-
nut, se stala součástí produktu Dermatophyte PCR Kit (SSI
Diagnostica, Hillerød, Dánsko) [13, 56]. Ke stejnému účelu
byly dále použity 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, Německo) [6, 65]. Automatické izolátory
DNA jsou přístroje, které byly vyvinuty tak, aby minimali-
zovaly manipulaci se vzorky a proces od určitého kroku au-
tomatizovaly. V diagnostice dermatofytóz byly použity na-
př. FastPrep FP120 Instrument (Thermo Savant, Boston,
USA) [16], MagNA Pure Compact Nucleic Acid Extraction
Instrument (Roche, Indianapolis, USA) [7], Biorobot EZ1
(Qiagen, Hilden, Německo), nebo QIAsymphony (Qiagen)
[3].

V případě identifikace a typizace houbových izolátů
MGM probíhá úvodní kultivace nejčastěji na Sabourau-
dově agaru (SAB) s přídavkem chloramfenikolu a cyklo-
heximidu. Hlavním požadavkem je čistota a stáří kultury
(ideálně do 14 dnů). Izolaci DNA lze provádět podle zná-
mých protokolů [26, 27, 62], existuje však i velké množ-
ství komerčních souprav. K tomuto účelu byly úspěšně
použity např. Fast DNA kit (Bio101; Lajolla, USA) [16],
ArchivePure DNA Yeast + Gram-+ kit (5PRIME; Gait-
hersburg, USA) [39, 40], nebo Microbial DNA Isolation
Kit (Mo-Bio Laboratories; Carlsbad, USA). Pomocí po-
sledních dvou jmenovaných produktů je izolována DNA
z dermatofytů, ale i jiných vláknitých hub také na našem
pracovišti [38, 37]. 

Výhledově se předpokládá, že budou vypracovány do-
poručené standardizované postupy pro izolaci DNA der-
matofytů z kultur i klinických vzorků, což je nutné pro
sjednocení a porovnávání metod.

METODY DETEKCE A IDENTIFIKACE
DERMATOFYTŮ

Přímý průkaz DNA v klinických vzorcích
Tato skupina metod je založená vesměs na principu

PCR a při vhodné optimalizaci může být využita i ke dru-
hové identifikaci dermatofytů. Výhodou je zejména vyso-
ká citlivost (tab. 1) a rychlost detekce [7, 65], která se
podle zvoleného postupu pohybuje od několika hodin po
2–3 dny.

K průkazu DNA kožních houbových patogenů a odliše-
ní od DNA jiných eukaryot a prokaryot bylo navrženo ně-
kolik sad specifických primerů, které jsou cílené na různé
oblasti DNA. Metody, které dovolují pouze detekci der-
matofytů bez další specifikace (pan-dermatophyte PCR),
jsou zaměřeny na konzervativní úseky DNA, jako je např.
gen pro chitin syntázu 1 (CHS1) [48]. Většina dnes použí-
vaných metod, které si dávají za úkol nejen dermatofyty
detekovat, ale i identifikovat hlavní druhy, jsou zacíleny
na oblast ribozomální DNA (obsahuje oblasti 18S, ITS1,
5,8S, ITS2 a 28S), zejména na ITS oblast, která poskytuje
dostatečné rozlišení mezi druhy dermatofytů. Výjimkami
jsou metody užívající jako marker gen pro topoizomerázu
II (TOP II) [6] nebo oblast mikrosatelitu [10]. Jde obvykle
o úseky DNA, které jsou přítomné v genomu v mnoha ko-
piích a k úspěšné detekci je tedy potřeba menší množství
izolované DNA, čímž se zvyšuje citlivost.

Metody detekce v klinických vzorcích jsou v součas-
nosti omezeny buď pouze na průkaz dermatofytů jako sku-
piny bez dalšího určení, nebo dovolují identifikaci pouze
nejběžnějších druhů. Dají se použít i v mnohanásobném
uspořádání (multiplex), kdy je v jediné reakci přítomno
několik sad primerů. Takové uspořádání umožní zvýšit
specificitu reakce, nebo dovoluje identifikovat několik
druhů dermatofytů za použití jediné reakce. Zajímavá je
v tomto směru kombinace metody nested PCR se sekve-
nováním [88], která může zajistit velmi přesnou identifi-
kaci na úrovni druhu. Sekvenování přímo navazující na
PCR reakci provedenou v materiálu z klinického vzorku
totiž většinou není možné, protože namnožený produkt,
s výjimkou nested PCR, nebývá v dostatečné koncentraci
[88]. Riziko laboratorní kontaminace sporami dermatofy-
tů je velmi nízké v porovnání např. s rody Aspergillus,
Penicillium, Cladosporium či Alternaria. 

