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Abstrakt

V bakalaiské praci jsem se zabyvala ulohou a aplikaci molekuldrnich metod
V taxonomii a epidemiologii dermatofyt a otazkou jejich druhového konceptu. V prvni Casti
jsem se vénovala zhodnoceni vyhod a nevyhod soucasnych druhovych konceptii a jejich
problematickou aplikaci u skupiny dermatofyt. V druhé Casti jsem se zamétila na molekularni
metody pouzivajici genetické markery ke studiu fylogenetickych vztahi a diskriminaci
dermatofyt, napt. metodu PCR-RFLP, PCR-fingerprintové metody a sekvenaci, kde jsem se
vénovala predev§im cilovym genim a jejich rozliSovaci schopnosti. V posledni ¢asti prace
jsem zmapovala molekularni metody uzivané k typizaci izolatd na nizsi nez druhové urovni,
mezi které patii napf. analyza mikrosatelitt, PCR-fingerprintové metody, multilokusova

sekvencni typizace a jejich konkrétni ptipady vyuziti v epidemiologii.

Kli¢ova slova: dermatofytické houby, Trichophyton, Microsporum, druhovy koncept,
polyféazicka taxonomie, molekuldrni typizace, fylogeneticka analyza, analyza mikrosatelitt,

sekvenovani, PCR-fingerprinting, multilokusova sekvencni typizace

Abstract

In my bachelor thesis | have dealt with the role and aplication of the molecular
methods in the taxonomy and epidemiology of the dermatophytes and the question of the
species concepts in dermatophytes. In the first part, 1 focused on the evaluation of the
advantages and disadvantages of the recent species concepts and their problematic application
in dermatophytes. The second part is focused on the molecular methods that used genetic
markers for phylogenetic analysis and species delineation within dermatophytes, e.g. the
PCR-RFLP method, PCR-fingerprinting and DNA sequencing. | have evaluated the
dicrimination power of the particular DNA sequence loci to distinguish closely related
species. In the last part, | have summarized the molecular methods that have been used in the
typization at the intraspecific level, e.g. microsatelite analysis, PCR-fingerprinting, multilocus

seguence typing.

Key words: dermatophytes, Trichophyton, Microsporum, species concept, polyphasic
taxonomy, molecular typing, phylogenetic analysis, microsatellite analysis, molecular
sequencing, PCR-fingerprinting, multilocus sequence typing
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1. Uvod

Dermatofytozy patii k nejbéznéjsim onemocnénim cloveka, jejichz prevalence se pohybuje v
desitkdch procent i ve vyspéelych zemich. VétSina téchto infekci je v naSich podminkéach zptisobena
antropofilnim druhem Trichophytom rubrum, ktery jesté v prvni poloving 20. stoleti byl druhem velmi
vzacné izolovanym. Obdobné se daji pozorovat posuny i ve druhovém slozeni dermatofyt zoofilnich.
Jak naznacily molekuldrni analyzy, klasickd taxonomie dermatofyt zalozena z velké Casti na
morfologickych znacich pravdépodobné zna¢né nadhodnotila pocet druhii dermatofyt. Koncept fady
druhti se s nastupem molekularnich metod znacné zménil a nékteré druhy, podpotené znaky
molekularnimi, nenachazi podporu v morfologickych znacich. Dalsi otazky do diskuze o druhovém
konceptu dermatofyt pfinesly experimenty indukujici teleomorfu kfiZzenim opacné ladénych izolati. Z
vysledkii téchto pokust neni zcela jasné, zda je u dermatofyt biologicky koncept druhu zcela
aplikovatelny a do jaké miry jsou ziskani kiizenci skutecné jedinci jednoho druhu a do jaké miry se
mize jednat o mezidruhové hybridy. Taxonomie dermatofyt prochazi vyznamnymi zménami a

soucasné je prednimi vyzkumnymi skupinami razeno nekolik velmi rozdilnych koncepti.

Typizaci kmenid na niz$i nez druhové urovni je nezastupitelna pro epidemiologické Setieni
zjiSt'ujici zdroje nakazy prenesené z prostiedi, ze zvifat, ¢i z mezilidského kontaktu. Zvlastni vyznam
pro medicinu a pracovni 1ékafstvi ma pak zjistovani piivodu profesionalnich nadkaz u pracujicich se
zvifaty. Na rozdil od T. rubrum a Microsporum canis nejsou informace o struktufe populace vétsinou
dostupné pro dalsi druhy. Pro nékteré vyznamné druhy je ale zndm kompletni genom, ktery by

usnadnil pfipadné hledani lokusii vhodnych pro typizaci.
2. Obecna charakteristika skupiny dermatofyt

Dermatofyta jsou skupina ekologicky, morfologicky a fylogeneticky pfibuznych
mikroskopickych hub zahrnujici piivodce infekei kiize a koznich adnex (vlasy, nehty, chlupy, pefi,
plazi Supiny) lidi a zvifat. Taxonomicky patfi dermatofyta mezi askomycety, do fadu Onygenales,
Celedi Artrodermataceae a jsou klasifikovana do tfi anamorfnich rodt Epidermofyton, Trichophyton,
Microsporum a s nimi spojeného teleomorfniho rodu Arthroderma (Weitzman a Summerbell 1995).
Klasifikace téchto tfi anamorfnich rodi je zalozena pfedev$im na morfologii nepohlavnich spor
(mikro- a makrokonidii) a ¢lenéni konidiofor (Emmons 1934) a v minulosti byla nékolikrat vyrazné
pozménéna (Weitzman a Summerbell 1995).

Molekularné genetické studie ukazaly, ze dermatophyta jsou monofytetickd skupina (Harmsen
et al. 1995, Kawasaki et al. 1992) na rozdil od morfologicky klasifikovanych rodi Trichophyton a
Microsporum, které monofyletické nejsou (Kac 2000; Gréser et al. 2006, 2008), dokonce se uvazovalo

o seskupeni obou rodt do rodu jediného (Griser et al. 1999a; Jousson et al. 2004a).



Dermatofyta infikuji téméf kazdého ¢loveéka v pribéhu jeho Zivota (Griser et al. 2008). Na
1écbu téchto onemocnéni je po celém svéte rocné vynalozeno vice nez deset miliard ¢eskych korun
(Kane et al. 1997). Prevalence dermatofytdz se celosvétoveé pohybuje mezi 20-25% (Havlickova et al.
2008) a je zavisla na socioekonomickych podminkach nebo zkoumané vékové skupiné. Prevalence
infekci nehtd se napiiklad u pacientd mladSich 19 let pohybuje kolem 0,7% ve srovnani s 18,2% u
pacientii mezi 60 az 79 lety (Gupta et al. 2000).

Dulezitou vlastnosti dermatofyt je schopnost rozkladat keratin (keratinolyza), ktera mize byt
prokédzana in-vitro, a je také ptredpokladem pro napadeni keratinizovanych tkani a vyvolani infekce
(tinea). Dermatofyta je mozné podle preference K hostiteli rozdélit do tii skupin geofilni, zoofilni a
antropofilni (Georg 1960). V zivotnim cyklu zoofilnich a antropofilnich dermatofyt rozliSujeme
stadium patogenni (vyskytujici se na hostiteli) a stddium saprotrofni (pfitomné ve vnéjSim prostiedi).
(Gupta et al. 2012, Baldo et al. 2011). Patogenni stadium je typické tvorbou nepohlavnich artrospor,
zatimco saprotrofni stadium je typické tvorbou nepohlavnich makro- a mikrokonidii a pohlavnich
askospor (Gupta et al. 2012, Rashid 2011). Artrospory jsou spory slouZzici k pienosu infekce, jejichz
tvorba je in-vitro vyvolana zvySenym mnozstvim oxidu uhli¢itého, teplotou 37 °C, snizenym
mozstvim glukoézy v médiu nebo zvysenou davkou antimykotika. (Gupta et al. 2012, Farnoodian et al.
2009). Prestoze artrospory patogenniho stadia jsou pravdépodobné vyhradné urceny k pfenosu
infekce, konidie stadia saprotrofniho jsou také schopné vyvolat onemocnéni (Gupta et al. 2012)

Unikatni schopnost napadnout keratizované tkan¢ a v nékterych ptipadech také ptitomnost
patogenniho stadia, odliSuje dermatofyta od skupiny nepatogenich dermatophytoid (napt. T. ajelloi,
T. terrestre) a ostatnich keratinolytickych hub, pravdépodobnych evolu¢nich prechiideti dermatofyt
(Simpanya 2000). Piechod saprotrofnich, keratinolytickych hub k parazitarnim formam mohl byt
podpofen silnym konkure¢nim prostfedim v pade. Jako ptiklad mizeme uvést celosvétové rozsireny
pudni druh Chrysosporium keratinophilum, ktery produkuje do okoli latky branici in-vitro ristu
nékterych konkurenénich druhi dermatofyt jako napt. T. rubrum, T. interdigitale, T. tonsurans a
Epidermophyton floccosum (Gokulshankar et al. 2005). Pravdépodobny model vyvoje dermatofyt
poklada geofilni druhy dermatofyt za nejptivodnéjs$i. Dlouhodobym kontaktem dermatofyt
rozkladajicich keratin v norach, peleSich a hnizdech zvitat se vysvétluje adaptace geofilnich
dermatofyt na zvifeciho hostitele a vznik druhl zoofilnich (Gréser et al.1999a). Intenzivni speciace
zoofilnich druhii byva spojovana s kordidlnim $ifenim dermatofyt pomoci zvifeci srsti a naslednou
speciaci zoofilnich druhd na savce (Harmsen et al. 1995). Dalsim krokem ve vyvoji dermatofyt
vyznamnym z antropocentrického pohledu byla moznost pfenosu zoofilnich druhti na clovéka a
ptizptsobeni se nekterych druht lidskému hostiteli jako hostiteli hlavnimu. Tento krok v nékterych
ptipadech vedl ke ztraté nebo vyraznému omezeni pohlavniho rozmnozovani (Griser et al. 2006).
Pohlavni proces u zoofilnich druhti dermatofyt pravdépodobné probiha v prostfedi nor nebo doupat
zvitat, kde je staly dostatek kreatinu. Kiizeni nebylo nikdy pozorovano na Zzivém hostiteli a

pravdépodobné k nému v tomto prostiedi nedochazi. Z tohoto diivodu mize byt ztrata pohlavniho
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rozmnozovani u antropofilnich druhti vysvétlena ztratou prostiedi vhodného ke kiizeni (Tanaka et al.

1992).
3. Druhova klasifikace dermatofyt

Skupina dermatofyt se vyvinula pomérné nedavno (32 miliony let), proto jsou jak genetické,
tak morfologické rozdily mezi jednotlivymi druhy ¢asto pomérné malé (Davison et al. 1980; Wu et al.
2009). Rozdily jsou minimalni zejména mezi antropofilnimi druhy, které se v minulosti vyvijely v
geografickych izolovanych lokalitach, kde dochazelo k fixaci neutralni mutaci (Gréser et al. 2006).
S nartistem migracni rychlosti lidi ale dochazelo také ke ztratdm polymorfism u zatim neuplné
reprodukéné izolovanych druhti (Griser et al. 2006). To zptsobuje problémy ve vymezeni hranic mezi

druhy jak na Grovni molekularnich markerd, tak na Girovni fenotypu (Gréser 2006).

3.1.1. Morfologicko-fyziologicky druhovy koncept

Od prvni poloviny 19. stoleti byly nové druhy dermatofyt rozliSovany bez priibézné kultivace,
a to pouze na zaklad¢ pifimé mikroskopie odebranych dermatologickych vzorki a klinickych ptiznaki
infikovanych pacientd (Gréser et al. 2000a). Z téchto dob se proto nezachoval zadny material, a bylo
nutné zalozit novy nomenklatoricky systém na nové zvolenych typovych polozkach, tzv. neotypech
(Griser et al. 1999¢). Rad byl do taxonomie dermatofyt vnesen diky po¢atktim kultivaci dermatofyt na
umélych mediich a sledovanim makro- a mikromorfologie subkultur (Sabouraud 1910 podle Gréser et
al. 1999¢). Morfologicka kritéria se ale ukazala jako velmi problematicka (Georg a Camp 1957).
Navzdory tomu jsou dodnes hlavnim parametrem pii diagnostickém vySetieni (Gréser et al. 1999c).
Dermatofyta jsou obecné morfologicky variabilni a v in-vitro kulturach prodé€lavaji Casto rychlé a
nezvratné degenerativni zmény (Davison et al. 1980; Kawasaki et al. 2008; Mochizuki et al. 2003a).
Ty se Casto objevuji brzy po izolaci nebo opakovaném vySetieni subkultury (Davison et al. 1980).
Barevné metabolity se ztraci, kolonie se stavaji bilymi, vatovitymi a stejné tak mikromorfologie
postrada charakteristické rysy (Davison et al. 1980). V kone¢ném dusledku se kultura stava zcela
sterilni (Gréser et al. 2000a). Tento problém znemoznuje pozdéjsi opétovné vysetfeni starych
referen¢nich kment a z tohoto diivodu nejsou morfologicka kritéria vzdy pro taxonomii dostacujici
(Gréser et al. 2000). Nékteré pavodné druhove specifické mikromorfologické znaky, napt. ptitomnost
hyf, které se v ostrych thlech vétvi ve sméru i proti sméru rustu ("reflexive hyphae") u T. soudanenese
(Larone 2002), se na zaklad¢ molekularnich metod ukazaly jako nespecifické (Gréser et al. 2000a;
Guarro a De Hoog et al. 1995). Nestabilita a variabilita morfologickych znakt ptedstavuje velky
problém nejen pro taxonomii, ale také pro diagnostiku dermatofyt a v minulosti vedla k nahodnoceni
poétu druhtt dermatofyt (Gréaser et al. 2006). Vyznamna variabilita se objevuje i v ramci stejnych
genotypu jednoho druhu (Heidemann et al. 2010). Také kultivaéni podminky maji velky vliv na

makro- i mikromorfologii jedinct (Gréser et al. 1998). Nékteré druhy dermatofyt pomérné pomalu
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rostou a charakteristické znaky se mohou objevit az opozdéné nebo mohou Gplné chybét (Turin et al.
2000). Castym problém byva také netspésna kultivace i po predchozim pozitivnim mikroskopickém
nalezu (Miigge et al. 2006).

