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ABSTRAKT

Pfed nékolika lety byl druh Arthroderma benhamiae mezi klinickymi mykology témér
neznamy, presto dnes pusobi v Ceské republice kolem 40 % dermatofytickych infekci
pfenesenych ze zvifat na Clovéka. Rezervoarem druhu jsou predevsim morcata a dalsi
hlodavci. Podobna situace je i v dalSich statech stfedni a zapadni Evropy. PFi¢ina vyrazného
narUstu v incidenci infekci zatim nebyla zjisténa, stejné jako nebyly navrzeny dostatecné
variabilni molekularni markery, které by tuto pri¢inu pomohly odhalit.

Pro potreby studie byly vybrany izolaty (n=268) z pfipadl lidskych i zvitecich
dermatofytéz z CR, Némecka, Belgie, Svycarska, lItalie, Japonska a USA. K odhaleni
vnitrodruhové variability bylo navrZeno deset variabilnich mikrosatelitnich markerd a byla
provedena sekvenéni analyza dvou genetickych lokus (oblast ITS rDNA a gen gpdh).
Studovan byl také fenotyp kmend na Urovni mikro- a makromorfologie, a ristové parametry
kmen( pfi nékolika teplotach a na nékolika kultivacnich médiich. Uréeny byly i parovaci typy
jednotlivych izolatl a provedeny kfiZici pokusy mezi geneticky pfibuznymi i vzdalenymi
kmeny.

Sekvencni analyza odhalila celkem 6 rGznych genotypt (SG1-SG6) mezi kmeny druhu
A. benhamiae, vétSina (99%) kmenU patfila do 3 hlavnich subpopulaci: americko-evropské
(SG1), evropské (SG2) a evropsko-japonské (SG3). Mikrosatelitova analyza odhalila celkem 32
odliSnych genotypl distribuovanych do 4 velkych subpopulaci, které se shodovaly se
sekvenacni analyzou. Rozdilem bylo odliSeni kmenU evropského a amerického plvodu v
subpopulaci SG1. Rozdéleni do 4 hlavnich skupin bylo podpofeno i fenotypem kultur. Ve
vsech 4 subpopulacich byl vyrazné vychylen pomér parovacich typa, vétsinou (kromé SG2) ve
prospéch MAT1-1 parovaciho typu. VSechny subpopulace (kromé SG2) byly vyhodnoceny
jako klonalni. Vysvétlenim rekombinace vramci subpopulace SG2 muze byt existence
prirozeného rezervoaru infekci mezi volné Zijicimi zviraty.

Jako plivodce epidemie v Evropé byly oznaceny kmeny evropského plvodu subpopulace
SG1, které mély na svédomi 78% vsech evropskych infekci a ve své morfologii byly tyto
izolaty velmi uniformi (Zluté zabarvené kolonie, bez makrokonidii, pomaly rlst). Byl u nich
zjistén silné klonalni zplsob mnoZeni a pouze parovaci typ MAT1-1. Pravdépodobny pavod
téchto izolatd, jejichz pfitomnost v klinickém materidlu v Evropé byla zjiSténa az v roce 2003,
je predpokladan v Severni Americe, kde se nachazi centrum genetické variability druhu a
taméjsi populace je geneticky blizka evropské. Tato hypotéza ale musi byt dale testovana.
Mikrosatelitni markery navrZzené v této praci predstavuji vhodny nastroj pro dals$i monitoring
probihajici epidemie, zejména umoznuji detekovat Sifeni virulentnich genotypd do dalsich
geografickych oblasti a zmény v zastoupeni genotypl na konkrétnich lokalitach.

Klicova slova: dermatofyty, mikrosatelity, epidemiologie, typizacni schéma, morce,
Arthroderma benhamiae



ABSTRACT

Arthroderma benhamiae has been almost unknown among clinical mycologists but it is a
cause of around 40 % of dermatophytic infections according to current studies in the Czech
Republic. The species is primarily transmitted to humans from guinea pigs and other
rodents. The epidemiological situation is similar in other countries in Central and Western
Europe. The reason of significant increase in the incidence of infections has not been
identified yet, and no sufficiently informative molecular markers have been developed for
typification of the species that could help to resolve the cause of this problem.

For the purposes of this study, isolates (n=268) from cases of human and animal
dermatophytoses from the Czech Republic, Germany, Belgium, Switzerland, Italy, Japan and
USA were selected. Ten variable microsatellite markers were developed and sequence
analysis of two genetic loci (ITS rDNA and gpdh gene) were performed to reveal intraspecific
variation. Phenotype was also studied at the level of micro- and macromorphology of the
strains and growth parameters at several temperatures and on several cultivation media.
Mating type idiomorph of each isolate was determined and mating experiments were
performed by crossing pairs of genetically related as well as genetically distant strains.

Sequence analysis revealed six different genotypes (SG1-SG6) among strains of A.
benhamiae, the majority (99%) of strains belonged to three major subpopulations:
Euroamerican (SG1), European (SG2) and the European-lapanese (SG3). Microsatellite
analysis revealed 32 different genotypes distributed into four major subpopulations, which
were concordant with sequence analysis. However, microsatellites markers were able to
distinguish between strains of European and American origin in the Euroamerican
subpopulation (SG1). Phenotypic studies also supported distribution of strains into the same
four main groups. Disequilibrium was found between ratio of mating types in all four
subpopulations (except for SG2), MAT1-1 mating type predominate. All subpopulations
(except SG2) were assumed to be clonal. Explanation of recombination within the
subpopulation SG2 may be the presence of natural reservoir of infection among wild
animals. European isolates of subpopulation SG1 have been identified as a cause of the
epidemic in Europe. This isolates were responsible for 78% of all infections in Europe and
their morphology was very uniform (yellow-coloured colonies, no production of
macroconidia, slow growth parameters). Strongly clonal reproduction was detected between
these isolates, all of them were of mating type MAT1-1. The first detection of this genotype
in Europe is dated around 2003 and its origin can be in North America where is located the
center of genetic variability of A. benhamiae this and this population is genetically closely
related. This hypothesis, however, should be more thoroughly tested. Microsatelite markers
designed in this study represent suitable tool for future precise monitoring of the epidemic's
progression, spread of virulent genotypes detection to other geographical areas and changes
in the genotype spectrum in specific geographic locations.

Key words: dermatophytes, microsatellites, epidemiology, typization scheme, guinea pig,
Arthroderma benhamiae
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PREDMLUVA

Diplomova priace se soustfedi na epidemiologii medicinsky vyznamného zoofilniho druhu
Arthroderma benhamiae. Tento druh, jehoz hlavnim rezervoarem jsou udavana morcata, byl
v minulosti mezi klinickymi mykology v Evropé (a také Japonsku) témér neznamy a infekce clovéka
byly vzacné. Dnes patii A. benhamiae ve stiedni a zapadni Evropé (v mensi mife také v Japonsku)
mezi nej¢astéjsi pdvodce dermatofytdz. Pro tento druh zatim chybél dostatecné polymorfni marker,
ktery by dokdazal poodhalit jeho vnitrodruhovou variabilitu. Diplomova prace proto méla nasledujici
cile:

1. Navrhnout dostateéné polymorfni genetické markery pro vnitrodruhovou typizaci druhu, které by
mohly slouzit k monitoringu pravé probihajici viny infekci zplsobenych druhem A. benhamiae
v Evropé.