Výhodou konvenční (klasické) PCR je jednoduchost
provedení a nízká cena i ve srovnání s běžnými kultivač-
ními metodami [33]. Nevýhodou oproti RT-PCR je nut-
nost nanést produkty před vyhodnocením na gelovou elek-
troforézu. Metody založené na klasické PCR detekují nej-
častěji všechny 3 rody dermatofytů jako celek bez přes-
nějšího určení, nebo nabízejí multiplex uspořádání s dour-
čením hlavních druhů. Součástí je téměř vždy dvojice pri-
merů pro účely detekce všech druhů dermatofytů bez
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identifikace [11–13, 55, 56, 59]. Vyhodnocení probíhá na
základě přítomnosti produktu na elektroforetogramu.
Multiplex uspořádání u těchto metod většinou přináší
možnost přímo určit, že původcem dermatofytózy je Tri-
chophyton rubrum [12, 13, 56], případně jiné druhy [11].
Odlišně navržené metody dokáží specificky identifikovat
např. T. rubrum/T. violaceum, ale bez detekce ostatních
dermatofytů [10]. Metoda publikovaná kolektivem Kim et
al. [55] dovoluje detekci všech dermatofytů a identifikaci
na úroveň rodu. Metoda autorů Li et al. [58] je schopná
detekovat dermatofyty jako celek a v dalších dvou samo-
statných reakcích skupinu kvasinek a jakoukoliv houbu.
Nejkomplexnější v tomto ohledu je komerční souprava

Mentype Mycoderm PCR Amplification kit (Biotype Dia-
gnostic GmbH, Moritzburger, Německo), která je schopná
identifikovat ve dvou oddělených PCR T. rubrum, T. in-
terdigitale, Microsporum canis, M. gypseum a Epidermo-
phyton floccosum, dále ještě rod Trichophyton jako celek
a několik důležitých nedermatofytických hub [65].

Nested PCR pracuje se systémem tzv. vnějších a vnitř-
ních primerů. V prvním kole PCR, kdy se množí delší
fragment DNA, je použita dvojice vnějších primerů. V té-
to fázi mohou vznikat nespecifické produkty. Ve druhém
kole se množí kratší fragment uvnitř amplikonu z první
PCR pomocí vnitřních primerů. Pokud se v prvním kole
amplifikovalo více nespecifických produktů, je pravděpo-
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Metoda detekce Materiál Počet Specificita Specificita PPV NPV Zdroj
vzorků (%) (%) (%)* (%)*

Kultivace agens nehty, kůže, 202 97 77 96 82 Bergman et al. [7],
vlasy 

Kultivace agens nehty 104 100 64 100 79 Li et al. [58]
Konvenční PCR, duplex; nehty 177 94 85 93 87 Kondori et al. [56]
Dermatophyte-PCR kit 
(detekce všech dermatofytů 
+ identifikace T. rubrum)
Konvenční PCR, duplex; kůže, vlasy 191 84 83 71 94 Kondori et al. [57]
Dermatophyte-PCR kit
(detekce všech dermatofytů 
+ identifikace T. rubrum)
Konvenční PCR, multiplex nehty, kůže 253 64 80 50 87 Mehlig et al. [65]
(identifikace 5 druhů 
dermatofytů, detekce 
rodu Trichophyton bez 
dourčení, identifikace
několika druhů a rodů 
nedermatofytických hub)
Přímá mikroskopie nehty, kůže 253 94 87 87 94 Mehlig et al. [65]
+ kultivace + multiplex 
PCR
RT-PCR, pan-dermatophyte nehty, kůže, 202 99 92 99 93 Bergman et al. [7]
(detekce všech dermatofytů vlasy
bez identifikace)
RT-PCR, dvě zkumavky nehty, kůže, 202 97 100 97 100 Bergman et al. [7]
(detekce všech dermatofytů vlasy
+ duplex k identifikaci
T. rubrum a T. interdigitale)
RT-PCR, triplex (detekce nehty 104 100 93 100 95 Li et al. [58]
dermatofytů, kvasinek 
a nedermatofytických hub 
bez identifikace)
RT-PCR, multiplex ve nehty, kůže, 697 66 97 55 99 Wisselink et al. [91]
dvou zkumavkách vlasy
(detekce všech dermatofytů 
+ 4 druhy Trichophyton
+ Microsporum na 
úroveň rodu)