Vysledkem snahy o doplnéni problematického morfologického konceptu byl systém
nutricnich a tolerancnich testi (Georg a Camp 1957; Shadomy a Philpot 1980). Ten sestaval ze
setu agarovych medii pro zjisténi specifickych nutri¢nich pozadavkd, testu in vitro perforace vlasi
(Ajello a Georg 1957), odpovédi na thiamin a inositol (Georg a Camp 1957), rustu na lesténych
ryzovych zrnech a schopnosti §t€pit mocovinu (Philpot 1967), ke kterym bylo pozdéji pfidano jeste
velké mnozZstvi dopliikovych testd, jako napiiklad tolerance k chloridu sodnému (Gréser et al. 2000a).
Tyto metody vSak maji nizkou specifitu a spiSe vnaseji do systému zmatek (Firdos Katiar a Kushwaha
2012; Griser et al. 2000c). Cely proces je navic ¢asove, finan¢éné i interpretacné naroény a mél by ho
provadét vyskoleny personal (Turin et al. 2000).

Vzhledem k nedostatkiim morfologicko-fyziologického konceptu bylo tfeba nalézt ptiléhavejsi
druhovy koncept a zavést snadnéjSi diagnostické metody, zalozené napiiklad na molekularnich
metodach, jez do znané miry eliminuji variabilitu a nespecifitu morfologickych a fyziologickych

metod (Faggi et al. 2001; Gréser et al. 1998; Kim et al. 2001).

3.1.2. Ekologicky koncept druhu

Tento koncept zduraziuje adaptaci druhti na konkrétni ekologické niky (Giraud et al. 2008).
Ty v podstaté odpovidaji anatomickym lokalitdm zasazenych infekci (tinea), napf. na t. capitis (kstice),
t. manuum (ruce), t. pedis (nohy), t. unguium (nehty), apod. (Weitzman a Summerbell 1995), nebo
preferenci K hostiteli na geofilni, zoofilni (s dal§im podrobné&jim ¢lenénim podle konkrétnich druht) a
antropofilni (Tab. 1) (Georg 1960). Ackoli jsou pro nekteré druhy znamy lokality, kde prednostné
k infekci dochazi, tyto informace v8ak vice vypovidaji o zplisobu pienosu infekce a nejsou pfilis
druhové specifické, ale mohou mnoho vypovidat o ekologii konrétnich druhii. Naptiklad u geofilnich
dermatofyt se pfirozen¢ vice vyskytuji infekce dolnich koncetin, protoze zde dochazi k nejcastejSimu
kontaktu s hlinou, ktera je zdrojem infekce (Alsop a Prior 1961). Rozdéleni dermatofyt na zakladé
preference Kk hostiteli je naopak pro taxonomii dermatofyt uzite¢né a praktické se ukazuje také byt pro
klinickou praxi a epidemiologické studie (Tietz a Mendling 2001). U geofilnich, zoofilnich i
antropofilnich druhti se 1i$i nejen zplsob pifenosu, ale také pribéh onemocnéni. K nakaze geofilnimi
druhy obvykle dochazi ptevazné z pidy. Vzacné je mozny i pfenos z nemocného na zdravého jedince
(Bednat et al. 1996). Pro zoofilni druhy jsou pfirozenym hostitelem zvifata. Na ¢loveka se pak infekce
prenasi jako antropozoonoza, interhuménni pfenos je vzacny. Pro antropofilni druhy je hlavnim
hostitelem clovék. Pfenos se uskuteciiuje piedevsim interhumanné, infekce u zvifat jsou vzacné.
Zatimco antropofilni druhy vyvolavaji u cloveéka jen mirné¢ zanétlivou odezvu a pribch je spiSe
chronicky se sklonem k recidivam, zoofilni druhy zpravidla vyvolavaji u clovéka akutni, silné

zanétlivé a hnisajici reakce, které vsak maji dobrou tendenci k hojeni (Bednat et al. 1996).



Klasifikace dermafofyt na zaklad€é preference k urcitému hostiteli (antropofilni, zoofilni a
geofilni) se pouziva predevsim v klinické diagnostice pro piipad dvou druhd s podobnym fenotypem,
které je nutné rozlisit pro jejich odliSné vlastnosti. Naptiklad odlisnou citlivosti k 1é¢bé, dobou trvani
1é¢by nebo infekeni zdroj (Gréser et al. 2008). Je tedy zasadni pro klinickou praxi (Tietz a Mendling
2001). Takovym piikladem muze byt druh T. interdigitale u kterého je vzhledem ke zminénym
klinickym a ekologickym aspektiim uzitecné rozliSovat mezi zoofilnimi a antropofilnimi kmeny (Tietz
a Sterry 2006). OvSsem z taxonomického hlediska je rozdéleni druhti podle hostitelské specifity
prozatim sporné, protoze se v nékterych ptipadech rozchazi s molekularnimi daty (Anzawa et al.
2011). Nekteré druhy jsou tak rozdélovany na zékladé molekularnich dat bez ohledu na hostitelskou
specifitu. Napiiklad pfi slou¢eni zoofilniho druhu T. equinum a antropofilniho druhu T. tonsurans do
jednoho druhu na zaklade€ sekvenace ITS rDNA byl opomenut fakt hostitelské specifity (Guarro a De
Hoog 1995). Slouceni téchto druht se pozdéji ukazalo, na zakladé dodate¢nych molekularnich metod a
fenotypové charakteristiky, jako chybné a druhy byly znovu rozdéleny v souladu s hostitelskou
specifitou (Probst et al. 2002; Summerbell et al. 2007). Zoofilni druh M. gallinae byl také podle
nékterych autort chybné synonymizovan na zakladé molekularnich metod s geofilnim druhem
M. vanbreuseghemii (A. grubyi) bez ohledu na hostitelskou specifitu (Woodgyer 2004, Griser et al.
2000a). Nezohlednéni hostitelské specifity v taxonomii miize vést ke ztraté dualezitych
epidemiologkych informaci jako je napt. zdroj infekce (Woodgyer 2004). Navic jsou molekuldrni data
pro fadu druht dermatofyt stale omezena jen na sekvence oblasti rDNA, ktera je u riiznych skupin hub
¢asto malo informativni a tedy i nedostate¢na jako jediny podklad pro takovou synonymizaci.

Ackoli tento koncept ma své zastoupeni v taxonomii dermatofyt, v soucasné dobé& bylo
zjisténo, Ze hostitelska specifita nékterych druhll neni tak jasn€ vymezena, jak se myslelo (Kawasaki
2011a). Stale Cast&ji ptibyvaji napt. zpravy o infekcich zvifat vyvolanych antropofilnim T. rubrum
(Votava 2003). Stejné tak byly v Evropé zachyceny z pfipadi lidskych mykéz kmeny T. simii, které
obvykle zpusobuji infekce u opic a slepic na indickém subkontinenté (Graser et al. 1999c¢, Beguin et
al. 2012a).

3.1.3. Biologicky koncept druhu

Mayerova definice druhu, dnes znama jako “biologicky koncept druhu®, hovofi o druhu: ,,jako
o takové skupiné kiiZicich se nebo se potencialn¢ ktizicich populaci, ktera je od ostatnich populaci
reproduk¢né isolovana“ (Mayr 1942) a ptipadni hybridi maji snizenou fitness a nejsou fertilni (Mayr
dilezité, aby kiizici pokusy probihaly v prostfedi, které podnécuje sporulaci. Tedy v prostiedi s co
nejmensim podilem cukrii a dalSich lehce rozlozitelnych latek. Z tohoto diivodu byla vytvofena fada
médii, napiiklad zfedény sabouradiv agar s a bez pfidavku MgSO, 7 H,O a KH,PO, (Takashio 1972),
Takashio medium (Takashi 1973), medium s pfidavkem semen Guizotia abyssinica (Takashio a

De Vroey 1976), ovesny agar (Weitzman a Silva-Hutner 1967). Do téchto medii byva pridavan také
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zdroj keratinu, ktery ma simulovat pfirozené podminky kiizeni (Dawson et al. 1964; Padhye et al.
1973). Dulezity pro kiizici pokusy byl také vyvin snadné a rychlé metody monosporické izolace, ktera
umoznila opakované testovani vysledkd jinymi vyzkumniky (Choi et al. 1999). V neposledni fadé
bylo zasadni pro aplikaci biologického konceptu vyvinuti a zdokonaleni technik, pomoci kterych bylo
mozné urCit parovaci typy (Stockdale 1968; Takashio a De Vroey 1976). Schopnost jednotlivych
izolatd heterothalickych dermatofyt se mezi sebou kiizit zavisi na kompatibilit¢ parovacich typtl
(Takashio 1974; Dyer et al. 1992). U heterothalickych druhti dermatofyt nachazime dvé sexualné
opa¢né ladéné skupiny jedinct (parovaci typy), arbitrarné znacené (+) a (—) (Takashio 1979). Jedince
stejného parovaciho typu urcuje typ MAT genu v ,,parovacim‘ lokusu (Turgeon 1998). Parovaci typ
(+) odpovida jedinctim, u kterych nachazime na mistech tzv. MAT genti idiomorfu MAT1-2 , kodujici
HMG doménu (high mobility group) a parovaci typ (—) patii jedinctim, u kterych nachazime idiomorfu
MAT]1, obsahujici sekvenci kodujici alfa box doménu (Kano et al. 2011b, 2012; Li et al. 2010).

Ackoliv byla nalezena technika urcujici parovaci typy, stale jesté existuji dalsi prekazky, které
nam nedovoli biologicky koncept druhu aplikovat na nekteré¢ skupiny dermatofyt. Biologické pojeti
druhu totiz predpoklada, ze se druhy sestavaji z kmenil s rovnomérné rozloZzenymi parovacimi typy,
kde kiizeni probiha nahodné a nedochazi tak k narusSeni toku gentl a teprve takovéto populace mohou
byt dobte reprodukéné izolované od jinych populaci (Gréser et al. 2006). Realita je vSak takova, ze
rozmanité mechanismy zajistujici vztah patogen-hostitel a vlivy vnéjSiho prostiedi maji tendenci
vytvafet trvalé nerovnovahy (Griser et al. 2006). U néterych druhG byl v populaci dokonce
zaznamenan pouze jeden parovaci typ. Napfiiklad u antropofilnich druhi T. tonsurans a T. rubrum je
zaznamenan pouze kiizeci typ (-) (Kim et al. 2001; Stockdale 1968; Hayashi a Takashio 1984) a u
zoofilniho T. equinum a antropofilnich izolati T. interdigitale, pouze kiizici typ (+) (Kano et al.
2011a; Stockdale 1968). Vyrazny posun v poméru parovacich typti ve prospéch jednoho parovaciho
typu, nebo uplné vymizeni jednoho typu muze nastat v ptipadé, ze se druhy disponujici pouze jednim
ktizicim typem pii svém vzniku oddélily od pivodniho druhu jako jeden jedinec, nebo mala skupinka
jedinct se stejnym parovacim typem (Summerbell 2000). Zjistilo se naptiklad, Ze se antropofilni
izolaty T. interdigitale kiizi s kmeny A. vanbreuseghemii, jejichz HMG domény MAT-2 genu
vykazuji 100% homologii za vzniku infertilnich kleistothecii (Kano et al. 2012). Je tedy mozné, ze
T. interdigitale je druh odvozeny od sexualnich predka A. vanbreuseghemii s kiizecim typem MAT-2
a adaptaci na ¢loveka jako hostitele (Kano et al. 2012).