2. Porovnat diskriminacni schopnost téchto marker(l s doposud pouzitymi (napt. sekvenovani ITS
regionu rDNA).

3. Zjistit, zda jsou pfitomné rozdily v zastoupeni genotyp( u lidskych a zvifecich izolatd, a jestli se
zastoupeni genotypu lisi také v zavislosti na jejich geografickém ptvodu.

4. Urcit, jestli jsou nékteré zviteci genotypy ve zvysené mire pfenasené na clovéka (zvysena virulence)
a zda mély tyto genotypy na svédomi také infekce Clovéka a zvifat v minulosti (pfed pocatkem
epidemie). MlzZe tedy pfri¢ina soucasné epidemie spocivat ve zméné zastoupeni genotyp( oproti
minulosti?

Kromé izolatl pochdzejicich z Evropy byly do studie zarfazeny také izolaty z USA a Japonska, které by
mohly pomoci objasnit nasledujici otazky:

5. Vyskytuji se v téchto oblastech stejné genotypy zachycené v evropské populaci? Pokud ano, mlze
soucasna epidemie ve stfedni Evropé souviset se zavlecenim virulentniho genotypu ze zahranici?

Diplomové prace byla doplnéna o studium fenotypové variability a zabyvala se také urcenim
parovaciho typu (MAT1-1, MAT1-2) vSech izolatli. Znalost parovacich typl byla vyuzita pro kfizici
pokusy, které mély za cil objasnit, jestli jsou nové nalezené genotypy schopné pohlavniho procesu
(kFizeni v rdmci jednoho genotypu i mezi zjisténymi genotypy navzajem).



1. UOVOD

1.1 Arthroderma benhamiae — vyznam a taxonomie

Druh A. benhamiae patfi do skupiny mikroskopickych, keratinolytickych hub nazyvanych
dermatofyty. Tato skupina v Uzkém pojeti zahrnuje tfi rody, a sice Trichophyton, Microsporum a
Epidermophyton. Zastupci skupiny jsou zndmy jako pUlvodci dermatofytdz - infekci kiiZze a koZnich
adnex lidi a zvifat. Dermatofytdzy patfi k nejbéznéjSim onemocnénim c¢lovéka, jejich prevalence
v urcitych skupinach muiZe dosahovat aZ desitky procent (Havlickova et al 2008). Na lé¢bu téchto
onemocnéni u lidskych pacientl jsou po celém svété ro¢né vynaloZzeny znacné prostredky, stejnou
ne-li vétsi finanéni zatéz vsak predstavuje |écba a nasledky téchto onemocnéni u hospodarskych a
domdcich zvifat (Kane et al 1997).

Nejvyznamnéjsim rodem dermatofytl je z pohledu celosvétové prevalence infekci rod
Trichophyton. Anamorfa druhu A. benhamiae patfi morfologicky i fylogeneticky do rodu
Trichophyton, ale kombinace , Trichophyton benhamiae* nebyla nikdy vytvorena a tento druh se tedy
v literatufe objevuje pod jménem pohlavniho stadia — Arthroderma. Pticinou této nekonzistentni
taxonomie je fakt, Zze se védecka komunita studujici dermatofyty v minulosti domnivala, ze druh T.
mentagrophytes ma na zakladé kfiZicich pokusd hned t¥i pohlavni stadia, a sice A. benhamiae (Ajello
& Cheng 1967), A. simii (Stockdale et al 1965) a A. vanbreuseghemii (Takashio 1973). Taxonomie
zalozena na molekularnich datech ale potvrdila, Ze se jedna o tfi odlisSné a fylogeneticky dobte
oddélené druhy (Graser et al 1999b).

1.2 Morfologie druhu A. benhamiae

Druh T. mentagrophytes byl pro svoji proménlivou makromorfologii (ktera se ukdzala byt z ¢asti
dlisledkem toho, Ze se jednalo o druhovy komplex) dfive rozdélovan do nékolika morfologickych
variet. Tyto variety vSak nebyly pevné definovany a mnohymi autory dodrZzovany, proto neni mozné
ve starsich studiich podle morfologie odlisit izolaty druhu A. benhamiae od ostatnich druh(i plvodné
také nazyvanych T. mentagrophytes. Druh A. benhamiae byl popsan jako pohlavni stadium ziskané
kfizenim dvou izoldtd druhu T. mentagrophytes var. granulosum plvodem z USA (konkrétné z
Missouri a lllinois), ziskanych z pripadu dermatofytézy psa a Clovéka (Ajello & Cheng 1967).
Morfologie téchto izolat(l se vyznacovala krémové zbarvenymi koloniemi s granularni strukturou a
naznakem cerveného pigmentu na reverzu kolonii, Cetnymi mikrokonidiemi a pritomnosti
makrokonidii. Pohlavni stadium bylo popisovdno jako bild az nazZloutld askomata globdzniho tvaru o
velikosti 400-500 um, peridiadlni hyfy tenkosténné, dichotomicky vétvené, prehradkované, zakoncené
bud' protahlymi na koncich se zuzujicimi hyfami, 60-200 um dlouhymi, nebo privésky ve formé
spirdlnich hyf. Bunky perididlnich hyf byly popisovany jako hyalinni, ¢inkovité, asymetrické, hrubé
bradavcité o velikosti 2,8-5,7 x 5,7-13,9 um. Ovalna viecka byla velikosti 3,6-6,0 x 4,2-7,2 um
vétsinou obsahovala osm askospor 1,2-1,8 x 1,2-2,8 um velkych (Ajello & Cheng 1967).

V recentnich studiich byly mezi izolaty druhu A. benhamiae rozlisSeny podle makromorfologie
kolonii dvé vyrazné odlisné skupiny. Podle barvy a textury kultur na SAB (Sabouraud(v agar) byl
rozliSovan Zluty a bily fenotyp (Symoens et al 2013). Bily fenotyp byl popisovan jako rychleji rostouci
a vyrazné vice sportujici na SAB nezZ zZluty fenotyp (Symoens 2013). Kromé téchto dvou zakladnich
fenotyp(l jsou popisovany jesté dalsi, jejichz barva reverzu se pohybuje od Zlutych odstinl pres
cervené aZz po hnédé a textura kolonii obvykle granularni nebo vatovita (Kawasaki et al 2002).


https://cs.wikipedia.org/wiki/%CE%9C

1.3 Spektrum hostitelskych druht

Dermatofyty jsou nalézany na rdznych substratech, jako napt. v ptidé, na klZi, srsti a pefi hostitel(,
v jejich pelesSich a v pripadé clovéka v prachu domacnosti, na rekreacnich mistech apod. (Fari &
Graser 2000, Sharma et al 2008, Singh et al 2009, Vidyasagar et al 2005). Dermatofyty, které
primarné nalézame v pldé, z niz se muzZe ¢lovék a dalsi obratlovci nakazit, oznacujeme jako geofilni.
Primarné patogenni druhy izolované jako plvodce dermatofytdz u zvitat oznacujeme jako zoofilni
dermatofyty (Georg 1960). Jako zvlastni skupina zoofilnich dermatofytd se vyclenuji specializovani
patogeni Clovéka - antropofilni dermatofyty (Georg 1960). Dermatofyty mohou byt vazané ke
konkrétnimu hostiteli, nebo mit rdzné Siroké hostitelské spektrum (viz Obr. 1). Pfitom ale neni
vzacné, Ze se relativné silné hostitelsky specializované druhy ptfenesou i na jiné druhy hostitel(. Jde
ale vétsinou o jednotlivé pfipady s omezenymi moznostmi $ifit se déale. Z in vitro pokus( vime, Ze
nékteré druhy davaji prednost keratinu o urcitych vlastnostech (hostitelské preference) (Vidyasagar
et al 2005). Evolu¢nim trendem je prechod od dermatofytl geofilnich pres zoofilni az k antropofilnim
(Summerbell 2002). K antropofilnim druhim fadime mimo jiné i nejcastéjsiho plvodce lidskych
dermatofytdz v Evropé, druh T. rubrum, nebo napt. antropofilni kmeny T. interdigitale, zbytek kmena
druht T. interdigitale, je vsak zoofilni. Naopak A. benhamiae patfi spolu se zoofilnimi kmeny T.
interdigitale (dfive mylné oznacované jako T. mentagrophytes) k nejdilezitéjsim zoofilnim
dermatofytdm v CR (Obr. 4) (Hubka et al 2014b).