Tabulka 1. Ukazatele diagnostické síly vybraných metod používaných k detekci (někdy též hrubé identifikaci) dermatofytů v klinic-
kých vzorcích

*PPV – pozitivní prediktivní hodnota; NPV – negativní prediktivní hodnota
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dobné, že při druhé PCR bude specificky namnožen jen
jediný produkt odpovídající oblasti uvnitř amplikonu
z prvního kola. Podle nastavení metody se může jednat
o detekci dermatofytů bez detailnějšího určení (vzorky
z nehtů, CHS1, Litz et al. [60]; vzorky z nehtů, CHS1,
Garg et al. [24]; kůže a vlasy, velká podjednotka genu
pro ribozomální RNA = LSU rDNA, Verrier et al. [88]),
nebo se dá produkt první reakce použít pro jednu, či ví-
ce následných PCR specifických jen pro určitý druh (pa-
rafinový řez, vnitřní přepisovaný mezerník genu pro ri-
bozomální RNA = ITS rDNA, detekce T. rubrum,
Nagao et al. [71]). V mnohanásobném (multiplex) uspo-
řádání je při druhé PCR do směsi přidáno několik sad
primerů specifických pro určité druhy. Jsou navrženy
tak, aby výsledné amplikony měly pro různé druhy od-
lišnou délku a identifikace je tak možná na základě ve-
likosti produktu na elektroforetogramu. Amplikon je ta-
ké možné podrobit sekvenační reakci za použití primerů
z druhé reakce. Přesnost identifikace na základě získané
sekvence DNA potom závisí na oblasti, která byla na-
množena a na délce produktu. Ebihara et al. [19] navrh-
li postup pro časnou diagnostiku hub působících ony-
chomykózu, v prvním kroku byla nespecificky namno-
žena oblast LSU rDNA pro jakoukoliv houbu, v druhé
následné PCR mohly být použity primery specifické pro
všechny dermatofyty, T. rubrum, T. mentagrophytes
a některé nedermatofytické rody hub. Jako seminested
PCR je označován postup, kdy je při druhé PCR použit
jeden z dvojice primerů z prvního kola. Tímto postu-
pem byl detekován T. rubrum z nehtů. Metoda byla vy-
vinuta jak pro aktin, tak pro ITS rDNA [33]. 

Stále více se dnes v diagnostice dermatofytóz využívá
PCR v reálném čase (RT-PCR), většinou opět v multi-
plex uspořádání, nebo s využitím značených DNA sond,
které umožňují současnou detekci několika druhů. Meto-
dicky se v podstatě jedná o klasickou PCR, ale speciální
termocykler umožňuje průběžně monitorovat přírůstky
DNA během každého cyklu. To je umožněno díky fluo-
rescenčnímu substrátu, který se váže na DNA a intenzita
fluorescence pak odráží množství nově syntetizované
DNA. Produkty amplifikace téhož genu mají u různých
druhů různou sekvenci, a tedy i teplotu tání. Produkty pak
můžeme rozlišit pomocí odlišných křivek tání a využít tu-
to informaci k druhové identifikaci nebo odhalení nespe-
cifických produktů amplifikace.

Výhodou metody je vysoká specificita a citlivost. Identi-
fikace nejčastějších druhů dermatofytů může být provede-
na během několika hodin [12, 13, 55]. Metoda je výhodná
i tím, že celý proces je automatizovaný v jediné uzavřené
zkumavce, což minimalizuje rizika kontaminace.

V posledních letech bylo publikováno několik postupů
založených na RT-PCR a umožňujících detekci různého
počtu druhů dermatofytů. První kvalitní práce z roku 2007
byla zaměřená na oblast ITS a umožňovala rozlišit něko-
lik základních druhů pomocí značených sond. Práce po-
sloužila jako základ pro další studie a je z dnešního pohle-
du již překonaná. Alexander et al. [3] použili detekci
T. rubrum pomocí RT-PCR jako počáteční krok v diagnos-
tice onychomykózy v kombinaci s klasickou diagnostikou