U druhti disponujich pouze jednim péarovacim typem neni mozné provést uspésny kiizici
pokus (Takashio 1979). Otazkou ale zlstava, jestli druhy parovaci typ neni v populaci takovych druhti
jen extrémné vzacny a neunikd nasi pozornosti. Zejména mezi antropofilnimi, ale také mezi zoofilnimi
druhy je fada druhii s nezndmou teleomorfou, mnozicich se zdanlivé klonaln¢ (White et al.
2008). Takovym prikladem je jiz zminény T. rubrum a T. tonsurans (Gréser et al. 1999c) nebo druhy
T. concentricum a T. verrucosum, u kterych se pii kfizicich pokusech nepodafilo navodit tvorbu

teleomorfy (Gréser et al. 2006). Naopak témét u vSech geofilnich druhii zname perfektni stadium
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(Takashio 1979). Existence mnoha druhii dermatofyt, u kterych zatim nebylo nalezno pohlavni
stadium, v8ak z n€kolika diivodd neznamena jejich neschopnost kiizeni (Gréser et al. 2006). Nékteré
druhy rodu Trichophyton jsou povazovany za asexualni (klonalni) druhy jen z divodu chybéjicich
zprav o jejich Gspésném kiizeni (Gréser et al. 2006). Geny MAT lokusu jsou pfitomné i u fady druht
dfive povazovanych za asexualni (Symoens et al. 2011) a je tedy mozné, Ze jsou schopny kryptického
pohlavniho procesu. Schopnost sexualni reprodukce nékterych druhii by z tohoto divodu méla byt
prehodnocena, jak se tomu jiz stalo u nékolika druhti dermatofyt (Anzawa et al. 2010; Symoens et al.
nedavné dob¢ objevena skryta schopnost pohlavniho rozmnozovani u fady druhi diive povazovanych
za prisn¢ asexualni, jako napf. u A. fumigatus (Fares a Wolfe 2003; O’Gorman et al. 2008). Tyto
experimenty vSak Casto vyzaduji druhoveé velmi specifické kultivaéni podminky, které komplikuji
uspésné navozeni pohlavniho procesu u ostatnich hub (O’Gorman et al. 2008). Také u druhu
T. rubrum, povazovaného za asexualni (vSechny izolaty maji MAT-2 idiomorfu), bylo dosazeno
mezidruhové rekombinace s MAT-1 izolatem T. simii a vzniku fertilniho potomstva (Anzawa et al.
2010).

Stockdale (1968) uskuteénil kiiZici pokusy s izolaty A. simii parovaciho typu MAT-1 a
MAT-2, které nazyval jako testovaci kmeny (tester strains) a kmeny 23 rtiznych druhd dermatofyt.
Nasledné rozdélil téchto 23 druhii do ctyt skupin podle stupné stimulace tvorby askomat opacné
ladénym testovacim izolatem A. simii. Vysledky této studie ukazaly, Ze feromony zodpovédné za
tvorbu askomat u dermatofyt jsou si velmi podobné a mohou zptisobovat tvorbu infertilnich askomat u
fylogeneticky neptibuznych druhti. V této studii $lo o vznik infertilnich askomat pii mezidruhovém
ktizeni, ale jsou dokumentované i pfipady vzniku mezidruhovych hybridi, napf. u jiz zminénych
druhtt T. rubrum a T. simii (Anzawa et al. 2010). Kftizeni tedy mtze probihat nejen uvnité druhd
definovanych molekularnimi metodami, ¢i morfologicky ale také napfic¢ druhy, kdy dochazi ke vzniku
hybridniho potomstva. Dermatofyta jsou skoupinou evolu¢né mladou a ackoli maji druhy uvnitf této
skupiny pravdépodobné svou vlastni evoluéni cestu, nedoslo jesté mezi nékterymi z nich k vytvoreni
uplné reproduk¢ni bariéry (Kawasaki et al. 2010). Nedostate¢na reprodukéni bariéra byla nalezena
napiiklad mezi jasné taxonomicky oddélenymi teleomorfami Arthroderma benhamie, A. simii a

A. vanbreuseghemii, mezi kterymi bylo také zaznamenano hybridni potomstvo (Kawasaki et al. 2010).

3.1.4. Fylogeneticky koncept

Fylogeneticky koncept je zaloZzeny na spolecné vlastnosti asexudlné i sexudlné se
rozmnozujicich organismi - monofylecnosti, oznacujici linii zahrnujici jediného spolecného predka a
vsechny jeho potomky (Henning 1965). Druh vznika tehdy, kdyZ se reprodukéné kompatibilni skupina

v e

Fylogeneticky koncept vSak ma mnoha omezeni. Mayden (1997) upozornil, Ze pfi pouziti vysoce



polymorfniho genetického markeru jako znaku rozeznéavajici druh, by mohl byt pocet druhli zna¢né
nadhodnocen. Z tohoto ditvodi je nutné pouzivat vice nez jeden polymorfni lokus (Taylor et al. 2000).
V soucasnosti nejpouzivanéjsi aplikaci tohoto konceptu je tzv. GCPSR koncept (genealogical
concordance phylogenetic species recognition) (Avise a Ball 1990). Ten ma za cil vymezit hranice
druhti za pomoci nékolika nezavislych fylogenetickych analyz zaloZenych na odlisnych genech. Tak
umoziuje odlisit skupiny jedinct sdilejici stejnou fylogenetickou minulost (na zakladé stejné
topologie fylog. strom, tzv. konkordance) od skupin, ve kterych probiha rekombinace (Avise a Ball
1990). U hub, kde z divodu nedavné radiace druhy mezi sebou jesté nejsou zcela reprodukéné
izolované, nemusi byt GCPSR koncept aplikovatelny (Graser et al. 2007; Kawasaki et al. 2010).

Aplikaci GCPSR konceptu se daii rozlisit skrytou genetickou diverzitu hub, kterou neni mozné zjistit
aplikaci jinych druhovych konceptii (Dettman et al. 2003, 2006). GCPSR koncept také dokaze rozlisit
kryptické druhy s malymi nebo zadnymi morfologickymi rozdily (O'Donnell et al 2004, Rehner a
Buckley 2005) a je u hub snadné&ji aplikovatelny a jednodussi na interpretaci nez koncept biologicky a

morfologicky (Taylor et al. 2000).

3.1.5. Polyfazicky druhovy koncept

Monofyleticnost, na které je zalozeny fylogeneticky druhovy koncept, nemize byt urcujicim
druhovym znakem, protoZe se vyskytuje na vSech taxonomickych urovnich (Mallet 2007) a stanoveni
druhové hranice je vzdy subjektivni zalezitosti (Taylor et al. 2000). Poéet druhi by se tedy mohl
zna¢n¢ nadhodnotit, proto je tfeba pii klasifikaci druhl zahrnout i morfologicka, ¢i ekologicka kritéria
(Mishler a Donoghue 1982). Velkym problémem nékterych druhovych konceptl je také cas, kdy
genetickd zména muize zistat krypticka a projevi se ve fenotypu az po zméné podminek (Fenchel
2005). Zakladnim pozadavkem na revizi novych druht se tak stava polyfazicky piistup (Graser et al.
2006), kdy jako zaklad pouzivame molekularné-geneticka kritéria. Nutna je vSak soucasnd aplikace
morfologickych, ekofyziologickych a biochemickych dat (de Quieroz 2005; Vanormelingen et al.
2007). Podobné jako polyfazicky koncept i kohezni druhovy koncept ke stanoveni druhové hranice
zohlediuje vice znakd, ale na rozdil od polyfazického konceptu nékteré znaky upiednostiiuje pred
jinymi. Kohézni koncept definuje druh jako nejvétsi skupinu jedinch udrzujici si svoji fenotypovou a
genotypovou soudrznost pomoci tvz. koheznich mechanismi. Na kazdy druh pfitom pisobi jiné
kohézni mechanismy. Mohou pievazovat faktory genetické (napf. genovy tok) nebo demografické
(napt. geneticky drift nebo selekce) (Templeton 1989). Templeton (1989) ale sam zduraznuje, Ze
hlavnim koheznim mechanismem, udrzujici stavajici druh, jsou ekologickd omezeni, ktera limituji
rozsah fenotypové variability (Templeton 1989). Populace obyvajici rizné ekologické niky (napf.
Vv ptipad¢é dermatofyt rozdilného hostitele, nebo odlisné ¢asti povrchu téla té¢hoz hostitele), se vlivem
nedostatku demografické vymény rozrizni ve dva druhy (Kawasaki et al. 2008; Summerbell et al.
1997; Kawasaki 2011a).



Vratime-li se krozdéleni druhu T. interdigitale na antropofilni a zoofilni druh, pak by na
zakladé kohezniho konceptu k tomuto rozdéleni méla piispivat nejen preference k hostiteli a
makromorfologie kolonie (Nenoff et al. 2007), ale rozdéleni by mélo byt také podpofeno
molekularnimi daty. Heidemann et al. (2010) a Symoens et al. (2011) rozlisili antropofilni a zoofilni
T. interdigitale na zakladé ITS sekvence. Anzawa et al. (2011) zahy toto rozdéleni zpochybnil a
jedinou nalezenou substituci v nekodujici sekvenci nepovazoval za dilezitou pro stanoveni hostitelské
specifity. Navic nepotvrdil Zadnou korelaci mezi ITS genotypem, morfologickou charakteristikou,

typem MAT-genu, nebo preferenci k hostiteli.

3.2. Zmény druhové taxonomie dermatofyt

Vyse uvedené koncepty demonstruji, ze v taxonomii dermatofyt dnes existuje nékolik
nazorovych proudd, jejichz nésledkem a neuvazenymi zménami vznikd zmatek, na ktery doplaci
predevsim uzivatelska vefejnost. Do stavajici taxonomie dermatofyt se z velké casti promitly
fylogenetické strudie zalozené na sekvencich ITS rDNA. Spravnost celé fady taxonomickych zmén
provedenych na zakladé molekularnich dat (Tab. 1) je stale predmétem diskuzi (Gréser et al. 1999c,
2000c, 2000b; Woodgyer 2004). Fylogenetické vztahy na zakladé ITS sekven¢nich dat ne zcela
odpovidaji fylogenezim sestrojenym na zakladé jinych lokust (Kawasaki et al. 2008). Dalsim
problémem taxonomie jsou stard jména, pro kterd neexistuje typovy material. S ohledem na ziejmou
potiebu zmeény stavajici klasifikace bylo nutné pro nékteré druhy vytvofit neotypy, na kterych jsou
soucasné taxony postaveny (Gréser et al. 2000c).

Zmény nomenklatury, které¢ probehly na pfelomu tisicileti, s sebou piinesly zmatek v podobé
chybnych synomymizaci nékolika druhti (Gréser et al. 1999a, 2000a; Woodgyer 2004). Zavazny je
tento problém piedevsim pro klinickou praxi, ktera neni schopna reflektovat tak velké mnozstvi zmén.
Za ptiklad muze poslouzit T. memtagrophytes, jez byl jiz v minulosti mnohymi autory pokladan za
heterogenni skupinu (Ajello 1968; Guarro a Hoog 1995; Kane et al. 1997). V roce 1999 byla
taxonomie komlexu zaloZena na morfologii zménéna na zakladé sekvenénich dat z oblasti ITS rDNA,
PCR fingerprintingu a AFLP analyzy (Graser et al. 1999c). Nékteré druhy byly redukovany na
synonyma jinych druhii, zatimco nékteré podruhy naopak dosahly statutu druhi (Gréser et al. 1999c¢).
Dvacet ¢tyii taxonu souvisejicich s T. mentagrophytes a T. tonsurans bylo zredukovano na pét druhi
(Gréser et al. 1999c). Sporna byla piedevs§im synonymizace zoofilniho druhu T. equinum a
antropofilniho T. tonsurans, ktera podnitila fadu dal$ich studii, ty pak druhy znovu oddé€lily (Probst et
al. 2002; Summerbell et al. 2007). Nejvice sport stale panuje kolem jména T. mentagrophytes a
vhodnosti volby neotypu, kvili kterému jsou izolaty diive v oznacované jako T. mentagrophytes dnes
nutné oznacovat jako T. interdigitale a druh T. mentagrophytes naopak téméf ztratil klinicky vyznam
(Graser 1999c; Beguin et al. 2012b).

Zmény se nevyhnuly ani komlexu druhti blizkych T. rubrum a M. canis. Druhy byly
revidovany na zékladé dat fenotypovych, molekularnich dat z oblasti ITS rDNA, PCR fingerprintingu
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a AFLP analyzy. Patnact druht a variet komlexu T. rubrum bylo redukovano na druhy T. rubrum a
T. violaceum (Griéser et al. 2000b). Sporna byla synonymizace T. soudanense a T. violaceum, mezi
kterymi se nasly vyznamné rozdily na populacni urovni (Ohst et al. 2004). Myslenku samostatného
druhu T. soudanense podporuje také jeho unikatni zemépisna distribuce (Larone 2002; Padhye a
Summerbell 2005). Opravnénost synonymizace T. soudanense s T. rubrum byla ale pozdgji potvrzena
na zakladé¢ vysledk multigenni studie (Grédser et al. 2007), a tak tento druh pravdépodobné
predstavuje jen geograficky odlisnou populaci T. rubrum s urcitymi odchylkami ve fenotypu. Otazkou
je také status druht T.yaoundei a T. gourvilii, které byly synonymizovany s T. violaceum, ale u
kterych byl pozd€ji nalezen charakteristicky profil na zdkad¢é analyzy mikrosatelitnich markerd.
Ackoli jsou mikrosatelitni markery bézné druhové specifické (Kardjeva.et al. 2006), jesté nikdy
nebyly pouzity pro diskriminaci druhd, a proto nemohly byt T.yaoundei a T.gourvilii uznany
formalnimi taxony (Ohst et al. 2004). Obdobné bylo sedm diive uznavanych druhti rodu Microsporum
synonimizovano s M. canis, M. audouinii a M. ferrugineum (Gréser et al. 2000c). Ptedchozimi
studiemi byl na zaklad¢ analyzy sekvenci ITS a analyzy mitochondrialni DNA nalezen blizky vztah
druhtt M. canis, M. audouinii a M. ferrugineum, ackoli druhy vykazovaly velmi odli$ny fenotyp
(Gréser et al. 2000a; Kawasaki et al. 1995). Graser et al. (2000a) zjistili, ze na diskriminaci druht
tohoto komlexu jsou citlivéj§i metody jako PCR fingerprinting a AFLP vice nez ITS sekvenace.
Nejvice polymorfismit bylo nalezeno v nekddujicich oblastech jako jsou mikrosatelitni markery
(Graser et al. 1999a; Kaszubiak et al. 2004). Ne¢které dalsi druhy rodu Microsporum byly
synonymizovany, ackoli §lo o druhy s rozdilnou ekologickou preferenci, napt. zoofilni M. gallinae s
geofilnim M. vanbreuseghemii (Griser 1999a; Woodgyer 2004). Nékteré druhy se dockaly svého
znovuzavedeni do praxe, napt. druhy M. audouinii a T. schoenleinii, které multigenova analyza
potvrdila jako samostatné druhy (Kaszubiak et al. 2004; Probst et al. 2002).