Ve stfedoevropskych podminkach jsou infekce zplsobené druhem A. benhamiae na ¢lovéka
pfendseny predevSim z ptirozeného hostitele a rezervodru druhu, morcéete (Cavia porcellus)
(Cafarchia et al 2012, Drouot et al 2009, Fumeaux et al 2004, Chermette et al 2008). Morcata jsou ale
Castym hostitelem i druhu T. interdigitale, vzacné i druhu M. canis (Alteras 1966, Efuntoye & Fashanu
2002, Goss et al 1963, Hiruma et al 2014). Dale jsou u druhu A. benhamiae popisovany pfipady
infekce psa, kralika, ¢indil a dalSich hlodavcl (Kawasaki et al 2000). V Severni Americe jsou infekce
druhem A. benhamiae popisovany predevsim ze psu (Sieklucki et al 2014).

1.4 Klinicky obraz

Druh A. benhamiae zplisobuje u nékterych morcat Iéze charakteristické vypadavanim chlupl na
¢enichu a kolem oci, v zavaznych pfipadech jsou postizeny i drapy a hibet (Kraemer et al 2012).
Infekce je ale casto asymptomaticka (Balsari et al 1981) a projevi se az nasledkem stresu (napt. po
zméné prostredi) (Kraemer et al 2012a, Kraemer et al 2012b, Vangeel et al 2000). Drive se
predpokladalo, Ze se dermatofytéza u morcat objevi jako nasledek jinych soubéiné prodélanych
onemocnéni, to se vSak nepotvrdilo (Kraemer et al 2012a). Zfejmé ale hraje roli stafi zvirete, pficemz
Castéji jsou postizena mladsi zvirata (Drouot et al 2009, Vella Zahra et al 2003).

U lidi druh A. benhamiae vyvolava na kizi silné zanétlivé |éze v misté kontaktu s nakazenym
zvitetem, pravdépodobné jde v fadé pripadll o traumatické zaneseni houby do kiZe nasledkem
drobného poranéni (Shiraki et al 2006b, Tietz & Hammerling 2007). Infekce se nemusi rozvinout a
mUZe probihat témér bezpfiznakové a projevovat se pouze svédénim v misté infekce (Hemsworth &
Pizer 2006). Nakaza se u lidi nej¢astéji manifestuje v oblasti obliceje, krku, dekoltu a koncetin (Hubka
et al 2014b, Skorepova et al 2014), mlze byt doprovazena i celkovymi pfiznaky, jako jsou horecka a
zanéty lymfatickych uzlin, hnisavé zanéty kize (bakterialni superinfekce). Infekce jsou béziné zejména
u mladsich osob, vétSinou divek, typicky pod 20 let (Nenoff et al 2013, Skofepova et al 2014). Klinicky
obraz je nerozeznatelny od napadeni ostatnimi zoofilnimi druhy dermatofyt( (Skofepova et al 2014).
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Obrazek 1: Fylogeneticky strom vytvofeny na zakladé sekvenci ITS rDNA vybranych druht
dermatofyti. Vyznacena byla ekologie jednotlivych druhl (barva vétvi); pfitomnosti parovacich typ(
v populaci druhli (MAT1-1 nebo MAT1-2) (Graser et al 2006, Hiruma et al 2014, Sharma et al 2007,
Sharma et al 2008). Nejvyznamnéjsi hostitelé zoofilnich druh( jsou znazornény siluetou zvifete
(Dolenc-Volj¢ 2015, Fehr 2015, Graser et al 1999b, Chermette et al 2008, Nenoff et al 2007).
Topologie stromu prevzata z (Hubka et al 2014a).

1.5 Mechanizmy pfenosu dermatofytoz

Nékteré druhy dermatofytl (napt. T. rubrum nebo M. canis) jsou kosmopolitni organismy (Benger et
al 2004, Cano et al 2005). Rozsifeni obligdtné patogennich dermatofytl, které nemaji rezervoar
v pudé, reflektuje vyskyt svych hlavnich hostitel( (T. rubrum — ¢lovék, M. canis — kocky, psi). Nékteré
druhy dermatofytl jsou ale témér endemické, napf. druh T. simii (typicky pro Indii) (Beguin et al
2013, Stockdale et al 1965) nebo T. soudanense (typicky pro severni a vychodni Afriku) (Ali-Shtayeh
et al 2015, Nweze 2010, Scott & Scott 1973) a pouze vzacné izolované mimo oblasti hlavniho vyskytu
(Beguin et al 2013, Hubka et al 2014b). Dlvodd, proc¢ je pro jednotlivé regiony nachazena odlisna
prevalence dermatofytéz, mize byt mnoho napf. mistni klima, hustota zalidnéni, hygienické
standardy, pristup ke zdravotni péci, kulturni specifika (napt. zvyky), aj. (Buxton et al 1996).

Pfenos antropofilnich a zoofilnich dermatofytli probiha primym kontaktem s nakazenym
jedincem, nebo s kontaminovanymi predméty (Zinénky, hiebeny, aj.) a pldou (Donnelly et al 2000,
Hashimoto 1991, Moretti et al 2013, van Avermaete 2014). Modely pfenosu dermatofytl na
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hostitele v zavislosti na jejich ekologii jsou znazornény na Obrdzku 2. Mezi rizikové faktory, které
zvySuji moznost prenosu, patfi napriklad vék, stres, téhotenstvi, imunodeficience, pfitomnost
ektoparazitl a dalSich onemocnéni, hygienické podminky, vysoka populacni hustota (pfirozenych
hostitelll i téch nahodnych) (Donnelly et al 2000, Kraemer et al 2012b, Pritchard et al 2000).
Dokumentovano je mnoho pfipadd epidemii v rdmci malého uzemi (Skoly, sportovisté, statku), kde
dlivodem epidemie byl vysoce zamoreny prostor (ohnisko) odkud se infekce Sifila (Ergin et al 2006,
Kamihama et al 1997, Kane et al 1988, Overy et al 2015, Shah et al 1988, Shroba et al 2009, Snider et
al 1993, Yu et al 2004).

O CIEERS

Obrazek 2: Modely ziskani (a Sifeni) infekci zpisobenych dermatofyty s rozdilnou ekologii: geofilni
dermatofyty (A); zoofilni dermatofyty s castym (B) a méné castym (C) prenosem na clovéka;
antropofilni dermatofyty (D). Pfekresleno podle (Dvorak & Otéenasek 1969).