pomocí přímé mikroskopie a kultivace. Jako nejefektiv-
nější postup bylo doporučeno, aby byly kultivovány pou-
ze PCR-negativní a mikroskopicky pozitivní vzorky. Me-
toda vyvinutá Bergmansem et al. [9] je naopak schopná
identifikovat až 11 klinicky významných druhů v jediné
multiplex reakci za pomoci systému značených sond
a analýzy křivek tání produktů. Žádná z dosud uvedených
metod neměla, na rozdíl od následujících, publikovaných
autory Wisselink et al. [91], Bergman et al. [7], Miyajima
et al. [66], jako svou součást možnost detekce celého dru-
hového spektra dermatofytů, což je zásadní pro průkaz
některých málo běžných nebo nepopsaných druhů. Kromě
toho jsou všechny tři metodiky schopné identifikovat i ně-
kolik hlavních druhů dermatofytů; nevýhodou prvních
dvou studií [7, 91] je průběh ve dvou oddělených reak-
cích. Někteří zmínění autoři uvádějí [9, 91], že jejich
RT-PCR metoda je schopná zcela nahradit klasické dia-
gnostické metody.

V případě reverzní hybridizace v návaznosti na PCR
(PCR-RLB) je v prvním kroku provedena PCR s primery
nasedajícími na ITS oblast genomu dermatofytů, přičemž
je jeden z primerů značený. Produkty amplifikace jsou ná-
sledně hybridizovány na membráně se specifickými zna-
čenými oligonukleotidovými DNA-sondami. Uvedená
metoda byla vyvinuta pro detekci a identifikaci devíti nej-
běžnějších druhů dermatofytů ze vzorků nehtů, kůže a vla-
sů [8]. Je poměrně pracná, navíc výsledky mohou být ob-
tížně interpretovatelné u vzorků s malým výchozím množ-
stvím DNA. Výsledky je však možné vyhodnotit již ná-
sledující den po odběru.

Pro detekci a identifikaci pěti druhů dermatofytů
(T. rubrum, T. interdigitale, T. violaceum, M. canis a E.
floccosum) byla vyvinuta metoda PCR-ELISA [6]. Začí-
ná pěti separátními PCR reakcemi se značenými, druhově
specifickými primery. Amplikony poté hybridizují s kom-
plementárními, druhově specifickými sondami značenými
biotinem a zacílenými na TOP II. Produkt hybridizace je
vizualizován na mikrotitrační destičce pokryté streptavi-
dinem. Tuto metodu využívá komerční kit Onychodiag
(Bio Advance, Francie), který umožňuje identifikaci výše
zmíněných druhů v klinických vzorcích během 24 hodin.
Metoda je údajně až desetkrát citlivější než konvenční
PCR. Hlavními nevýhodami jsou pracnost, riziko konta-
minace a riziko zkřížené reaktivity sond.

Některé diagnostické sady mikrodestiček (microar-
rays) jsou schopné identifikovat i dermatofyty. Souprava
vyvinutá autory Sato et al. [81] je založená na amplifikaci
ITS rDNA všech mikromycet a následné hybridizaci pro-
duktu s prefabrikovanými specifickými DNA sondami na-
vázanými na destičce. Ta obsahuje celkem 26 druhově spe-
cifických sond a 3 rodově specifické, dále políčko cílené na
všechny mikromycety a jen na vláknité houby. Mezi nevý-
hody uvedené metody je nutno uvést možnou detekci kož-
ních komenzálů, případně i zkříženou reaktivitu sond.

Identifikace kultur
Metody pro určování kultur hub je možné podle typu

výsledku rozdělit na sekvenační, fingerprintové a jiné (viz
obr. 1). 
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Sekvenování cílových genů zajišťuje při správném výbě-
ru oblasti naprosto přesnou druhovou identifikaci. Hlavní
nevýhodou je stále vyšší časová a finanční náročnost, ze-
jména při zpracování většího počtu vzorků. Přesto podle ně-
kterých výpočtů [49] není sekvenování např. ITS oblasti
rDNA o mnoho dražší, než je druhová identifikace za použi-
tí klasických metod. U dermatofytů bývají nejčastěji vybírá-
ny úseky ITS1, 5,8S a ITS2 rDNA, které jsou známy pro
všechny druhy dermatofytů a poskytují až na výjimky do-
statečné rozlišení. Dalšími možnými oblastmi jsou geny pro
ß-tubulin (benA), aktin (ACT), mangan-dependentní super-
oxiddismutázu (MnSOD), translační elongační faktor 1-α
(TEF1-α) a glyceraldehyd-3-fosfát dehydrogenázu
(GAPD), TOP II a CHS1 [5, 22, 39, 40, 47, 52, 75, 78]. Pří-
stupová čísla k sekvencím, které pocházející z věrohodně
určených kmenů běžných druhů dermatofytů a jsou uložené
v databázi GenBank, jsou uvedena v tabulce 2. K rutinnímu
určování je obvykle dostačující oblast ITS rDNA [41, 73,
87], sekvence genů kódujících proteiny jsou využívány pře-
devším ve fylogenetických studiích [5, 52]. ITS je zatím je-