Zavérem lze fici, ze molekularni data sice nejsou neomylna, ale jejich pfinosem bylo odstranéni 300
nadbyte¢nych oznaceni druhd, ktera existovala v dobé pied ptichodem molekularni éry a ktera chybné

vznikla na zakladé variabilni fenotypu dermatofyt (Gréser et al. 2006).
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Tabulka 1. Zména taxonomie na zakladé molekularnich dat a preferovana ekologicka nika vybranych

dermatofyt a druhu T. ajelloi (Gréser et al. 1999a, 1999b, 2000c, 2000b, 2008; Simpanya 2000).

V soucasnosti uznavané druhy

Synonymizované taxony

anamorfa fylogeneticky blizka teleomorfa
T. rubrum ¥ T. fischeri
T. kanei
T. soudanense
T. megninii
T. raubitscheckii
T. rubrum var. nigrans
T. interdigitale” * T. mentagrophytes var. intergigitale
A. vanbreuseghemii T. mentagrophytes var. nodulare
T. mentagrophytes var. goetzii
T. mentagrophytes var.
T. mentagrophytes mentagrophytes
sensu stricto * _— T. langeronii
" . A. simii L
(diive T. simii) T. sarkisovii
T. mentagrophytes var.
quinckeanum
T.sp* T. mentagrophytes var. granulosum
i ) A. benhamiae
T. erinacei * T. mentagrophytes var. erinacei
T. tonsurans | T. tonsurans var. crateriforme
T. tonsurans var. epilans
T. tonsurans var. Sulfureum
M. audouinii M. audouinii
M. rivalieri
M. langeronii
M. canis * A otae M. canis
M. distortum
T. equinum
M. ferrugineum M. ferrugineum
M. fulvum ° K. longifusus
A. fulvum M. boullardii
M. ripariae
T. ajelloi . T. ajelloi var. nanum
A. uncinatum
E. stockdaleae
M. gallinae * A. grubyi M. vanbreuseghemi

T. violaceum '

T. glabrum
T. gourvilii
T. violaceum var. indicum
T. yaoundei

T. verrucosum *

T. verrucosum var. album
T. verrucosum var. discoides
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T. verrucosum var. ochraceum
T. verrucosum var. verrucosum

T. concentricum *

T. eboreum *

T. schoenleinii '

M. racemosum ° A. racemosum
E. floccosum *

T. sarkisovii '

T. vanbreuschemii ° A. gertleri
M. persicolor ° A. persicolor
M. nanum ° A. obtusum
M. gypseum * A. gypseum, A. incurvatum
M. cookei * A. cajetanum
T. georgiae ” A. ciferrii
T. flavescens * A. flavescens
T. gloriae ° A. gloriae

* zoofilni, © antropofilni, ° geofilni

4. Molekularni metody

Velmi dulezita je volba vhodného genetického markeru podle cilové taxonomické Grovné, na
které feSime aktudlni taxonomicky, ¢i epidemiologicky problém. Tato volba ma znacny vliv i na
interpretaci ziskanych dat (McDonald 1997). Molekularni markery mtzeme rozdélit na dvé skupiny:
na markery proteinové (alozymy, izoenzymy) a na DNA markery (Avise 1994). Genetické markery
jsou vysoce informativni a reprodukovatelné (McDonald 1997) a na rozdil od proteinovych markeri
nejsou genetické markery tak vyrazn€ ovlivnény prostfedim a neni tedy narusena jejich selektivni
neutralnost, coz nékdy neplati pro izoenzymové markery (Watt 1994). Nicméné izoenzymy zlstavaji
ucinym genetickym markerem u hub, které jsou v izoenzymovych lokusech dostate¢né variabilni
(McDonald 1997). Protoze je v soucasné dobé vétsina studii provadéna s DNA genetickymi markery,
zamétim se ve své praci pravé na ne.

Jako DNA markery mohou byt pouzity geny nebo nekddujici tiseky mitochondridlniho
(mtDNA) i nuklearniho (ntDNA) genomu (Avise 1994). Mitochondrialni DNA hub je charakteristicka
rychlymi zménami, které v ni probihaji (Paquin et al. 1997). Pro srovnani, v homologni oblasti gent
kodujicich malou podjednotku rRNA mitochondridlniho a nuklearniho genomu hub probihaji
substituce 16krat rychleji u mitochondrialnich geni (Bruns a Szaro 1992a). Proto také mtDNA
vykazuje vysokou mezidruhovou variabilitou (McDonald 1997). Vyhodou mtDNA oproti ncDNA je
jeji pritomnost v buiice ve vysokém poctu kopii a také moznost ziskat tuto DNA i z malych a ¢aste¢né
degradovanych vzorkd. Nuklearni DNA je ze starSich vzorkt hife dostupna, protoze snadnéji
degraduje (McDonald 1997). Pii studiu mtDNA vSak byvaji problémem somatické mutace nebo
jaderné pseudogeny mitochondridlniho piivodu (numts), které byly nalezeny v jaderném genomu u

vice nez 64 eukaryotnich druht véetné hub (Bensasson et al. 2001; Ballard a Whitlock 2004).
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V nedavné dobé bylo dokonéeno sekvenovani genomu sedmi druhti dermatofyt (T. rubrum,
T. tonsurans, T.equinum, M. canis, M. gypseum, T.verrucosum, A.benhamiae), které jsou nyni
k dispozici vefejnosti (Burmester et al. 2011; The Broad Institute;
http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/dermatophyte_comparative/MultiHome.html).
Znalost genom by méla pfispét k naSim znalostem o patogenezi dermatofyt6éz, o tom, co je druh u
dermatofyt, komparativni genomické studie by mély najit geny zodpovédné za rozdilné ekologické
(hostitelské) preference, apod.

Cilem této prace neni detailné objasnit principy metod pouzitych v taxonomii a epidemiologii
dermatofyt, ale podat piehled o jejich aplikaci a pfinosu v konkrétnich situacich.

S podrobnymi principy jednotlivych metod se odkazuji na praci, kterou publikoval Avise (1994).

4.1. Molekularni metody na mezidruhové urovni

Identifikace dermatofyt na druhové urovni hraje nezastupitelnou tlohu ptfedev§im v ptidni
biologii, medicinské a veterinarni praxi. Pro klinickou praxi je piesnd a rychld identifikace
etiologického agens velmi dilezita, zejména kvili volbé antimykotik, kterd maji riiznd spektra aktivity
(Graser et al. 2008). Dermatofyta jsou pomérné rychle se vyvijejici skupinou, u které se ekologie
druhti a jejich prevalence v populaci dynamicky méni a ptesnad druhova identifikace pfinasi cenna data

pro epidemiologii (Gréser et al. 1998).

4.1.1. Polymerazova retézova reakce (PCR)

Polymerazova tetézova reakce a jeji varianty jsou vhodné metody pii omezeném mnozstvi
tkané izolované pro extrakci DNA, ¢ehoZ se vyuziva zejména v diagnostice, kde je snaha o co
nejrychlejs$i identifikaci etiologického agens bez predchozi kultivace (McDonald 1997), neméné
dilezita je vsak i identifikace zaloZzena na kultivaci etiologického agens. Polymerazova fetézova
reakce pomoci vhodné vybranych primertt umozni amplifikaci urcitého tseku DNA specifickou pro
uréitou skupinu organismt, ale pro za uréitych okolnosti je nutné provést jesté postamplifikaéni
analyzu, ktera se provadi naptiklad pfimym sekvenovanim nebo restrik¢ni analyzou.

Bock et al. (1994) navrhli dvojici primerit TR1 a TR2 pro amplifikaci fragmentu genu pro 18S
podjednotku rDNA a tispésné odlisili druhy béznych dermatofyt od jinych DNA eukaryot a prokaryot
na zakladé velikosti fragmentii na elektroforetogramu. Turin et al. (2000) provedli obdobnou studii, ve
které pouzili tytéz primery (TR1 a TR2 ) a primery B2F a B4R specifické pro a ITS rDNA. Yoshida et
al. (2006) navrhli dvojici primert tonsF1 a tonsR1 specifickou pro ITS oblast druhu T. tonsurans,
ktera umoznila tento druh Gspésné rozeznat od jinych druhti rodu Trichophyton.

Modifikacemi PCR (napft. nested PCR, multiplex PCR, real-time qPCR) muize byt zvySena
citlivost a specifi¢nost PCR reakce (Kamiya et al. 2004; Kanbe et al. 2003a). Kim et al. (2011) pouzili
mnohonasobnou (multiplex) PCR (v reakéni smési byly tii sady primeri specifickych pro oblasti ITS,

28S a 18S rDNA) k identifikaci 11 béznych druhti dermatofyt. Nested PCR pracuje na systému tzv.
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vnéjsich (nasednou v prvnim kole amplifikace) a vnitinich primerti (nasednou v druhém kole), a proto
nékdy muze vést k nespecifické amplifikaci (Nagao et al. 2005). Nested PCR zamétena na oblast ITS
rDNA provedena s primery specifickymi pro rod Trichophyton na DNA izolované z parafinovych fezt
a klinickych vzorkli pokozky a nehtt, Gspé$né identifikovala 26 druhi dermatofyt a nedermatofytnich
hub. (Uchida et al. 2009). Tato metoda nam tedy umoZiluje zpétné uréit pivodce onemocnéni z

klinickych vzorkd, napfiklad séra nebo parafinovych fezi (Nagao et al. 2005).

4.1.2. DNA-DNA hybridizace

Pti DNA-DNA hybridizaci je spojovana denaturovana jednotetézcovou DNA dvou organismi
v nové vznikly heteroduplex a pfi renaturaci zjistujeme miru homologie studovanych genomi (Dutta
et al. 1967). Problematicka je interpretace naméfené homologie, konkrétné rozhodnuti o druhové
hranici. Ta je vétSinou stanovena arbitrarné a v ramci dermatofyt se udava jako mira spolecné
homologie 80% (Dutta et al. 1967; Graser et al. 1999a). Napt. pouze 70% homologii pfineslo srovnani
kmenid T. mentagrophytes s kmeny A. benhamie, coz pfedznamenalo, Zze se nejedna o stejny druh,
ackoliv diivéj§imi studiemi byly povazovany za anamorfu a teleomorfu stejného druhu. Kombinaci
molekularnich technik se pozdéji prokazalo, Zze A. benhamie je teleomorfa nepojmenovaného druhu

Trichophyton sp., tedy ne druhu T. mentagrophytes (Gréser et al. 1999¢, Griser et al. 2008).
4.1.3. Metody zaloZené na restikénich endonukleazach (RFLP, PCR-RFLP)

4.1.3.1. Restrikéni Stépeni mtDNA

Konvencni DNA fingerprinting je zaloZzeny na detekci polymorfismti v DNA pomoci RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism). RFLP metoda je pomérné nenaro¢na a poskytuje
moznost uréit mista Stépeni, nevyhodou je vSak velké mnoZstvi izolované DNA, nezbytné k analyze
fragmentu (Mochizuki et al. 1990, Kamiya et al. 2004, Kanbe et al. 2003a). Nevyhodou miZe byt také
nizka pravdépodobnost detekce mutace (polymorfizmu), ktera ov§em zavisi na typu a poc¢tu pouzitych
enzymu (Beckmann a Soller 1983) a nizky pocet znakl, ktery metoda poskytuje oproti sekvenovani
(Avise 1994). Vzhledem k malé velikosti se da mtDNA oproti jaderné DNA snadné&ji nastépit
restrikénimi endonukleazami (Kac 2000) a objevuje v genomu ve vice kopiich (Kova¢ et al. 1984),
proto také byla velmi oblibenym markerem v zacatcich vyzkumu dermatofyt. Pomoci restrikéni
analyzy mtDNA se napiiklad potvrdila myslenka jiz dfive navrhované (Weitzman et al. 1986)
synonymiky teleomorfickych rodt Nannizzia a Arthroderma (Kawasaki et al. 1992). RFLP je vSak
vhodna metoda i na mezidruhovou diskriminaci, coz doklada studie zkoumajici teleomorfy komplexu
M. gypseum (A. gypseum, A. fulvum a A. incurvatum) (Kawasaki et al. 1990), které byly pomoci
restrikéni analyzy mtDNA dany do jedné skupiny a analyza tak jasné vyclenila ¢tvrtou teleomorfu -

A. otae. Dale bylo analyzou 22 izolati druhu T. interdigitale pomoci RFLP mtDNA zjisténo, ze vzory
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prouzki téchto izolati jsou totozné se vzory prouzka A. vanbreuseghemii, jedné z teleomorf fazenych

do komlexu T. mentagrophytes (Mochizuki et al. 1990).