Clovék

Promorenost nékterych chovli morcat a kralikd je vysoka. Symptomaticka, ¢i asymptomaticka
infekce druhy T. mentagrophytes komplexu byla vradmci nékterych chov(l zjiSténa u 30 az 75 %
morcat (Alteras 1966, Alteras & Cojocaru 1969, Kraemer et al 2012a, Kraemer et al 2012b, Torres-
Rodriguez et al 1992), naopak v nékterych chovech nebyly druhy komlexu T. mentagrophytes ve vétsi
mife zaznamenany (d'Ovidio et al 2014, Vangeel et al 2000). O velké promofenosti nékterych chovi
svéddi i drobné epidemie dermatofytdz u chovatelll a zaméstnancl zverimex( zpUsobenych druhem
A. benhamiae (Cafarchia et al 2012, Shiraki et al 2006a, Simaljakovd 2010, van Avermaete 2014).
Pfenosy druhu A. benhamiae z hlodavcli na ¢lovéka jsou dobie dokumentované a casté (Nakamura et
al 2002, Skorepova et al 2014), az ve 40 % pfipadl byla jednoznacné prokazana nakaza od morcete
(Kraemer et al 2012b).

V minulosti pocet dermatofytickych infekci prenesenych ze zvifat na lidi s rozvojem
zemédélstvi prudce narstal (Aly 1994, Rippon 1985), dnes je viak tendence k Ustupu téchto zoondz
v souvislosti se zménami postupld (méné pracovnikll v zemédélstvi, lepsi ochranné pomdcky,
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bezkontaktni postupy), zlepSené péce o nakaZzenad zvirata, véetné novych moznosti |éCby a prevence v
podobé vakcinace (Borman et al 2007). Zcela opacna je ale situace u druhu A. benhamiae, v minulosti
vzacné izolovaného z klinického materialu, u néhoz v poslednich letech dochazi k prudkému nardstu
zachycenych pfipad( u zvifat a ¢lovéka. V souvislosti s timto druhem se da v nékterych evropskych
zemich hovofit o epidemii (ve smyslu definice ,vyskyt onemocnéni vyrazné vyssi neZz obvykle
ocekavany vyskyt tohoto onemocnéni v zavislosti na misté a ¢ase”). Zpravy o epidemickém vyskytu
zoondzy zplsobené A. benhamiae prichazi zejména z Némecka (Kraemer et al 2012a, Kraemer et al
2012b, Nenoff et al 2011, Nenoff et al 2013, Nenoff et al 2014, Uhrlass et al 2013). Casovou
ohranicenost epidemického vyskytu zoondzy dobre dokumentuje popis viibec prvniho pripadl této
infekce ve Svycarsku v roce 2004 (Fumeaux et al 2004). Vyznamny je tento druh také v Nizozemi (van
Avermaete 2014). Prvni pfipady této infekce u ¢lovéka v Japonsku byly popsany v roce 1997 (Kano et
al 1997). V Ceské republice byla sice popisovana izolace A. benhamiae z klinického materialu
(Hejtmanek & Hejtmankova 1988, Hejtmanek & Hejtmankova 1989), nelze vsak spolehlivé zjistit jestli
se opravdu jednalo o dany druh. Pfislusnost izolatu k druhu A. benhamiae byla tehdy zjistovana
kfizenim s referen¢nim kmenem, které vedlo k produkci pseudoaskomat bez pritomnosti askospor.
Podle zjisténi v soucasnosti probihajici dvouleté studie zabyvajici se molekularni epidemiologii
dermatofytéz v CR (Hubka et al 2012). tvofi tento druh v CR zhruba 40% lidskych dermatofytdz
prenesenych na clovéka ze zvitat. Tyto izolaty vsak predstavuji jen zlomek celkovych pfipadl (znacna
Cast pacientl je lécena bez mykologického vySetfeni, nebo se nepodafi plvodce kultivovat z
odebraného materidlu). U vétsiny téchto pfipadll existuje jasna etiologicka souvislost s chovem
morcete, Cincily, nebo krélika. Teorie davajici do souvislosti narlst téchto infekci se zvysenym
zdjmem o chov drobnych domacich zvifat, kterd se tak dostavaji do uzkého kontaktu se svymi
chovateli, nenachazi v CR podporu. Obliba chovu moréat jako nejvyznamnéjiiho rezervoaru byla totiz
podobna i pred rokem 1989, ptipady prenosu nakazy na ¢lovéka ale nebyly zndmy. Jednim z moznych
vysvétleni miZe byt objeveni se nového genotypu (pfipadné rozsifeni specifického, dfive vzacného
genotypu), ktery se s mnohem vyssi Uspésnosti prenasi na ¢lovéka. Pocatek epidemie mize byt také
dokumentovan narlistem zdjmu o studium tohoto v minulosti témér nezndmého druhu (Obr. 3). Pred
rokem 1997 bylo publikovano jen nékolik studii zabyvajicimi se timto druhem. Dalsi nardst zajmu o
studium druhu A. benhamiae mlizeme zaznamenat po roce 2011, kdy byl publikovan jeho genom
(Obr. 3, pro srovnani zdjem o studium vSech dermatofyt().
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Obrazek 3: Pocet praci publikovanych béhem let 1996-2015 v indexovanych databazich podle Web
of science, které byly publikovany na téma , Arthroderma benhamiae” (A); dermatofyty pfi zadani
teminu ,dermatophytes” (B).

240

2008
2009 E——

2010
2011

1996 jo————]
1997 I

1998
2000 EESRESEESREEEY
200 e
2005

1998 ——

1999 .

2000

2002 [

2003

2001 pm——
2004
2005

2006 M———
2007 p——

1996
1997
2012
2013 |
2014 |
2015 |
2010
2011
2012
2013
2014
2015

12



1.6 Pohlavni systém a klonalita

Druh A. benhamiae je heterothalicky, stejné jako dalsi klinicky vyznamné dermatotyfy, To znamen3,
Ze ktomu aby doslo k pohlavnimu procesu (tvorbé askomat a viecek), je nutna pritomnost dvou
opacné ladénych jedincl s rozdilnymi parovacimi typy, oznaéovanymi také znaménky ,—“ (popfipadé
malé a) a ,+“ (poptipadé velké A). Pfislusnost kmen0l k jednomu ze dvou parovacich typd je u A.
benhamiae uréena pritomnosti jednoho ze dvou gen( (idiomorf) tzv. MAT lokusu (mating type locus)
oznacované jako MATI-1 (u A. benhamiae odpovidd znaménku ,-“) a MAT1-2 (u A. benhamiae
odpovida znaménku ,+“) (Kano et al 2011). Gen MATI1-1 kéduje protein spoluutvarejici tvz. alfa
doménu a gen MATI1-2 kéduje tvz. HMG doménu (high mobility group box domain). Obé domény
pravdépodobné plsobi jako aktivatory transkripce a spolupodileji se tak na regulaci pohlavniho
procesu a nejspise maji vyznam také v regulaci jinych bunéénych mechanizm( (Becker et al 2015,
Benkhali et al 2013, Coppin et al 1997). MAT1-1 kmeny maiji vyssi expresi genl spojenych s tvorbou
primordia askomat, naopak MAT1-2 kmeny genll spojenych s vegetativhim rlstem (Samils et al
2013a). Nékteré z téchto gend mohou mit také vyznam jako faktory virulence. Rozdil ve virulenci
mezi parovacimi typy byl zjistén u druhu Cryptococcus neoformans a Aspergillus fumigatus (Chang et
al 2000, Cheema & Christians 2011, Kwon-Chung et al 1992, Yue et al 1999). Zménu fenotypu u druhu
C. neoformans (tvorba melaninu a bunécného pouzdra) vyvolava gen Stel2a pfitomny pouze u
parovaciho typu MAT1-1 (Chang et al 2000). Tento gen je sekvencné podobny genu Stel2 u
Saccharomyces cerevisiae (Wickes et al 1997) a je dobfe konzervovany i u jinych rodl hub napf.
Aspergillus nidulans, Candida albicans, Kluyveromyces lactis (Chang et al 2000). Dusledkem
uspésnéjsiho sifeni virulentnéjSich jedincl jednoho parovaciho typu v populaci hostitele mize byt
vychyleni celé populace prospéch tohoto typu.