diný sekvenční marker zastoupený pro všechny v součas-
nosti akceptované druhy v databázi GenBank [32]. Nevýho-
dou databáze je ale velké množství chybně identifikovaných
izolátů [32, 85]. Z tohoto důvodu byla vytvořena a je spra-
vovaná databáze sekvencí ITS rDNA dermatofytů, která za-
hrnuje jen sekvence patřící správně určeným kmenům
(http://www.cls.knaw.nl/dermatofytes).

Fingerprintové metody jsou rychlé, většinou jednodu-
ché a levné. Jsou vhodné zejména při velkém počtu analy-
zovaných vzorků. Naopak nevýhodou některých z nich
jsou nároky na kvalitu DNA, která nesmí být kontamino-
vána [46, 64]. Aby byly výsledky inter-, ale i intralabora-
torně porovnatelné, je nutné u nejcitlivějších metod vždy
dodržovat stejnou metodiku izolace DNA a při PCR uží-
vat stejný termocykler a chemikálie od stejných výrobců.
Problémem limitujícím využití metod pro fylogenetické
účely bývá možná komigrace fragmentů o stejné délce,
ale odlišné sekvenci, a tedy nereprezentujících homologní
úseky DNA. Mezi fingerprintové metody použité u der-
matofytů patří náhodná amplifikace polymorfní DNA
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Druh (kmen*) ITS benA Aktin TOP II GAPD CHS1
Epidermophyton floccosum AJ000629 EF631709 EF631625 AB096069 EF631646 AB015039
(ATCC 26072, ATCC 52066)
Microsporum audouinii AJ000622 JF731113 AF150736
(CBS 280.63, NBRC 6074)
M. canis (CBS 496.86, ATCC 36299, AJ000611 EF631710 EF631626 AB096067 EF631647 AB003563
CHUS 14303)
M. fulvum (CBS 287.55*, VUT-4006, AJ000627* HG518416 AB593406 AB593414 AB003559
RV 15252, CCF 4684)
M. gypseum (CBS 258.61*, VUT-4004, AJ970141* HG518420* EF631632 AB110275 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) JN134144 JF731112 AB110277 AB006983
Trichophyton erinacei (CBS 511.73*, EF078476* JF731117
CBS 677.86)
T. interdigitale (CBS 428.63*, JX122216* JQ407161 JQ407116 AB005794
CBS 558.66, IHEM 7493)
T. mentagrophytes (CBS 318.56*, Z97995* JQ407163 JQ407118 AB520839
IHEM 2468, KMU 6067)
T. simii (CBS 417.65*, CBS 150.66, Z98017* JQ407139 AB432895 AB430796 AB573033 AB003564
IHEM 4421, KMU 4810)
T. tonsurans (CBS 496.48*, NBRC 5928, Z98005* JF731073 AF152231 AB430790 AB573053 AB022279
KMU 4872)
T. verrucosum (CBS 554.84, KMU 4826, Z98002 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, Z97994 JQ407175 JQ407130 AB520838 AB573052 AB005793
KMU 4849)
T. terrestre/Arthroderma quadrifidum AJ877214
(CBS 613.78)
Trichophyton sp. / Arthroderma benhamiae Z98015* JQ407137* JQ407092* AB430807 AB573047 AB044155
( * = CBS 623.66*, KMU 4771)

Tabulka 2. Přístupová čísla k sekvencím vybraných genů uložených v databázi GenBank pro běžné druhy dermatofytů

*ex-typové kmeny a jejich přístupová čísla jsou označena hvězdičkou
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(RAPD), polymorfismus sekvencí mezi dvěma mikro-
satelity (ISSR-PCR) a polymorfismus délky amplifiko-
vaných fragmentů (AFLP).