4.1.3.3. PCR-RFLP

PCR-RFLP je metoda vyuzivana predevsim k rutinni detekci patogend o znamé sekvenci
(Tab. 2) (Avise 1994). Rozdilny postup PCR-RFLP uplatiujeme, pokud je nasim cilem rozlisit blizce
pfibuzné druhy od sebe nebo identifikace vice druhii dermatofyt soucasné. V prvnim piipadé je
Vv diskrimina¢nim genu nalezeno variabilni misto, podle kterého je vybran restrikéni enzym S$tépici
pouze jeden z druhti. Druhové specifickym S§tépeni PCR produktu byl naptiklad rozliSen druh
T. tonsurans a T. equinum nebo druh M. ferrugineum od piibuznych druhG M. canis a M. audouinii
(Rezaei-Matehkolaei et al. 2012a, 2012b). Ve druhém piipadé dochazi k amplifikaci tseku DNA
(napt. ITS regionu) pomoci specifickych primer a nasledné St€peni produktu pomoci restrikénich
enzymd s vystupem ve form¢ fingeprintového pattern. RFLP analyza, zacilena naptiklad na ITS oblast
rDNA, mtDNA a geny DNA topoizomerazy II (Kamiya et al. 2004), byla Gspé$né pouzita pro studium
fylogenetickych vztahd nebo identifikaci dermatofyt na druhové urovni (Brilhante et al. 2006; Jackson
et al. 1999; Kamiya et al. 2004; Kanbe et al. 2003b; Mirhendi et al. 2012; Mochizuki et al. 2003b;
Shehata et al. 2008). Gutzmer et al. (2004) uspé$né vyvinuli metodu zaloZenou na real-time PCR,
cilené na oblast ITS a nasledném Stepeni fragmenti restrikénimi endonukleazami, k identifikaci
21 béznych druhti dermatofyt, nedermatofytnich patogenich hub a kvasinek. Jackson et al. (1999) a
Mochizuki et al. (2003b) analyzovali genetickou variabilitu v ITS a NTS regionu rDNA dermatofyt
PCR amplifikaci téchto regiont a naslednym restrikénim Stépenim. Metoda rozlisila vétSinu druhil
zkoumanych dermatofyt s vyjimkou nékterych blizce pfibuznych sesterskych druht (T. rubrum a
T. soudanense; T. quinkeanum a T. schoenleinii) (Jackson et al. 1999) a uspé$né rozliSila druh
T. tonsurans (Mochizuki et al. 2003b). Mezi kmeny T. rubrum byla nalezena pomérné velka
variabilita uvnitf NTS regionu (Jackson et al. 1999).

Uspé&né byl pro restrikci enzymem pouzit také fragment genu pro DNA topoizomerazu II.
Vysledna restrikéni pattern vykazovala vysokou stabilitu, reprodukovatelnost a byla schopna
identifikovat téméf vSechny druhy dermatofyt (Kamiya et al. 2004; Kanbe et al. 2003a, 2003b). Kanbe
et al. (2003a) pouzili kombinaci nested PCR provedené pomoci sad primerd dPsDI1, dPsD2, PsT,
PsME a restrikce enzymy. Prvni sady primeri dPsD2 a dPsD1 stabilné generuji asi 2380 bp dlouhy
fragment DNA topoizomerazy |l dermatofyt. PCR pomoci druhé sady primera PST a PsME
identifikovala pét druht z 18 druhtt dermatofyt. PCR produkty vytvofené dPsD2 byly natraveny
restrikénimi enzymy a pomoci DNA restrikéniho profilu bylo identifikovano zbylych 18 béznych
druhti dermatofyt kromé T. interdigitale, ktery mél stejny profil jako T. mentagrophytes s. str..
Specificita, reprodukovatelnost a stabilita tohoto systému PCR pro klinické izolaty byla hodnocena na

setu 352 kmenti dermatofyt reprezentujicich Sest druhti (Kamiya et al. 2004).

15



Tabulka 2. Rozlisovaci schopnost zkoumanych gent, amplifika¢nich primert a restrikénich enzymu

vybranych studii vyuzivajicich metodu PCR-RFLP.

pocet

amplifikovany orimery restrikéni Zkoumanych Nerozlisené studie
1
gen enzymy druhit druhy
Tru.a Tso.;
18S, ITS, NTS ITS1alTS4 Mval 17 Tqu. a Jackson et al. 1999
Tsch.
ITSregion  ITSLalTS4  Mval, BstF | 2 Rezaei-Matehkolaei et al.
2012a
ITS region ITS1alTS4 Mval, Hinfl 14 Tto. a Teq. Mochizuki et al. 2003b
primer sety
TOP2 dPsD1, dPsD2, Hinf | 6 Kamiya et al. 2004
PsT, PSME
primer sety . :
TOP2 dpsD1, dpsp2, inc I, Hinf, 18 Tin.a Tme. Kanbe et al. 2003b
Afl 1, PFIM |
PsT, PSME

YT, rubrum (Tru), T. soudanense (Tso), T. quinkeanum (Tqu), T. schoenlenii (Tsch), T. tonsurans (Tto),

T. interdigitale (Tin), T. mentagrophytes sensu stricto (Tme), T. equinum (Teq).

4.1.4. Sekvenovani

Jako nejucinnéj$i metoda pro spravnou identifikaci dermatofyt na druhové trovni se uvadi
sekvenovani PCR produktt (Gréser et al. 1998; Jackson et al. 1999; Makimura et al. 1998; Mochizuki
et al. 1999, 2001). Tato metoda je ale Casové a finan¢né naro¢na pii zpracovavani velkého poctu
vzorktl (Kanbe et al. 2003a). Ptesto podle nékterych vypocti (Kardjeva et al 2006) neni sekvenovani
napfiklad ITS rDNA o mnoho drazsi nez je identifikace druht dermatofyt podle konvenénich metod s
pouzitim setu médii a biochemickych testt.

Pro sekvencni analyzu druhd dermatofyt byly uspé$né pouzity markery genii jako je chitin
syntaza (CHS), aktin (ACT), oblasti ribozomalni DNA, zejména ITS oblast, a Mn-dependentni
superoxiddismutaza (MnSOD) (Fréalle et al. 2007; Harmsen et al. 1995; Jousson et al., 2004a; Kano
et al. 1998, 2003; Okeke et al. 2001; Wakasa et al. 2010). Pii studiu fylogenetickych vztaht
dermatofyt pomoci genové specifickych primerd je nejuzivanéj$im markerem predevsim ITS oblast
rDNA. Tento marker je vhodny také pro rutinni identifikaci druhli dermatofyt pfimo z klinického
materialu (Turin et al. 2000, Jackson et al. 1999; Kanbe et al. 2003b, Uchida et al. 2009). Gen
mitochondrialni cytochrom oxidazy I pouzivany u mnoha organismi jako univerzalni barcode
sekvence, neni pro nékteré rostliny, zivo€ichy a houby dostatecné varibilni, aby odlisil blizce ptibuzné

sesterské druhy (Savolainen et al. 2005, Dupuis et al. 2012)
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4.1.4.1. Sekvenace ribozomalni DNA

Metoda sekvenace cilend na klastr genti jaderné ribozomalni DNA se osvéd¢ila pfi studiu
dermatofyt na riznych taxonomickych tGrovnich (Bruns et al. 1992b; Olsen, et al. 1986; Leclerc et al.
1994). Tato ¢ast genomu (Obr. 1) obsahuje 18S, 5.8S a 28S geny, které koduji rRNA a které maji mezi
houbami relativné konzervované nukleotidové sekvence. Zahrnuje také nékolik variabilnich regiont
jako ITS1, ITS2 (Internally Transcribed Spacer 1, 2) (lwen et al. 2002) a IGS (Intergenic Spacer),
obsahujici ETS (Externally Transcribed Spacer), NTS (Non-Transcribed Spacer) a gen pro 5S rRNA
(Lott et al. 1993). Houby jsou obecné pomérn¢ variabilni zejména v oblastech ITS, NTS a IGS
(Maiden et al. 1998).

I Nuclear ribosomal RNA gene cluster I

28S rRNA
gene

ETS
[ pr—— ITS 1 ITS 2
‘/

e

>
58 rRNA 18S rRNA gene 5.8S rRNA 28S rRNA gene
I gene v gene

NTS

Obrdazek 1. Klastr gend ribozomalni RNA. Klastr se sklada ze tii hlavnich gent (5.8S, 18S a 25S
rRNA nebo 28S molekuly) a je rozptylen mezi distanénimi regiony (IGS, NTS, ETS a ITS). IGS
region zahrnuje NTS a ETS regiony a gen pro 5S rRNA (Mitchell a Zuccaro 2006).

Gen velké ribozomalni podjednotky (LSU rDNA), ktery se GspéSné€ pouziva u jinych skupin
hub k determinaci na urovni rodt a vyssich taxonomickych jednotek, neni schopny zietelné oddélit
vSechny tfi anamorfni rody dermatofyt, ale byl uspésné pouzit na oddéleni skupiny dermatofyt od
piibuznych rodt (Leclerc et al. 1994). Gen pro malou ribozomalni podjednotku (18S rDNA) je také
malo variabilni a vhodny pro studium hub na rodové urovni a vySe; u dermatofyt byl pouzit
k demonstraci evolu¢ni divergence 3 rodu dermatofyt a blizce pfibuznych patogenich dimorfnich hub
napt. rodu Ajellomyces (Harmsen et al. 1995). Pomoci 18S rDNA se zjistilo, ze dermatofyta jsou
monofyletického pivodu a patii do fadu Onygenales (Harmsen et al. 1995). Zatimco geny pro malou a
velkou ribozomalni podjednotku nejsou schopné determinovat dermatofyta ani na Grovni rodu,
ribozomalni regiony, které se sestavaji z vnitini pfepisovanych oblasti (ITS1 a -2) a 5.8S rDNA, jsou
velmi variabilni iseky vhodné k vymezeni fylogenetickych vztahli uzce piibuznych druht (Kanbe
2008).

Oblast oznacovana jako ITS1 se nachazi mezi konzervovanymi koédujicimi oblastmi 18S a

5.8S ribosomalni DNA, vyviji se rychleji nez vétSina ostatnich gend a diky vysokému mmnoZzstvi

v
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Sekvenovani oblasti ITS poskytuje pomérné piesnou metodu identifikace dermatofyt na druhové
urovni, ale ke spravné diskriminaci druhd je nutné pouzit jak oblast ITS1, tak ITS2 (Li et al. 2008).
Napiiklad nékteré kmeny T. soudanence jsou v oblasti ITS1 totozné s kmeny T. violaceum, ovsem
v oblasti ITS2 se lisi v fadé AT opakovani (Li et al. 2008). ITS2 jasnéji rozliSuje zastupce M. canis
komplexu (M. audouinii, M. canis a M. ferrugineum), zatimco ITS1 je citlivéjsi na odliSeni druht
T. rubrum, T. violaceum, T. soudanense. Napiiklad posledni dva jmenované druhy vykazuji v
oblasti ITS2 sekvence identitu (Li et al. 2008). Piesto n¢které druhy v jedné z téchto oblasti mohou
vykazovat jen nepatrné rozdily, ackoli jsou vyrazné fenotypicky i ekologicky odlisné (Summerbell et
al. 1999; Griser et al. 2008). ITS je zatim jediny sekven¢ni marker zastoupeny pro vSechny v
soucasnosti akceptované druhy v databazi GenBank a nabizi se tedy jeho pouziti pro snadnou
identifikaci dermatofyt (Grédser et al. 2008). Nevyhodou databaze je velké mnozstvi chybné
identifikovanych izolat (Gréser et al. 2008; Summerbell et al. 2007) a pfitomnost sekvena¢nich chyb
u izolatd stejného druhu, které smazavaji nékteré mezidruhové rozdily (Summerbell et al. 2007).
Z tohoto dvodu bylo navrzeno vytvotreni databaze standartnich sekvenci (DNA barcoding), které by
tento problém vyftesily. Zatim vSak byly v databazi Genbank zvetejnény standartni ¢arové kody pouze
k diskriminaci  patnacti  druhd  dermatofyt (Benson et al. 2012; dostupné na

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/)

4.1.4.2. Sekvenace genii kédujicich proteiny

Vyznamné v identifikaci a porozuméni evoluce dermatofyt byly i studie uzivajici geny
kodujici proteiny (Fréalle et al. 2007; Jousson et al., 2004a; Kano et al. 1998, 2003; Okeke et al.
2001). Pro studium nizSich taxonomickych tirovni je vyhodou téchto genli s nepostradatelnou roli
v organismu jejich schopnost do ur¢ité miry podlehnout selekénimu tlaku (Kano et al. 1997).

Fréalle et al. (2007) porovnavali citlivost dvou markeru u izolati druhi T. mentagrophytes
komplexu. Prvnim byl housekeeping gen kdodujici MnSOD (enzym, podilejici se na obran¢ proti
oxidacnimu stresu), druhym markerem byla oblast ITS rDNA. Studie odhalila niz$i stupeil genetické
heterogenity druht T. mentagrophytes komplexu v markeru MnSOD oproti ITS rDNA, ackoli oba
markery uspésné rozliSovaly mezi jednotlivymi druhy (Fréalle et al. 2007). Pomoci genu MnSOD se
podobné jako pomoci ITS rDNA podatilo odlisit problematické druhy T. mentagrophytes komplexu
druh (T. interdigitale / A. vanbreuseghemii, T. mentagrophytes, T. erinacei a A. benhamiae). Proto
tento gen muze byt vhodnym markerem v multi-lokusovych studiich. Podobné vysledky byly ziskany
pro gen kodujici aktin (Okeke et al. 2001). Studie ukazala, Ze gen ACT je méné vhodnym markerem
oproti ITS rDNA, nedokazal totiz rozliSit nékteré blizce pifibuzné druhy dermatofyt naptiklad
T. rubrum a T. violaceum (Okeke et al. 2001; Tsuboi et al. 2002).