Dalsi mozZnosti, jak vychylit populaci ve prospéch jednoho parovaciho typu je nestejné
prezivani askoskospor (popf. snizena Zivotnost kultur z nich odvozenych) s konkrétnim pdarovacim
typem. U bazidiomycet byly objeveny tvz. smrtici alely (haplo-lethal alleles), které zabiji nové
vytvorenou sporu po nékolika délenich. Bylo zjisténo, Ze tyto alely jsou vazané na jeden z MAT gend,
¢imz vychyluji populaci ve prospéch jednoho parovaiho typu (Antonovics et al 1998, Yockteng et al
2007).

Nahrazeni jedno parovaciho typu jinym mudze byt ddsledkem i jinych mechanismd, zfejmé
prevazujicich u dermatofyt (Graser et al 2006). MzZe jit pouze o disledek klonality, vzniklé napf. na
principu efektu zakladatele. Pokud je druh Uspésné prenesen na jiného hostitele, ¢i do jiného
geografického regionu, mize se dostat do podminek, kde mu neni umoznéno pohlavni mnoZeni, a
kde se urcity kmen (nebo velmi omezena populace kmend) uchyti a rozsifi se pouze pomoci
nepohlavnich spor (maji vzdy stejny parovaci typ jako matefsky jedinec). Takova populace ma potom
klonalni povahu (Brasier 1988).

U vSech primarné patogennich dermatofytl je populace vychylena ve prospéch jednoho
z parovacich typl, dokonce u nékterych druh(i nebyl druhy parovaci typ vibec zaznamenan (Obr.
1)(Graser et al 2006). V ramci druhu A. benhamiae byly zjistény oba parovaci typy, ale pro jednotlivé
subpopulace (rozlisitelné sekvenci ITS rDNA) byl vidy jeden z parovacich typl prevaZujici, nebo
dokonce jediny pfitomny (Symoens et al 2013). Vyrazné vychyleny byl pomér parovacich typl (ve
prospéch parovaciho typu MAT1-1) subpopulace euroamerické (bily fenotyp, viz morfologie) a
japonské (Hiruma et al 2015, Summerbell et al 2002, Symoens et al 2013).

Biologicky koncept druhu, ktery je u casti eukaryotickych organisml jednim ze stézejnich
druhovych konceptd, neni u dermatofytd a jinych mikroskopickych hub pfilis uplatnitelny. Dlvodem
jsou situace, kdy v rdmci druhu kmeny reprezentujici jeden z parovacich typ( Uplné chybi, nebo je
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problematické navozeni pohlavniho stadia u nékterych druhd (nezndme optimalni podminky jeho
navozeni), nebo fada dobfe dokumentovanych pfipadi mezidruhového kfiZzeni in vitro. Pro ucely
navozeni pohlavniho staddia byla vytvorena fada kultivaénich médii, které se pokousi simulovat
prirozené podminky kfiZeni. Pfedpoklada se, Ze ke kfizeni dermatofytd dochazi v norach a pelesich
zvitat nebo v plidé, vidy za pfitomnosti keratinu. Proto se obvykle do médii pfidava zdroj keratinu ve
formé koriskych ohanék a détskych vlast (Dawson et al 1964, Gentles et al 1964). Nejjednodussi
média tvofi jen plGda. Pfitomnost jinych mikroorganismG v pidé muizZe byt pro indukci teleomorfy
stimula¢nim faktorem (Benedek 1964), stejné jako pritomnost soli (Takashio 1972) a dalSich latek
(Davidsson & Unestam 1974). Nejlépe se ale osvédcila pFirodni média, napf. ovesny nebo agar
s pfidavkem rliznych semen (De Vroey 1964, Weitzman & Silva-Hutner 1967).

V minulosti byly kfiZici pokusy na druhu A. benhamiae hojné provadény (Hejtmanek &
Hejtmankova 1988, Kawasaki et al 2010, Padhye & Carmichael 1969, Symoens et al 2013). KfiZeni
s referencnim kmenem bylo pfed molekularni érou jedinou moznosti, jak od sebe odlisit vSechny
teleomorfy druhu T. mentagrophytes (A. simii, A. benhamiae, A. vanbreuseghemii). Referen¢nimi
kmeny byly pro druh A. benhamiae severoamerické kmeny (RV 26678 pro MATI1-1 a RV 26678 pro
MAT1-2 idiomorfu). V nékterych ptipadech bylo ale pohlavni stddium navozeno i pfi kfizeni s jinym
druhem, a tak dochazelo k chybnému zaménovani izolatl za A. benhamiae, prestoze se jednalo o jiny
druh (zjisténo recentné sekvenovanim) (Padhye & Carmichael 1969). Mezidruhovi kfiZzenci
taxonomicky dobre provérenych kmend byly v nékolika studiich popsani mezi A. benhamiae a druhy
A. vanbreuseghemii, A. simii a T. erinacei (Kawasaki et al 2008a, Kawasaki et al 2010).

1.7 Vnitrodruhova variabilita

K odhaleni vnitrodruhové variability dermatofyt(i byla dosud pouZita vice ¢i méné Uspésné celé rada
metod od sekvenovani urcitych oblasti DNA (Heidemann et al 2010, Kano et al 2008, Probst et al
2002), pres PCR fingerprintingové metody (Baeza et al 2006, de Assis Santos et al 2007, Jackson et al
2006, Kac et al 1999, Spesso et al 2013, Yu et al 2004), PCR-RFLP (Abdel-Rahman et al 2010, Brilhante
et al 2006, Mochizuki et al 2007), aZ po analyzu mikrosateliti (Graser et al 2007, Ohst et al 2004,
Sharma et al 2007, Sharma et al 2008). Studie provedené témito metodami se zabyvaly korelaci mezi
genotypem konkrétniho kmenu s jeho fenotypem (Brilhante et al 2006), citlivosti na antimykotika (de
Assis Santos et al 2007) nebo klinickou manifestaci onemocnéni (Baeza et al 2006, Kaszubiak et al
2004, Yazdanparast et al 2003). Dalsi podobné studie se zabyvaly epidemiologii infekci, napf.
zkoumanim kmen( pochazejicich z ohnisek lokalnich epidemii (Abdel-Rahman et al 2010, Kaszubiak
et al 2004, Shroba et al 2009, Sugita et al 2006, Yu et al 2004). Pouze nékteré studie pouzivaly
dostatec¢né variabilni markery (mikrosatelity, PCR-RFLP) a analyzovaly dostate¢né velké mnoZstvi
vzorkd, aby odhalily populaéni strukturu a geografickou distribuci jednotlivych genotyp( zkoumanych
druht (Abdel-Rahman et al 2010, Graser et al 2007, Ohst et al 2004). Ackoli se jedna o vyznamnou
skupinu mikroskopickych hub, typiza¢ni schémata byla zatim vytvofena jen pro zlomek klinicky
vyznamnych druh(l. Pomoci metody PCR-RFLP byly typizovany izolaty druhu T. tonsurans, metodou
analyzy mikrosatelitd izolaty T. rubrum (Graser et al 2007, Ohst et al 2004), M. canis (Pasquetti et al
2013, Sharma et al 2007) a M. persicolor (Sharma et al 2008).