RAPD je charakteristická použitím jednoho, či více krát-
kých primerů. V PCR je navíc použita nízká teplota pro je-
jich nasedání, což způsobuje, že primery nemusí nasedat
zcela komplementárně na DNA a výsledný fingerprint je
pak bohatší. Metoda je velmi citlivá na změny reakčních
podmínek. U dermatofytů byla úspěšně použita ke druhové
identifikaci [63, 61, 67]. Někdy se od RAPD odděluje prin-
cipiálně velmi obdobná metoda zvaná náhodná PCR
(APPCR) [61], která užívá primery o delší sekvenci.

ISSR-PCR využívá primery v podobě repetitivních se-
kvencí komplementárních k tzv. mini- a mikrosatelitním
lokusům. Primer mívá často i krátkou tzv. kotvící sekven-
ci, která přesahuje okraj lokusu, čímž se sníží počet mik-
rosatelitů, na které je primer schopný nasedat, a tedy i po-
čet produktů. Výsledné fingerprinty vykazují často vyso-
kou komplexnost a na rozdíl od RAPD má metoda i vyso-
kou reprodukovatelnost [20]. Využitím mikrosatelitního
primeru (GACA)4 byly rozpoznány běžné druhy dermato-
fytů [20, 84]. Navíc byl ve studii použit druhý primer
(GTG)5, který úspěšně odlišoval i fylogeneticky velmi
blízké druhy T. interdigitale („T. mentagrophytes“) a T.
tonsurans [84]. Na našem pracovišti se velmi osvědčila
metoda ISSR-PCR s primerem M13-core, který je schop-
ný dobře rozlišit nejdůležitější druhy dermatofytů vysky-
tující se na našem území (obr. 2) a byl úspěšně použit
u zmíněných houbových agens i v minulosti [26].

Metoda AFLP byla u dermatofytů použita jen v omeze-
né míře pro taxonomické účely [29, 28]. Ačkoliv je dobře

reprodukovatelný a podává odpovídající představu o po-
lymorfismu srovnávaných organismů na druhové a nižší
úrovni, je jeho použití pro identifikaci nepraktické kvůli
vyšší časové i finanční náročnosti.

Polymorfismus délky restrikčních fragmentů (PCR-
-RFLP) je založen na klasické PCR, kdy je v prvním kro-
ku amplifikován specifickými primery určitý úsek DNA,
který je následně štěpen restrikčními enzymy (endonukle-
ázami). K namnožení DNA se používají podobné oblasti
DNA jako při sekvenování, např. úseky ITS nebo NTS
rDNA (Non-Transcribed Spacer; nepřepisovaný mezer-
ník) [35, 41, 79], geny TOP II [34, 45] nebo benA [1].
Dnes se metoda častěji používá k rozlišení blízce příbuz-
ných druhů uvnitř druhových komplexů, které jsou obtíž-
ně rozlišitelné jinými MGM [77, 78]. Při určitém zjedno-
dušení je pak postup navržen tak, že je v sekvencích dvou
blízkých druhů nalezeno variabilní místo, které u jednoho
z nich specificky rozeznává a štěpí určitá endonukleáza.
Ta je pak použita ke štěpení amplifikovaného úseku DNA.
Na elektroforetogramu se pak u prvního druhu vyskytuje
pouze jeden produkt a u druhého dva. Výhodou je, že se
tím lze vyhnout ekonomicky náročnějšímu sekvenování,
metoda je navíc dobře reprodukovatelná. Podobně finanč-
ně výhodné může být při velkém počtu izolátů použití ně-
kolika restrikčních endonukleáz na jediný amplifikovaný
úsek DNA. Většina kultur může být určena podle speci-
fického fingerprintu po prvním restrikčním štěpení, zbylé
druhy jsou určeny jen do druhových komplexů a mohou být
identifikovány štěpením stejného úseku za použití jiné re-
striktázy [80]. Velmi blízce příbuzné druhy T. tonsurans a T.
equinum nebo druhy M. canis, M. ferrugineum a M. au-
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Obr. 2. Schéma identifikace hlavních druhů dermatofytů bez nutnosti sekvence
Úvodní metoda ISSR-PCR s primerem M13-core je schopná rozlišit všechny hlavní původce dermatofytóz v ČR na základě charak-
teristických vzorů (pattern) proužků. Problematické je rozlišení některých blízce příbuzných druhů: Trichophyton tonsurans a T. equi-
num (rozlišitelné restrikčním štěpením ITS oblasti, nebo sekvenací genů TEF1-α, benA nebo úseku ITS rDNA [77]), dále T. rubrum
a T. violaceum (řada metod – viz schéma, nebo sekvenace ITS rDNA); schopnost metody rozlišit M. canis a M. ferrugineum nebyla
testována – existuje opět možnost druhy rozlišit sekvenací, nebo RFLP-PCR [78]; podobně není známo, zda metoda rozliší T. mentag-
rophytes s. str. od blízce příbuzných T. schoenleinii a T. simii (rozlišitelné sekvencí ITS rDNA [5]).
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douinii se dají odlišit restrikčním štěpením genů TEF-1α,
benA a oblasti ITS rDNA pomocí různých endonukleáz
[77, 78, 80].