Srovnanim sekvenci genu CHS1 u kvasinek a vlaknitych hub doSlo k objeveni vysoce
konzervované oblasti, potencialné vhodné k evolu¢nim studiim (Bowen et al. 1992). Rod Arthroderma

vykazuje 75-85% aminokyselinovou podobnost ve zkoumaném markeru s vybranymi druhy
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nedermatofytickymi hub (Kano et al. 1997). V genu pro chitin syntazu je piitomno vice
konzervativnich usekl ozna¢enych CH1, CH2, CH3 a vSechny jsou u vlaknitych hub pfiblizn¢ stejné
dobie pouzitelné pro tvorbu fylogenetickych stromt (Bowen et al. 1992, Chua et al. 1994), usek CHI
je ale nejvice zastoupeny v databazich (Hirai et al. 2003). Rod Microsporum byl pomoci tseku CH1
jednoznaéné oddélen od rodu Trichophyton a Chrysosporium (Hirai et al. 2003). Tento vysledek
fylogenetické analyzy ovSem nepoporuji data zalozena na ITS rDNA ani izoenzymova data (Graser
et al. 1999, Jousson et al. 2004a). Kano et al. (1997) rozdélili rod Arthroderma do tii klastri pomoci
genu CHSI1. Prvni skupina sdruzovala teleomorfy T. mentagrophytes komlexu (A. simii ,
A. vanbreuseghemii a A. benhamiae), do druhé skupiny pattily teleomorfy komplexu M. gypseum
(A. fulvum, A. gypseum a A. incurvatum) a tfeti skupina se osahovala teleomorfy A. grubyi (anamorfa
M. vanbreuseghemii) a A. otae (anamorfa M. canis). Podobnych vysledkt bylo dosazeno i na zakladé
mtDNA (Kawasaki et al. 1996) a sekvenci 28S a 18S rDNA (Leclerc et al. 1994; Harmsen et al.
1995). Gen pro chitin syntazu rozeznal u rodu Trichophyton pouze dva klastry (Hirai et al. 2003).

4.1.4.3. Multigenovy pristup

Sekvenace nékolika genti za ucCelem ziskani pfesného fylogenetického vztahu mezi druhy, se
ukazuje jako uziteény ptistup k revizi druhu (Beguin et al. 2012b). Pro dva blizce piibuzné taxony
T. tonsurans a T. equinum, lisici se preferenci k hostiteli (¢lovek, ki), jsou k dispozici tyto sekvenéni
markery: ITS rDNA, ¢ast genu pro B-tubulin (BT2) a transla¢ni elonga¢ni faktor 1-o (TEF1). Rezaei-
Matehkolaei et al. (2012a) ukazali, ze v lokusech ITS a BT2 jsou jen malé mezidruhové rozdily na
rozdil od genu TEF1, ktery dva druhy presvédCivé rozlisil, a proto byl vytvoten postup, ketry na
zaklad¢ restrikéniho Stepeni fragmentu genu TEF1 umoiiuje odé€lit oba geny bez nutnosti
sekvenace. Obdobné byl gen TEF1 nejvhodnéjsi pro odliseni druhu M. ferrugineum od ptibuznych
druht M. canis a M. audouinii (Rezaei-Matehkolaei et al. 2012b). Beguin et al. (2012b) provedl
multigenovou studii na zéklad¢ genti pro aktin, B- tubulin a ITS rDNA. Tato studie mimo jiné
zpochybnila spojeni teleomorfy A. vanbreuseghemii a anamorfy T. interdigitale. Autoti dale zjistili, ze
T. quinckeanum neni pravdépodobné variantou T. mentagropytes a tyto taxony by mély byt
povazovany za odlisné druhy (Beguin et al. 2012b).

Aplikace GCPSR konceptu u multigennich studiich zahrnuje podminku tvz. konkordanci mezi
jednotlivymi fylogenezemi zalozenymi na rozdilnych genech. Fylogenetické stromy né&kolika
nezavislych genl se porovnavaji na zakladé topologie (Taylor et al. 2000). Kawasaki et al. (2008)
provedli srovnavaci studii fylogeneze dermatofyt na zakladé sekvenci genu pro aktin, ITS rDNA a
DNA topoizomerazy II. Podobna srovnavaci studie byla provedena také pozdéji tentokrat na zakladé
sekvenci genl pro aktin, DNA topoizomerazu Il a glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenazu a genti pro
5.8S rRNA a ITS rDNA (Kawasaki et al. 2011b). Tyto dvé studie byly provedené za ucelem upozornit
na problémy nové navrhované taxonomie zalozené prevazné na fylogenetickych stromech vzniklych

na zéklad¢ ITS oblasti rDNA (Kawasaki 2011a). Vysledné fylogenetické stromy se v obou studiich
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lisily v zavislosti na pouzitém genu, a proto fylogeneticky strom na zakladé ITS oblasti sam o sobé
nemusi predstavovat piesny obraz fylogeneze dermatofyt (Kawasaki et al. 2008, 2011b). Kawasaki
(2011a) doporucuje prozatim zachovat stavajici taxonomii, novou taxonomii navrhuje postavit na
zakladé GCPSR druhového konceptu, ktery se ma az dal§imi studiemi ukazat jako vhodny nebo

nevhodny koncept pro taxonomii dermatofyt.

4.1.5. Metody PCR fingerprintingu (kromé PCR-RFLP)

PCR fingerprinting je soubor metod, které analyzuji casto celé genomy pomoci metody PCR.
Podle specifity nasednuti primerti je mtizeme rozd¢lit na genové specifické (typicky nékteré aplikace
PCR-RFLP - viz. kapitola 4.1.3.3.) a genové nespecifické napiiklad RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA), RAMD (Random Amplified Monomorphic DNA) nebo AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism), DAF (DNA Amplification Fingerprinting) a AP-PCR (Arbitrarily
Primed PCR). AFLP analyza byla uspé$né pouzita ve tfech studiich zna¢né redukujicich mnozstvi
dermatofyt z T. rubrum, T. mentagrophytes a M. canis komlexa (Gréser et al. 1999c, 1999b, 2000c),
ale metody RAMD a DAF zatim nenasly mezi skupinou dermatofyt vyznamné uplatnéni.

Metody pouzivajici genoveé nespecifickou PCR (primery) nevyzaduji znalost cilovych
sekvenci DNA (Munthali et al. 1992), mohou vS$ak mit nizkou reprodukovatelnost ve srovnani s PCR s
genove specifickymi primery (Kanbe 2008; Mochizuki et al. 1997; Tyler et al. 1997). Problémem
metod byva mozna komigrace prouzki o podobné molekulové hmotnosti, které nemusi nutné
reprezentovat homologni tseky DNA, tzv. konvergence znakli (Munthali et al. 1992). Také
kontaminace zadsobni DNA napft. bakterialni nebo hostitelskou DNA mtze vyznamné ovlivnit vzory
prouzkii, coz miize byt problémem zvlasté pokud templatova DNA byla izolovana ptimo z klinickych
vzorka (Kanbe et al. 2003a; Loeffler et al. 1999). Nicméné pti ziskani kvalitnich vzork templatové
DNA, uziti standardizovanych koncentraci Cinidel od stejnych vyrobct a stejného termocykleru je
mozné dosdhnout vysoké reprodukovatelnosti vysledkt (Baeza et al. 2006; Turin et al. 2000). Jednou
z metod vyuzivajici nespecifické primery je napiiklad RAPD nebo AP-PCR. Metody PCR
fingerprintingu jsou obecné rychlé, jednoduché a levné metody identifikace druhti dermatofyt, méné
Casto jsou dnes jiz vyuzivany pro Géely fylogenetickych studii (Gréser et al. 1998).

Metodou RAPD byly napf. rozliSeny antropofilni druhy T. interdigitale, T. rubrum a
E. floccosum za pouziti primerd OPE-01, OPE-02, OPE-04, RC08, R28 (Mochizuki et al. 1997);
druhy M. canis a M. gypseum za pouziti primeru FM1 (Kano et al. 1998).

Metoda AP-PCR se lisi od predchozi RAPD pouze upravenym PCR cyklem a primery rtizné
délky (Welsh a McClelland 1990). Liu et al. (1996) uspésné pouzili primer OPAAI11, kterym
identifikovali bézné druhy dermatofyt (T. rubrum, T. tonsurans, T. mentagrophytes). V dalsi studii byl
pouzit stejny primer a navic také OPD18. Tento primer byl schopny produkovat druhové-specifické
profily DNA fragmentt pro vSech 28 zkoumanych druhi s vyjimkou T. rubrum a T. gourvilli, a dale

nerozlisil antropofilni a zoofilni varianty T. interdigitale (Liu et al. 1997). Kombinace dvou primert
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(OPD18 a OPAA17) dokézala identifikovat 23 z 25 zkoumanych druhtt nebo poddruhii dermatofyt
(Liu et al. 2000).

Zvlastnosti nekterych PCR-fingerprintovych metod je, Ze primery pouzivané pro amplifikaci
fragmentd nasedaji na mini- a mikrosatelitni lokusy. Microsatelity mizeme analyzovat metodou
STMS (Sequence Microsatellite Site), ktera pouziva primery nasedajici na mikrosatelitni lokus
v konkrétnich mistech a pomoci kterych analyzujeme délku lokusu (pocet repetic - viz Metody na
vnitrodruhove urovni, viz. kapitola 4.3.4.) (Thomas a Scott et al. 1993), nebo je mizeme analyzovat
metodou ISSR-PCR (Inter Single Sequence Repeat PCR), ktera pouziva pravé primer v podobé jedné
z repetitivnich sekvenci. Ten miva Casto i tzv. kotvici sekvenci, také naseda na okraj mikrosatelitniho
lokusu (Zietkiewicz et al. 1994). Metoda STMS se v ramci dermatofyt pouziva v epidemiologickych
studiich, ISSR se pouziva na druhovou diskriminaci dermatofyt ale i v epidemiologickych studiich,
kde se napt. primer (GACA), osvédéil pro typizaci druhu M. persicolor (Shehata et al. 2008).
UZite¢ny se tento primer ukazal byt i v diskriminaci dermatofyt na druhové urovni (Faggi et al. 2001,
2002; Roque et al. 2006; Shehata et al. 2008). Tato metoda stejné¢ jako STMS metoda analyzy
mikrosateliti (Ohst et al. 2004) napf. objevila velmi blizky vztah mezi druhy T. rubrum a T. violaceum
(Shehata et al. 2008). U izolata uréenych jako T. mentagrophytes byly objeveny tii odli§né profily
prouzkid, dva odpovidaly kmenim T.mentagrophytes s. str., tfeti pak T. interdigitale (Faggi et al.
2001). Profily primeru (GACA), vykazuji vyssi komplexnost nez je tomu u profili ziskanych PCR-
RFLP, a navic se ukazuje, ze je tato metoda 1épe repredukovatelna (Shehata et al. 2008), ale
negeneruje zadnou vnitrodruhovou variabilitu (Faggi et al. 2001). Dobrou opakovatelnost metody
dokazuji dv€ nezavislé studie, jejichz vysledkem byly stejné fingerprintové pattern s piiblizné stejnym
rozsahem velikosti fragmenti 600-2500 bp (Faggi et al. 2001; Shehata et al. 2008). Spesso et al.
(2013) provedli také studii, ve které primer (GACA), produkoval jednoduché a reprodukovatelné
vzory prouzkil, kterymi byly rozpoznany bézné druhy dermatofyt. Navic byl ve studii pouzit druhy
primer (GTG)s, ktery tispésné odlisoval T. mentagrophytes a T. tonsurans. Roque et al. (2006) pouzil
mikrosatelitni primery M 13, (GACA),, (GTG)s a specificky vytvofeny primer pro M. audonuinii MA1
k rozliSeni béznych druhti dermatofyt. Primery M13 a (GTG)s v n¢kolika pfipadech, a v jednom také
(GACA), nebyly schopné rozlisit mezi M. audouinii a M. canis. MA1 byl navrhnuty jako primer
specificky pro izolaty M. audouinii (Roque et al. 2006). Kardjeva et al. (2006) pouzili primer T1
specificky odlisujici T. rubrum od T. violaceum. Pro zhodnoceni schopnosti PCR fingerprintigu
identifikovat 26 druhi dermatofyt byly pouzity &tyfi primery (AC)y, AP3, M13-core sekvence,
pricemz 17 druhti ukdzalo charakteristické vzory, diskrimina¢ni schopnost posledniho primeru (GTG)s
nebyla tak vysoka (Gréser et al. 1998). Velmi podobné pattern prouzkii se vyskytovaly u téi dvojic
druhti: M. gallinae a M. vanbreuseghemii; M. audouinii a M. canis; T. verrucosum a T. erinacei, coz

naznacuje blizkou ptibuznost té€chto druhi (Gréser et al. 1998).
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4.2. Molekularni metody na vnitrodruhové urovni

Typizace kmenti na nizsi nez druhové Grovni hraje nezastupitelnou ulohu pro epidemiologické
Setfeni zjistujici zdroje nakazy pfenesené z prostiedi, ze zvifat, ¢i z mezilidského kontaktu (El-Fari a
Griser et. al. 2000). Molekularni epidemiologické metody mohou byt neocenitelné pii vySetfovani
ohnisek infekei (El-Fari a Graser 2000), piikladem muZe byt epidemie tinea corporis gladiatorum
zpusobena T. tonsurans mezi mladymi zapasniky (El-Fari a Graser 2000). Molekularni typizace
kmenti byla provedena jen u malého mozstvi druhii dermatofyt napt. u druhd T. mentagrophytes (Kac
et al. 1999), T. tonsurans (El-Fari a Graser 2000), T. rubrum (Gréser et al. 1999b), M. canis (Sharma
et al. 2007) a M. persicolor (Sharma et al. 2008). Typiza¢ni metody jsou obecné pouZivany k feSeni
dvou riznych otazek. Pochazi izolaty ziskané z ohniska choroby ze stejného nebo odlisného kmene
(kratkodoba nebo mistni epidemiologie) (Maiden et al. 1998)? Jak jsou kmeny, zpusobujici
onemocnéni v jedné zemeépisné oblasti, pfibuzné kmentim izolovanym jinde na svété (dlouhodoba

nebo globalni epidemiologie) (Maiden et al. 1998)?