Drivéjsi studie jiz nalezly jistou miru vnitrodruhové variability druhu A. benhamiae (Kano et al
2008). Prvni studie popsaly na zakladé kfizicich pokus( dvé skupiny izolatl popisované jako ,rasy” A.
benhamiae, a sice americko-evropskou, izolovanou z krdlikd a morcat a africkou, izolovanou v
centralni Africe z jezk(l bélobrichych (Atelerix albiventris) (Takashio 1977). Pozdéji byly tyto dvé rasy
odliSeny na zakladé sekvencnich dat a podle dnesnich poznatkl reprezentuji samostatné druhy

14



A. benhamiae a africka rasa A. benhamiae (zatim bezejmenny druh) (Gregory & English 1975, Kano et
al 2008, Takahashi et al 2003).

Variabilita uvnitf americko-evropské rasy (prava A. benhamiae) na zékladé ITS oblasti rDNA
(nejpouzivanéjsi marker v identifikaci dermatofyt) je mensi nez 1 % a tedy zcela nedostatecna
k populacnim studiim (Kano et al 2008). Pomoci tohoto markeru ale byly objeveny vramci
celosvétové populace A. benhamiae tfi genotypy: prvni evropsky s charakteristickymi bilymi
koloniemi (viz morfologie) na SAB agaru, druhy evropsky s Zlutymi koloniemi, do kterého patfi i
izolaty z USA a treti japonsky, do kterého patii i nékteré evropské izolaty (Hiruma et al 2015,
Symoens et al 2013). Restrikéni analyzou (PCR-RFLP) ITS regionu rDNA byly odhaleny jesté dalsi dvé
skupiny uvnitf druhu A. benhamiae - prvni izolovana z liSek a norkl a druhd izolovana z Cincily, avsak
mala sekvencni podobnost s jingymi kmeny A. benhamiae napovida, Ze zfejmé v tomto pripadé vibec
neslo o druh A. benhamiae (Ziétkowska et al 2015). Jediné dvé studie, které odhalily vice genotypl v
ramci druhu A. benhamiae uzivaly metodu PCR-RFLP aplikovanou na oblast NTS (nontranscribed
spacer) rDNA (Mochizuki et al 2001, Takeda et al 2012). V prvni studii se podafilo nalézt pét odlisnych
genotypu A. benhamiae v Japonsku, izolovanych z klinického materialu, a jeden zcela odlisSny kmen
v Belgii, izolovany z divoce Zijicich zvifat. Tato studie vsak byla omezena jen na osm izolatl a jejim
velkym nedostatkem je absence urceni izolatl na zakladé sekvencnich dat, nebo kfiZicich
experiment( (Kawasaki et al 2000). Vysledky druhé studie, ve které se podarilo nashromazdit uz vétsi
pocet izolatd a kterd odhalila 11 genotypl, jsou téZzko interpretovatelné, protoZze odporuji
sekvencnim datlm i fenotypu kultur (Takeda et al 2012).
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CIT. verrucosum
B~ floccosum
(M. persicolor
BiM. gypseum
BT tonsurans
M. canis

A benhamiage
B7 interdigitale

Procentualni podil

2012 2013

Rok izolace

Obrazek 4: Procentualni podil jednotlivych druhGi dermatofytii (vynechan T. rubrum) izolovanych
na lékarskych pracovistich v CR (n=1107). Graf byl vytvofeny pro jednotlivé roky 2011 (n=201); 2012
(n=350); 2013 (n=318); 2014 (n=238).
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1.8 Epidemiologie A. benhamiae v CR

B&hem obdobi ¢erven 2011 a? zafi 2014 probéhla na nékolika mikrobiologickych pracovistich v CR
(viz kapitola 2.1, seznam spolupracujicich pracovist) souborna epidemiologicka studie identifikujici
pGvodce dermatofytéz v CR. Byly ziskdny a molekuldrnimi metodami (PCR fingerprinting, sekvence
ITS rDNA) urceny vsechny kmeny dermatofytd (n=1107) (Obr. 4) zachycené na téchto pracovistich
kromé druhu T. rubrum (n=4340), ktery byl u¢en pouze morfologicky. Obrazek zobrazujici zastoupeni
druhd dermatofyt véetné druhu T. rubrum je soucasti pfilohy (Obr. P1).

B&hem studovaného obdobi byla infekce druhem A. benhamiae zachycena v CR ve 373
pfipadech, tj. ve 6,8 % ze vSech dermatofytdz (n=5447). Druh A. benhamiae se tak stal spolecné
sdruhem T. interdigitale v téchto letech v CR druhym (respektive tfetim) nejéast&ji izolovanym
dermatofytem vibec. Pro potfeby této diplomové prace bylo z téchto 373 izolatl vybrano a pouzito
195 izolath druhu A. benhamiae, Slo predevsim o kmeny ziskané béhem let 2011-2013 (viz Tabulka,
priloha k praci).
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2. METODY

2.1 Studované kmeny druhu Arthroderma benhamiae

Kmeny (Tabulka, pfiloha k praci) ziskané z ptipad( lidskych dermatofytéz (viz kapitola 1.8) byly
izolovany ze vzork( kiize, nehtd a vlas@ a poskytnuty nasledujicimi pracovisti v CR:

1) Zdravotni Ustav se sidlem v Ostravé (RNDr. Stanislava Dobidasova; Mgr. Radim Dobias)

2) Dermatovenerologicka klinika 1. Iékarské fakulty Univerzity Karlovy a VSeobecné fakultni

nemocnice v Praze (Doc. MUDr. Magdalena Skofepova, CSc.)

3) Pardubicka krajska nemocnice, a. s. (MUDr. Karel Mencl, CSc.)