RT-PCR je použitelná nejen v detekci dermatofytů, ale
i v identifikaci navazující na jejich kultivaci. Taková meto-
dika byla popsána pro 10 druhů dermatofytů, včetně někte-
rých vzácně izolovaných [95]. Přínosem studie je přede-
vším možnost obohatit současné protokoly RT-PCR pro de-
tekci DNA přímo z klinických vzorků o vzácné druhy. Po-
tenciál metody není zatím pro běžné určování druhů velký,
protože existuje řada levnějších a jednodušších identifikač-
ních metod, které pokrývají větší množství druhů.

TYPIZACE IZOLÁTŮ

Typizační metody mohou pomoci lépe porozumět epi-
demiologii, populační biologii a patogenezi dermatofytóz.
Jsou využívány při identifikaci endemických kmenů, pát-
rání po zdroji infekce v rodině, veřejném zařízení, u zví-
řat, dále také při zjišťování, zda je infekce způsobena jed-
ním, či více kmeny. Je možné rovněž stanovit, které kme-
ny jsou virulentnější, mají vyšší rezistenci k antimykoti-
kům nebo způsobují specifický klinický obraz infekce.
U chronických dermatofytóz může být ověřeno, zda se
jedná o recidivu nebo reinfekci. Dále lze získat informaci
o distribuci jednotlivých genotypů v populaci, což může
odhalit změny v závislosti na převládající léčbě.

Mikrosatelity jsou hypervariabilní DNA sekvence slo-
žené z motivů krátkých tandemových repetic, které se
v genomech všech doposud studovaných eukaryotických
organismů vyskytují s poměrně vysokou frekvencí [59].

Mikrosatelity mají mnohem vyšší mutační rychlost (10-2-
10-5 mutací na nukleotidový pár na generaci) oproti frek-
venci 10-9, která se uvádí pro bodové mutace v nekódují-
cích oblastech, jako je např. ITS oblast [74]. Tato nestá-
lost vytváří vysokou vnitrodruhovou variabilitu. Mikro-
satelity jsou z tohoto důvodu u hub, ale i v jiných říších
organismů, používány především v populačních studiích
[30]. Aplikace mikrosatelitních markerů na typizaci dru-
hů ukazuje, že některé druhy antropofilních a zoofilní
dermatofytů jsou teprve na začátku svého evolučního vý-
voje a obsahují malé množství polymorfismů [30]. Vý-
hodou u skupiny dermatofytů je fakt, že je známý ge-
nom několika druhů, což proces hledání mikrosatelitů
usnadňuje. Přesto jsou dostupné primery jen k několika
variabilním mikrosatelitům u malého počtu klinicky vý-
znamných druhů (viz tab. 3), těmi jsou T. rubrum [31,
74], M. canis [82] a M. persicolor [83].

Data získaná analýzou mikrosatelitů jsou užitečná ne-
jen pro epidemiologii, ale přináší i cenné informace z hle-
diska evoluce a biologie druhů. Analýza mikrosatelitů na-
příklad podpořila status samostatného druhu pro M. au-
douinii a M. ferrugineum uvnitř komplexu M. canis [50],
další druhy a variety byly synonymizovány s těmito třemi
druhy. Jiná studie ukázala, že za většinu lidských infekcí
působených M. canis zodpovídá jediný, více virulentní
zvířecí genotyp, který se s vyšší úspěšností přenáší na člo-
věka [82]. Populační studie na druhu T. rubrum potvrdily
jeho nízkou vnitrodruhovou variabilitu a oprávněnost sy-
nonimizace řady dříve uznávaných druhů s T. rubrum. Je-
diné druhové jméno, které ve skutečnosti reprezentuje jen
jakousi částečně izolovanou a geneticky odlišnou popula-
ci, je T. soudanense [31, 74].
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Druh Repetitivní 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 Gräser et al. [31]
GA18CA13 56-63 CTCCGTCCGGTCCAGATG CGCTGCTGGTAAGAGATGAC Gräser et al. [31]
GA17 56-64 CGTCGCTTGCTTTGGTACAC TATGGACTTGTTCGGATGGG Gräser et al. [31]
GA18 56-65 GACTCAACGGTTCCAGATTAC CTTATTTGTCCGCTTCTCTCG Gräser et al. [31]
GA25 56-66 GCGATGGTTGGAGGAGTTG GCCTGTCGCTGCTTACTTG Gräser et al. [31]
CT20 56-67 GCGGTGGCGTCTTCTATC CAGCAGACAACATAGCAGTCG Gräser 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]