4.2.1 Sekvenovani

Oblast ITS rDNA se osvédcila jako dobry nastroj pro mezidruhovou diskriminaci. Naproti
tomu NTR oblast rDNA je pouzitelny i jako marker ve vnitrodruhové diskriminaci (Gaedigk et al.
2003, Gupta et al. 2001; Jackson et al. 1999). Jackson et al. (1999) zjistil, Ze ve NTR oblasti rDNA
T. rubrum se nachazi polymorfismus tvofeny dvémi tandemové se opakujicimi prvky (TRSs), TRS-1 a
TRS-2 (Jackson et al. 2000). Sekvenovani jediného PCR produktu nepiedstavuje ptili§ dobry nastroj
Kk posouzeni vnitrodruvé variability, naproti tomu sekvenovani n€kolika loktstt (MLST) je pouzitelné i
na populaéni Grovni. Fari a Griser (2000) pouzili sekvence ITS oblasti a PCR fingerprinting k odliseni
kmenti T. tonsurans s variabilnim vzhledem kolonii, zadny polymorfismus vSak nenalezl. Heidemann
et al. (2010) a Symoens et al. (2011) rozlisili antropofilni a zoofilni T. interdigitale na zakladé ITS
rDNA sekvence. Sekvence ITS a 28S rDNA rozdélily kmeny A. benhamiae do dvou populaci,
americko-evropské a africkoé¢ (Makimura et al. 1999, 1998; Kano et al. 2002, 2008). V dalsi studii se
ke dvéma vétvim A. benhamie ptipojila tfeti, izolovana z jezk (Atelerix albiventris) (Kano et al.
2008).

4.2.1.1. MLST

MLST (multi-locus sequence typing) vykazuje vysokou vnitrodruhovou diskriminaéni
schopnost bakterialnich a houbovych organizmi. Proto je tato metoda hojné vyuzivana v populacnich
studiich (Robles et al. 2004). Problémem je nutnost velmi kvalitnich sekvenci a vysoka finanéni
naroc¢nost. Na druhou stranu velkd vyhoda MLST je v mozném sdileni vysledkl analyz mezi
laboratofemi a moznosti vytvofit globalni databaze (Maiden et al. 1998, Behringer et al. 2011).

V ramci skupiny dermatofyt jesté MLST schémata vytvofena nebyla. Z dosud publikovanych
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molekuldrnich dat je patrné, Ze sekvenované lokusy (ACT, TOP2, BT2, ITS a GPD) nejsou pfili$
vhodné pro druh T. rubrum aT. interdigitale, ale naopak rozlisily fadu haplotypi uvniti druhu
A. benhamiae (Beguin et al. 2012b, Kawasaki et al. 2008, 2011b).

4.2.2. Metody zaloZené na na restik¢nich endonukleazach (RFLP a PCR-
RFLP)

MtDNA-RFLP byla dfive pouzivana pro studium fylogenetickych vztahd spiSe nez v
epidemiologii dermatofyt (Mochizuki et al. 1990; Kawasaki et al. 1990.), ptesto je nékolik studii
zalozenych na RFLP mtDNA, ktera se pro typizaci dermatofyt uz né€kolikrat osvédcila. Pomoci
restrikéni analyzy mtDNA se nasla napf. vnitrodruhova variabilita v ramci druhti rodu Microsporum a
E. floccosum (Kawasaki et al. 1995; Kawasaki et al. 1996). Pomoci této techniky se také podafilo
zjistit dva genotypy mezi izolaty T. rubrum (De Bievre et al. 1987, Nishio et al. 1992), vysledky ale
neodpovidaly ani morfotypiim, ani geografickému rozlozeni. Tato data byla pozd€ji piezkoumana a
bylo zjisténo, Ze jedna ze skupin T. rubrum jsou ve skute¢nosti Spatné¢ identifikované izolaty
T. mentagrophytes, a Ze populace T. rubrum je geneticky homogenni pii analyze mtDNA RFLP
(Gréser et al. 1999b). RFLP-PCR analyza NTS regionu rDNA T. rubrum se ukazala jako velmi
uzite¢ny nastroj pfi typizacnich a epidemiologickych studiich (Baeza et al. 2006). RFLP analyzou
NTS regionu rDNA bylo rozliseno 14 RFLP vzorci mezi izolaty T. rubrum. Studie ukazala, ze RFLP
analyza NTS a ITS oblasti rDNA je cenna technika pro typizaci izolatd T. rubrum (Jackson et al.
1999). Také variabilita kment T. tosurans, T. mentagrophytes a A. benhamiae byla zjistovana pomoci
PCR-RFLP analyzy NTS regionu. V ramci druhu T. tonsurans byly odhaleny tii genotypy zptsobujici
epidemii u zapasnikd v Japonsku a jedna linie, ktera se na této epidemii nepodilela (Mochizuki et al.
2007). Naopak RFLP analyza ITS oblasti neodhalila vnitrodruhovou variabilitu mezi fenotypove
odlisnymi kmeny T. tonsurans (Brilhante et al. 2006) a ukazala se také jako malo G¢inna v typizaci
komlexu T. mentagrophytes. Uspéingjsi byla RFLP analyzy NTS regionu rDNA, ktera odhalila
23 riiznych RFLP vzord mezi izolaty komplexu T. mentagrophytes? (Mochizuki et al. 2003a). Vétsi
variabilita v NTS regionu mezi izolaty byla zjisténa u druhu T. mentagrophytes s. str. nez u izolata
T. interdigitale (Mochizuki et al. 2003a). Obdobné bylo objeveno pét odlisnych RFLP pattern u druhu
A. benhamiae (Mochizuki et al. 2001). Abdel-Rahman et al. (2010) typizovali druh T. tonsurans
pomoci analyzy 27 rlznych sekvencnich variant (pfedevSim typu SNPs — jednonukletidové
polymorfismy) v 13 riznych genech kombinaci né€kolika metod, mezi nimiz byla také metoda PCR-
RFLP. Vysledkem studie vzorkti ziskanych ze 14 zemi svéta bylo odhaleni populacni struktury
T.tonsurans v Severni Americe, kde byly odhaleny vyznamné genetické rozdily mezi dvéma
geograficky oddélenymi populacemi v Mexiku a v USA. Tyto genotypy se témét nevyskytovaly jinde
ve svété na rozdil od nejbéznéjiho evropského genotypu, ktery byl bézny i v jinych Castech svéta
(Abdel-Rahman et al. 2010). Od kment ze Severni Ameriky byly odvozeny klonalni populace

v Australii a Japonsku, jejich pfenos zejména do Australie je Casové nejasny (Donald 1959 podle
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Abdel-Rahman et al. 2010). Vzhledem ke stupni genetické variability a geografické distribuci druhu
T. tonsurans je autory studie predpokladana alopaticka speciace (Abdel-Rahman et al. 2010).

4.2.3. Metody PCR fingerprintingu (kromé PCR-RFLP)

Molekularni metody, jako jsou napt. RAPD, Casto nedokazi identifikovat ani vyraznamné
vnitrodruhové populace. Nékdy dokazi rozlisit alespon variety nékterych druht (Gréser et al. 1998;
Liu et al. 1996, Mochizuki et al. 2009, Zhong et al. 1997). Metody jako AFLP, SSCP (Single Strand
Conformation Polymorphism) a RAMD, které¢ zatim byly zkoumany pouze v typiza¢ni analyze druhu
T. rubrum, nejsou dostate¢né citlivé a neodhalily Zadnou vnitrodruhovou variablititu (Gréser et al.
1999b), na rozdil od metody PCR-RFLP, zacilené na oblast NTS regionu rDNA a analyzy
mikrosateliti (Gaedigk et al. 2003, Ohst et al. 2004).

Pted vybérem vhodného primeru() pro RAPD analyzu se zpravidla provadi pocatecni pilotni
studie s velkym mnozstvim primerti na menSim poctu vzorktl, a ze setu primerd jsou potom vybrany
ty, které maji nejveétsi schopnost od sebe rozlisit jednotlivé kmeny. Kac et al. (2003) nalezl pouze
jeden takovy primer schopny od sebe rozlisit rizné izolaty T. mentagrophytes. Obdobné Baeza a
Mendes-Giannini (2004) nalezli dva primery schopné 12, respektive 11 riznych genotypi mezi
67 kmeny T. rubrum.

Kac et al. (1999) vysettili 46 klinickych izolata T. mentagrophytes komplexu ziskanych od
pacientl z riznych zemi pomoci RAPD analyzy. Mezi kmeny nalezli 23 riznych genotypti a rozdélili
je do tii klastrii bez zjevné souvislosti s geografickym ptivodem (Kac et al. 1999).

Vnitrodruhova variabilita mezi 33 klinickymi izolaty M. canis byla detekovana pomoci AP-
PCR s primery OPI-07 a OPK-20 (Spesso et al. 2013). Vysledky studie ukazuji, Ze detekce
vnitrodruhovych polymorfismi M. canis pomoci AP-PCR miZze byt pouzita v budoucich molekularné-
epidemiologickych studiich napft. pro detekci ohnisek nebo k identifikaci ptivodu kmene zptisobujiciho
infekci (Yu et al. 2004, Spesso et al. 2013).

Metoda RAPD rozlisila pét ruznych podtypu T. mentagrophytes pomoci téi primerd (Kim et
al. 2001). Pouziti prvniho primeru (ATGs) ukazalo, ze vSechny kmeny T. mentagrophytes (dnesni
T. interdigitale) vykazovaly identické vzory prouzkia s teleomorfou A. vanbreuseghemii. Druhym
pouzitym primerem (ATG) se nepodafilo rozlisit kmeny T. mentagrophytes dle morfotypt kolonii,
s vyjimkou jednoho pfouzku v pattern navic u praskové formy kolonie. Primer OPAO-15 odhalil
velkou genetickou variabilitu zvifecich izolatd T. mentagrophytes na rozdil od jednotného vzoru u
lidskych izolat (Kim et al. 2001).

TRS oblasti T. rubrum byly pouzity ve dvou epidemiologickych studiich. V prvni studii byly
zkoumany kmeny T. rubrum izolované z pfipadti onychomykoz a bylo zjisténo, Ze pacienti mohou byt
najednou infikovany i vice kmeny T. rubrum (Yazdanparast et al. 2003). OvSem mezi kmeny

T. rubrum se objevovaly pouze tii charakteristické vzory (pattern) PCR prouzki. Tato omezena
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diverzita byla tehdy vykladana absenci sexualni rekombinace a déla tuto analyzu nedostate¢né citlivou
pro néktera epidemiologicka Setfeni (Baeza et al. 2006). Ve druhé studii byla pomoci této metody
pozorovana vyznamna mira variability citlivosti na antimykotika mezi genotypové odlisSnymi izolaty
T. rubrum (de Assis Santos et al. 2007). Dalsi studie, ve které byla Gspésné pouZita RAPD analyza
NTS regionu rDNA, odhalila dva odlisné genotypy mezi japonskymi a ¢inskymi izolaty T. rubrum.
Témét vSechny Cinské izolaty (91%) patfily do jednoho klastru, zatimco izolaty z Japonska byly
rozdélené mezi tento i druhy klastr. Prevazovaly ov§em v druhém (70%) a vzhledem k tomu, ze jde o

dvé sousedni zemé¢, jde o zajimavou informaci z hlediska $ifeni infekce (Yang et al. 2009).