4) Centralni laboratofe Nemocnice Ceské Budéjovice, a. s. (MUDr. Nada Mallatova)

5) Zdravotni Ustav se sidlem v Usti nad Labem (RNDr. Pavlina Lyskovad)

6) Fakultni nemocnice Plzen-Lochotin (MUDr. Jana Hanzlikova; MUDr. Helena Janouskovcova)
Pracovisté byla vybrana tak, aby svymi spadovymi oblastmi co nejlépe pokryvala uzemi CR.
Analyzovany byly vSechny kmeny druhu A. benhamaie, které byly zachyceny na danych pracovistich
v obdobi ¢erven 2011 aZ srpen 2013. Pacienti, u kterych doslo k odebrani vzorku, byli pozadani o
vyplnéni dotazniku, v némz byly zjistovany udaje jako vék, pohlavi pacienta dale také lokalizace
infekce, moZnost zvyseného kontaktu se zvifaty, ¢i pldou. Tyto parametry byly testovany v zavislosti
na genotypu ve statistickém jazyce R (Venables et al 2011) pomoci baliku vcd (Meyer et al 2012).
Mezi analyzovanymi vzorky byly i dvojice izolatd, které pochazely z pfipadd dermatofytdzy u osob z
jedné domacnosti nebo od chovatele a jeho zvifete. U téchto izolatl se predpokladalo, Ze zlistanou
nerozliSeny. Zvireci izolaty (zejména z morcat) pochazely predevsim ze zvifat chovanych na Uzemi
Prahy a byly poskytnuty vySe zminénymi pracovisti, nebo Veterinarni klinikou Labvet (Jitka
Koubkova).

Zahrani¢ni kmeny (Tabulka, priloha k praci) byly poskytnuty nasledujicimi pracovisti, nebo sbirkami
kultur hub:

1) Nihon University School of Veterinary Medicine, Japonsko (Dr. Rui Kano)

2) Scientific Institute of Public Health, Belgie (Dr. Dirk Stubbe) - BCCM/IHEM sbirka kultur hub
4) University of lllinois at Urbana-Champaign, USA (Dr. Lois L. Hoyer)

5) Labor fir medizinische Mikrobiologie, Mdlbis, Némecko (Dr. Pietro Nenoff, Dr. Silke
UhrlaR)

6) Facolta di Medicina Veterinaria, Universita degli Studi di Torino, Italie (Dr. Andrea Peano)

2.2 Studium fenotypu

Hrubé rozdéleni kultur A. benhamiae podle fenotypu bylo provedeno podle vzhledu kolonii na agaru
se sladinovym extraktem (Oxoid, Londyn, Velkda Britanie) (MEA) (Atlas 2010). Makromorfologie ctyr
vybranych kmenU od kazdého fenotypu byla dale zkoumdana a dokumentovana na setu agarovych
medii, ktery zahrnoval Sabouraudtv glukdzovy agar (SAB) (Atlas 2010) a bramborovo dextrézovy agar
(PDA) (Himedia, Bombaj, Indie). Petriho misky (90 mm) sagarovym médium (bez utésnéni
Parafilmem®) byly inokulovany tfibodové a kultivovany pfi teploté 25, 30 a 37 °C ve tmé v
triplikdtech. Rychlost rlstu byla méfena po 7 a 14 dnech kultivace. Barva kolonii byla
charakterizovana pomoci vzorniku ISCC-NBS (Kelly 1964). Binolupa Olympus SZ61 (s fotoaparatem
Olympus Camedia C-5050 Zoom camera) nebo fotoapardt Canon EOS 500D byly pouZity pro
dokumentaci makromorfologie kolonii. Vybranych deset kmenu od kazdého zjisténého fenotypu A.
benhamiae, pét kmen( T. interdigitele, ¢tyti T. erinacei a dva kmeny tzv. ,africké rasy A. benhamiae”
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byly podrobeny mikromorfologické analyze. Kultivace pred mérenim probihala na MEA ve tmé pfi 25
°C. Ze sporulujicich kultur byl odebran vzorek, ktery byl prenesen do laktofenolu s pfidavkem
bavinové modfi a zkoumdan pomoci svételného mikroskopu Olympus BX-51. Obraz byl sniman
digitalni kamerou Olympus DP72. Méreni probihalo v program Quick Photo®. Od kazdého vzorku byla
namérena délka i Sitka konidie (vZdy 20 méreni). Vyrazeno bylo 5% nejodlehlejsich hodnot. Statisticka
analyza metodou ANOVA probéhla a grafy byly vytvoreny v programu SPSS (SPSS 2011). Kromé
velikosti mikrokonidii byl sledovdn také jejich pocet, pfitomnost a velikost makrokonidii a vyskyt
spirdlnich hyf.

2.3 Extrakce DNA

DNA byla extrahovana ze 14 dni starych kultur rostoucich na MEA za pouziti komeréniho kitu
ArchivePure DNA yeast and Gram2+ kitu (5 PRIME Inc., Gaithersburg, Maryland). Postup izolace se
fidil pokyny vyrobce. Extrahovand DNA byla pouZita pro sekvenc¢ni i mikrosatelitni analyzu. Kvalita
ziskané DNA byla kontrolovana na spektrofotometru Nanodrop ND-1000.

2.4. Amplifikace cilovych gent

Amplifikace oblasti ITS rDNA (z anglického ,internal transcribed spacer”, neboli vnitini prepisovany
mezernik ribozomalni DNA), kterd zahrnuje podoblasti ITS1, 5,85 a ITS2, probihala za pouZiti primer(
uvedenych v Tabulce 1. Primery pro amplifikaci gend kddujicich proteiny glyceraldehyd-3-fosfat
dehydrogendzu (gpdh), B-tubulin (tub2) a geny MAT lokusu (geny pro parovaci typy) jsou také
uvedeny v Tabulce 1.

PCR reakéni smés o objemu 20 ul obsahovala 1 pl genomické DNA, 0,3 ul kazdého z dvojice primert
(25 pmol/ul), 0,2 ul MyTaq DNA polymerazy (Bioline, Londyn, UK) a 4 ul pufru (MyTaq Bioline 5x,
obsahujici nukleotidy a MgCl,), objem byl doplnén deionizovanou vodou. PCR podminky vsech reakci
byly nastaveny nasledovné:

1. Inicidlni denaturace: 60 s pfi 95 °C

2. Elongace (35 cykl(i): 20 s pti 94 °C, 30 s pfi 55 °C a 60 s pfi 72°C

3. Findlni elongace: 10 minut pfi 72°C
PCR produkty byly zobrazeny na elektroforetogramu (1 % agardzovy gel obsahujici 0.5 pg ethidium
bromidu; oboje HiMedia, Bombaj, Indie). Precisténi PCR produktl bylo provedeno presrazenim
produktll v acetatu sodném (NaOAc) a etanolu podle nasledujiciho postupu:

1. K 18 pl produktu byly pfidany 2 ul 3M NaOAc a 50 pl 96 % etanolu

2. Smés byla promichana a inkubovana 10-15 minut pfi laboratorni teploté

3. Poté byla smés centrifugovana 30 minut pfi 13 200 rpm a teploté 22 °C

4. Supernatant byl vylit a k precipitatu bylo pfiddno 250 ul 70 % etanolu

5. Smés byla promichdana a centrifugovana pfi 13 200 rpm, supernatant byl vylit

6. Precipitat byl vysusen inkubaci 5-10 minut v termobloku pfti 65 °C
PCR fragmenty byly sekvenovany obéma koncovymi primery pouzitymi pro amplifikaci. Sekvenéni
analyza byla provedena servisné v Laboratofi sekvenace DNA, biologické sekce PfF UK, na kapilarnim
sekvenatoru ABI 3100 Avant Genetic Analyzer.

Sekvence byly upraveny v programu Bioedit v. 7.0.0. Pozice indell byly transformovany do
matice v programu Sagstate (Muller 2006) metodou , modified complex coding”. Z datové matice po
prekddovani indell byla vytvofena haplotypova sit metodou TCS (Clement et al 2002) v programu
Popart (Bandelt et al 1999). Kladogram byl vytvofen Bayesovskou analyzou v programu MrBayes
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3.2.2 (Ronquist et al 2012) pomoci Markov Chain Monte Carlo (MCMC) algoritmu, ktery bézel 1 x 10°
generaci se dvéma paralelnimi fetézci. Strom byl vizualizovan v programu iTOL (Letunic & Bork 2007).