Tabulka 3. Mikrosatelitní markery navržené k typizaci dermatofytů

*Teplota annealingu
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Multilokusová sekvenační typizace (MLST) vykazu-
je při výběru vhodných genů ve srovnání se sekvenová-
ním jednoho PCR produktu vysokou vnitrodruhovou dis-
kriminační schopnost. Problémem je nutnost velmi kvalit-
ních sekvencí (sekvenační chyby vytváří falešnou variabi-
litu) a vysoká finanční náročnost. Na druhou stranu tkví
velká výhoda MLST v možnosti dobrého sdílení výsledků
mezi laboratořemi a možnost využít a revidovat data kdy-
koliv v budoucnu. V rámci skupiny dermatofytů MLST
schéma zatím pro populační studie využito nebylo. Z do-
sud publikovaných molekulárních dat je patrné, že sekve-
nované lokusy (ACT, TOP II, benA, ITS rDNA a GPD)
mají poměrně nízkou diskriminační sílu pro klonální dru-
hy jako T. rubrum a T. verrucosum, ale naopak rozlišily
řadu haplotypů uvnitř druhu Arthroderma benhamiae [5,
52, 51]. Využití metody jako možné typizační techniky
u dermatofytů tedy nic nebrání a patří jí spolu s mikrosa-
telity budoucnost v typizaci dermatofytů.

Fingerprintové metody typu RAPD dokážou s různou
mírou úspěšnosti odlišit kmeny některých druhů [26, 61,
96]. Nízká reprodukovatelnost výsledků a nezřídka i ne-
dostatečná variabilita odsouvají do značné míry tyto me-
tody ze zájmu populačních studií u hub, kde se prosazuje
především analýza mikrosatelitů. V případě dermatofytů
ale metoda RAPD zůstává nejběžnější metodou typizace
kmenů a stále vzniká řada typizačních schémat na ní zalo-
žených. Metoda byla s různou mírou úspěchu (žádné vnit-
rodruhové rozlišení až po rozlišení téměř všech zkouma-
ných izolátů) aplikována na řadu druhů. Nejčastějším cí-
lem typizace jsou kmeny T. rubrum [4, 35, 36, 92, 93],
dále pak T. interdigitale [44, 54], M. canis [18, 84, 94]
a E. floccosum [53]. Dobré rozlišení izolátů T. rubrum na-
bízí metodika polských autorů [36], která kombinovala
dva primery a úspěšně rozlišila 47 různých genotypů me-
zi 55 izoláty. U T. interdigitale („T. mentagrophytes“ pod-
le starších identifikačních schémat) se pomocí RAPD daří
například odlišit lidské izoláty působící převážně onycho-
mykózu a tinea pedis od původem zvířecích izolátů, které
u člověka působí hlavně tinea corporis [54].

PCR-RFLP až na výjimky nepředstavuje nástroj pří-
liš vhodný k posouzení vnitrodruhové variability. Vý-
jimkou je NTS oblast rDNA, která se u dermatofytů
ukázala jako velmi variabilní, a proto je používaná
i v diskriminaci jednotlivých izolátů u druhů T. rubrum
[17, 92], T. interdigitale [69, 89], A. benhamiae [68, 86]
a T. tonsurans [2, 23, 70]. Izoláty jinak geneticky ho-
mogenního druhu T. rubrum je také možné rozlišit na
základě počtu kopií dvou tandemově se opakujících prv-
ků označovaných jako TRS-1 a TRS-2 (Tandemly Re-
petitive Subelements) [42]. Hlavní předností RAPD
a PCR-RFLP je jednoduchost a nízká finanční nároč-
nost ve srovnání s analýzou mikrosatelitů a MLST, kte-
ré ale dávají lépe interpretovatelné výsledky.
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