4.3.4 Analyza mini a mikrosatelitt

Mikrosatelity jsou hypervariabilni DNA sekvence slozené z motivl kratkych tandemovych
repetic (Tautz a Renz 1984), které se v genomech vSech doposud studovanych eukaryotickych
organismu vyskytuji s pomérné vysokou frekvenci (Li et al. 2002). Mikrosatelity maji mnohem vyssi
mutaéni rychlost (102-10° na nukleotidovy par na generaci) oproti 10 rychlosti, ktera se uvadi pro
bodové mutace v nekodujicich lokusech jako je napf. ITS oblast (Ohst et al. 2004). Tato proménlivost
vytvari vysokou vnitrodruhovou variabilitu (Henderson a Petes 1992). Mikrosatelity jsou z tohoto
diivodu u hub, ale i v jinych fiSich organizmi, pouZzivany pfedevsim v populacnich studiich (Gréser
etal. 2006). Aplikace mikrosatelitnich marker na typizaci druhti ukazuje, Ze nékteré druhy
antropofilnih a zoofilni dermatofyta jsou teprve na zacatku svého evolu¢niho vyvoje a obsahuji malé
mnozstvi polymorfismt (Gréser et al. 2006). Microsatelitni markery jsou velice vhodnym nastrojem
pro studium vztah uvniti populaci i mezi nimi, zejména v piipadech, kdy mame o studovanych
populacich jesté doplnujici informace, jako napiiklad demografické udaje (DeYoung a Honeycutt
2005; Jame a Lagoda 1996). Typizace kmend pomoci mikrosatelitnich markerti probiha stejné jako
v metodé MLST mapovanim celého useku sekvence a sledovanim genetické variablitity, avSak
VvV tomto ptipadé nejde o bodové mutace, ale o délku polymorfismti. Hypervariabilita mikrosatelitnich
lokust muze vytvafet alely, které mohou mit stejnou délku, ale mohou byt odlisného plivodu
(homoplazie). Také u mikrosateliti bylo zji§téno, Ze mohou byt polymorfni v jedné alele a
monomorfni v jinych (Avise 1994). Studie vyuzivajici mikrosatelitni markery ovSem naznacuji, ze
problém homoplazie a monomorfismu mulze byt prekonan souCasnym pouzitim mnoha
mikrosatelitnich lokust (Gréser et al. 2007).

V ramci skupiny dermatofyt byla metoda mikrosatelitnich markeri pouZzita zejména u druht
¢asto izolovanych z klinického materialu (Tab. 3) napf. u antropofilniho T. rubrum (Ohst et al. 2004) a
dvou zoofilnich druhi s castym ptfenosem na ¢lovéka M. canis (Sharma et al. 2007) a M. persicolor
(Sharma et al. 2008). Analyza mikrosatelitnich markerd T. rubrum ukazala na dvé geograficky
oddélené populace, z nichz jedna vykazuje celosvétovou distribuci s vyjimkou afrického kontinentu a

druhd se nachazi pouze na africkém kontinenté (Gréser et al. 2007). Prestoze z Afriky byl analyzovan
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mens$i pocet vzorkd, byla u téchto kment prokdzana vysSi variabilita, coz poukazuje na
pravdépodobné africky ptivod druhu T. rubrum (Gréser et al. 2007). V roce 2004 byla uskute¢néna na
zaklad¢ mikrosatelitniho lokusu T1 studie, do které byl krom& druhu T. rubrum zahrnut i blizce
piibuzny druh T. violaceum (Ohst et al. 2004). T pies velké rozdily ve fenotypu obou skupin, byla
metodou analyzy mikrosatelitd nalezena jejich blizka ptibuznost, coz naznacuje pomémné nedavnou
speciaci (Ohst et al. 2004). Nejvétsi stupen rozdilnosti v pouzitém diskrimina¢nim markeru téchto
dvou druhii a zaroven nejvétsi fenotypova variabilita T. rubrum byla nalezena na africkém kontinentg,
coz opét svéd¢i pro predpokladany pivod T. rubrum v Africe (Ohst et al. 2004). Dale je pfedpokladan
pozd&jsi prenos T. rubrum z Afriky do Asie, kde pandemicky expandoval a dal vznik novému
genotypu (Ohst et al. 2004). Tento genotyp byl pravdépodobné nékolikrat nezavisle zanesen spole¢né
S ptvodnim genotypem do Ameriky a odtud se §ifil pouze noveé vznikly genotyp do celé Evropy, kde
vykazuje T. rubrum Klonalitu (Ohst et al. 2004). Cely tento ptedpoklad stoji na myslence vyvoje
nového genotypu T. rubrum v jihovychodni Asii (Rippon 2004 podle Ohst et al. 2004) a opakovanym
podporované zjisténymi daty (Ohst et. al. 2004).

Zatimco u druhtt T. rubrum a M. canis byly sbirany kmeny zcelého svéta, u druhu
M. percicolor byly ziskany vzorky pouze z oblasti centralni Indie, nemizeme tedy o struktufe
populace M. persicolor mnohé usuzovat. Omezenim odbéru pouze na jedinou lokalitu nam ale dava
cenné informace o tamnéjsi popula¢ni struktufe. Analyza mikrosateliti ukazala, ze M. persicolor je
diky vysokému poctu nalezenych genotypt v centralni Indii ptivodnim druhem (Sharma et al. 2008).
Autofi dokladaji svij predpoklad na piikladu hub Armillaria mellea (Coetzee et al. 2001) a
Ceratocystis fimbricata var. platani (Engelbrecht et al. 2004). Armillaria mellea byla na zakladé
srovnani molekularnich dat mezi vzorky zrtznych mist na svété pravdépodobné v 17. stoleti
zavlecCena z Evropy do Jizni Afriky. Tento fakt ma dokladat zjisténi, ze zde byly na zaklad¢ analyzy
mikrosateliti rozpoznany pouze klonalni populace (Coetzee et al. 2001). Stejné tak druh Ceratocystis
fimbricata var. platani byl zavle¢en béhem 1. sv. valky do severni Evropy, kde na zakladé analyzy
mikrosatelitii vykazuje klonalni populace (Engelbrecht et al. 2004).

Zatimco M. persicolor vykazuje v Indii silné rekombinujici populaci a T. rubrum je naproti
tomu celosvétove témér klonalnim druhem, populace druhu M. canis se sklada jak z klonalnich tak
rekombinujicich subpopulaci (Sharma et al. 2007). Microsporum canis je zoofilnim druhem s Castym
pfenosem na clovéka, proto mezi zkoumanymi kmeny byly nejen lidské izolaty, ale i izolaty ze
zvitecich hostiteltl jako jsou koc¢ky, koné a psi (Sharma et al. 2007). Byly nalezeny ti#i genotypy
M. canis s riznym zastoupenim zvifecich a lidskych izolatl, které se liSily v mife vnitropopulacni

vvvvv

zahrnoval az 74% kment izolovanych z lidskych infekci (Sharma et al. 2007).
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Tabulka 3. Mikrosatelitni markery pouzité k typizaci druhu T. rubrum, M. canis a M. persicolor.

rzll)grt#éz? ( (-;?)1 forward primer (5'-3") reverse primer
Ohst et
T. rubrum CAgs 60 GTAAGGATGGCTAGTTAGGGGG TGGTCTGGCCTTGACTGACC  al. 2004
Ty 56-62 CCCATCGAGGTCATATACGC  ATTTTGGTTTCTTTTTTGAGTG  Griiser et
GACAs;; 56-63 CTCCGTCCGGTCCAGATG CGCTGCTGGTAAGAGATGAC  al. 2007
GAys 56-64 CGTCGCTTGCTTTGGTACAC TATGGACTTGTTCGGATGGG
GA 56-65 GACTCAACGGTTCCAGATTAC  CTTATTTGTCCGCTTCTCTCG
GA 56-66 GCGATGGTTGGAGGAGTTG GCCTGTCGCTGCTTACTTG
CTa 56-67 GCGGTGGCGTCTTCTATC CAGCAGACAACATAGCAGTCG
. Sharma
M.canis GTys 60 GATCGGAGCATGCCATACAG  TCTTCCCACCCTTCTCAATG ol
GTy 60 GCTCTGGGATAAGGTGTTTG  GTAGCAGTAAAGCCAAGAGGG 2007
" CAy 64 TCGGCCTCCTCATCCTTC TCGGGATGTAAGTGAAAGGG szta;rlna
persicolor CTu7 58 GGGCAATTCTATGGGCAAG CTTCTTCCAAGCTCTGCCTG 2008
GAy 60 GGCTTGAGTGGCGTCTTC AGCAAACGAACCGCTGAG

‘teplota annealingu

5. Zavér:

Tato prace shrnuje ulohu molekularnich metod v diskriminaci dermatofyt na druhové a
vnitrodruhové (populaéni) Grovni. Déle predklada klicové poznatky o druhovém konceptu dermatofyt,
klade diraz na vyhody a nevyhody jednotlivych pfistupli, kriticky hodnoti v literatufe velmi
diskutovany koncept zohlednujici hostitelskou specificitu, biologicky koncept druhu a koncepty
zalozené na molekularnich datech. V probiranych druhovych konceptech naléza velké mnozstvi
nedostatkil, pokud jsou aplikovany samostatn¢. Napftiklad z hlediska biologického konceptu povazuje
za problematické skupiny dermatofyt, u kterych se zatim nepodatilo navodit pohlavni proces a dale
skupiny blizkych druhd, které jesté nemaji zcela vytvorenou mezidruhovou reprodukéni bariéru. Tato
prace tedy zdlraznuje potiebu aplikace polyfazického konceptu, ktery v sobé spojuje vice piistupti.

V roce 1999 a 2000 byly provedeny nejméné Ctyfi klicové studie, které vyznamné snizily
pocet druht a variant dermatofyt. Tyto studie byly provedené na zédkladé molekularnich dat, zejména
sekvenace oblasti ITS rDNA, kterd je doposud nejrozsSifencj$im zptisobem identifikace druht
dermatofyt. Tyto studie vSak narazily na nedostatky, n€kolik druhti bylo chybné synonymizovano. Je
tedy jasné, ze ITS oblast sama o sobé nepiedstavuje marker schopny identifikovat vSechny druhy
dermatofyt. Nékteré markery jako naptfiklad BT2 a TEF1 jsou pii diskriminaci n¢kterych druht
citliveéjsi nez ITS region. Ostatni sekvenacni markery byly aplikovany pouze u omezeného poctu
druht, u kterych nedosahovaly potencialu ITS oblasti rDNA, ale jsou velmi uzite¢né jako nezavislé
markery pfi aplikaci GCPSR konceptu.

Nejen sekvenace, ale také fingerprintové metody, se ukazuji jako velmi uziteCné pii

diskriminaci dermatofyt na druhové urovni, avSak do budoucna se o nich uvazuje spiSe jako o
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diagnostickych metodach, které by nahradily stavajici nevyhovujici systém zalozeny na morfologicko-
fyziologickych testech. U nékterych skupin dermatofyt se vSak tyto metody ukazuji jako citlivéjsi, nez
jsou napiiklad metody sekvena¢ni. Nezanedbatelnou vyhodou téchto metod oproti sekvenovani jsou i
mensi finan¢ni naklady. Studie ukazuji, ze PCR-RFLP studie cilené napiiklad na gen DNA
topoizomerazy II vykazuji vysokou stabilitu, reprodukovatelnost a jsou schopny identifikovat témef
vSechny druhy dermatofyt (Kamiya et al. 2004; Ganlin et al. 2005).

Mezi metodami, které se pokousi odhalit vnitrodruhovou variabilitu dermatofyt, se prosadila
zejména metoda PCR-RFLP zalozena na NTS oblastech rDNA a metody analyzy mikrosatelitnich
markerd. Do budoucna se také pocita s MLST jako s metodou, ktera pfinasi nejvetsi mnozstvi dat a
zaroven dobfe interpretovatelnych. Zatim pomoci této metody byl analyzovan pouze zlomek
dermatofyt z divodu jeji vysoké finan¢ni naro¢nosti.

Odhaleni vnitrodruhové variability dermatofyt je kli¢ové zejména pro epidemiologické studie.
Takovymi jsou napf. studie zjist'ujici profesni nakazy pracovnik se zvitaty. Ackoli byl ptenos infekce
ze zvitat na lidi opakované prokazan (Drouot et al. 2009, Torres-Rodriguez et al. 1992, Van Rooij et
al. 2006), je zadouci potvrdit, zda pracovnici byli nakazeni stejnym kmenem jako jejich zvifata.
Z tohoto divodu jsou vytvarena typizacni schémata, kterd by odhalila populac¢ni strukturu druht
infikujicich cloveka, jejichz rezervoarem jsou zvifata. Jedny ztakovychto dermatofyt, jehoz
prevalence se zejména v Evropé zvySuje, jsou druhy komplexu T. mentagrophytes (Korstanje a Staats
1994). Rezervoar izolatt téchto zoofilnich druhti predstavuji v ptipadé A. benhamiae zejména morcata
a v ptipadé A. vanbreuseghemii lidi, mysi a ¢incily a kocky, zejména evropska kratkosrsta kocka
(Drouot et al. 2009). Variabilita zoofilnich kment T. mentagrophytes komplexu byla zjistovana napt.
metodu PCR-RFLP zacilenou na NTS region rDNA (Mochizuki et al. 2001) nebo metodou sekvenace
ITS regionu rDNA (Cafarchia et al. 2012; Symoens et al. 2013), ktera podpofila mySlenku, Ze nakazy
pracovniki farem a jejich zvirat jsou zpravidla vyvolany stejnym kmenem. Zatim vsak o struktufe jak
mistni, tak celosvétové populace téchto zoofilnich druhli nemame blizsi informace.

Zavérem lze konstatovat, Ze vyzkum v oblasti molekularnich metod cilenych na dermatofyta
se v poslednich 10 letech zaméfuje predevsim na diagnostické metody pouzitelné v klinické praxi.
Proto zustava cela fada nevyfeSenych otazek zejména z oblasti taxonomie a epidemiologie dermatofyt,

kde jsou typizacni schémata vytvofena jen pro zlomek klinicky vyznamnych druht.
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