2.5. Urceni pohlavniho ladéni izolatt

Fragment MAT1-1 genu, ktery koduje alfa box doménu MAT lokusu, byl amplifikovan dvojici primerd
MF1 a MF5 (Tab. 1). Amplifikace MAT1-2 genu, ktery kéduje HMG (high mobility group) doménu,
bylo provedeno pomoci nékolika rliznych dvojic primerd (Tab. 1.). PCR reakéni smés o objemu 10 pl
obsahovala 0,5 pl genomické DNA, 0,15 ul kazdého z dvojice primert (25 pmol/ul), 0,15 ul MyTaq
DNA polymerazy (Bioline, Londyn, UK) se 4 ul pufru (MyTag™ Bioline 5x, obsahujiciho nukleotidy a
MgCl,), objem byl doplnén deionizovanou vodou. PCR podminky vSech reakci byly nastaveny, jak
uvedeno vyse. PCR produkt byl vizualizovan elektroforézou na 1% agarézovém gelu s 0.5 pg ethidium
bromidu (oboje HiMedia, Bombaj, Indie).

2.6 Indukce tvorby pohlavniho stadia - kFiZici pokusy

Od kazdého unikatniho genotypu A. benhamiae (kombinace lokus( ITS rDNA a gpdh) byly vybrany
dva kmeny rozdilného parovaciho typu (ptipadné dva kmeny pouze jednoho pdrovaciho typu, pokud
nebyl k dispozici opacné ladény izolat daného genotypu). VSechny opacné ladéné kmeny byly mezi
sebou kfiZzeny ve vSech moZnych kombinacich. Opacné pohlavné ladéné izolaty byly ve dvojicich
naockovany na Petriho misky (90 mm) s ovesnym agarem (OA) (Difco Laboratories, Detroit, USA)
s pridavkem sterilizovanych détskych blondatych vlast (zdroj keratinu) a zaroven také na GA medium
(De Vroey 1964) pripravené smichanim agaru (2% w/v) a semen Guizotia abyssinica (3% w/v).
Pritomnost plodnic byla zjistovana po 3 tydnech kultivace pfi teploté 20C a nasledné kazdé tfi dny
pod binokularni lupou. Morfologie pohlavniho stadia byla zkoumana a dokumentovdana jak uvedeno
vyse.

Tabulka 1: Primery pouzité k amplifikaci fragmenti studovanych gend.

Oblast Forward Reverse Velikost
amplikonu primer Sekvence (5'-3') primer Sekvence (5'-3") ?t:n?likonu Zdroj

p
ITSTDNA  SR6R AAGTAAAAGTCGTAACAAGG LR1 GGTTGGTTTCTTTTCCT 677-678 (Graser et al 1999b)
gpdh GPD_F CAGGTTGTTGCTGTCAACGAC GPD_R GATGTTCTGGGCAGCGGTAC 579 (Kawasaki et al 2008b)
tub2 Bt2a GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC Bt2b ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC 480 (O'Donnell & Cigelnik 1997)
MAT-1-1 ~ MF1_ABHMGF  ATGGCCACTACTTCTGGGACC MF5_ABHMGR tcatcanceascTtattreetee 1115 (Symoens et al 2013)
MAT-1-2  TmHMG3S CAGATGGTTTTCTGGGAGCA TmHMG3R AACACCTGAGACGAAAGCAC 100 (Kano et al 2011)
MAT-1-2  MF3_ABALFAF  paaateTcTeaeacceaacTerc  MFE_ABALFAR  toacaTaTcAAcGTAGTCATTAA 1207 (Symoens etal 2013)
MAT-1-2 Ab_HMG_for  AGGGAAACTTCAATTCCATCA Ab_HMG _rev  GACAGCGTGAACAGAGTCTATC ~ 313 Y. Graser (nepublikovano)
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2.7 Analyza mikrosatelitnich lokust

Mikrosatelitni lokusy byly vyhleddny ve volné dostupné genomové sekvenci druhu A. benhamiae
(http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/dermatophyte_comparative/MultiDownloads.h
tml) pomoci programu WebSat (Web Static Analyzer Tool) (Martins et al 2009), ktery zaroven navrhl
primery ohranicujici lokusy. PFi vybirani markerl bylo prihlizeno ke struktufe regionu, ktery
mikrosatelitni lokus obklopoval. Vyfazeny byly lokusy které obsahovaly v pfilehlych regionech vice
mikrosatelitnich motivl (predevsim jednonukleotidova opakovani).

Vybrané mikrosatelitni lokusy byly testovany na ptitomnost délkového polymorfismu na
pilotnim setu osmi kmenl A. benhamiae. Vybér kmenl probihal na zakladé znalosti populaéni
struktury ziskané dfive analyzou sekvenci gpdh genu (kazdy genotyp byl zastoupen 2 kmeny). Byla
zvolena finanéné vyhodna metoda vyuZivajici v PCR reakci kromé dvou primerd, ohranicujicich
poZadovany UuUsek, také treti, univerzalni, fluorescenéné znaCeny primer M13 (FAM-
TGTAAAACGACGGCCAGT). Tento znaceny M13 primer béhem PCR reakce naseda na komplementarni
sekvenci produktu, vytvoreného v predchozim kroku pomoci forward primeru, jenz byl modifikovan
pridanim sekvence M13 primeru ke své vlastni sekvenci (5'-TGTAAAACGACGGCCAGT.....-3’) (Obr. 5).
Timto krokem a naslednou syntézou vznikne fluorescenéné znaceny produkt (jehoZ soucasti je
znacdeny M13 primer) a neni proto nutné syntetizovat znadené sady primeru zvlast pro kazdy lokus
(Schuelke 2000).

Template

ol — N
C =X e
5 CACA.....(CA),.....CACA NN 3

Obrazek 5: Schéma amplifikace znaceného produktu pomoci znaéeného, univerzalniho primeru
M13. PCR reakce s nasednutim modifikovaného forward primeru (s pfidanou M13 sekvenci) a reverz
primeru (A). V naslednych cyklech PCR nasedd univerzalni M13 znaceny primer a reverz primer na
produkty predchozi reakce (B). Vysledkem je vznik znaceného PCR produktu (C). Prevzato ze
(Schuelke 2000).

PCR reakéni smés o objemu 20 ul byla vytvorena smichdnim 1 ul izolované genomické DNA,
0,5 ul (25 pmol) reverse primeru a 25 pmol znaéeného M13 primeru, 0,13 ul 25 pmol foward
primeru, 4 pl 5x MyTag™ Reaction Buffer Red a 0,2 ul MyTaqg DNA polymerdzy a do celkového
objemu byla doplnéna neionizovana voda. PCR podminky vsech reakci byly nastaveny nasledovné:

1. Inicidlni denaturace: 1 min pfi 95°C

2. Elongace 1 (27 cykld): 30 s pfi 95 °C, 30 s pfi 55 °C a 45 s pti 72°C

3. Elongace 2 (8 cykl(): 30 s pti 95 °C, 30 s pfi 53 °Ca 45 s pfi 72°C

3. Findlni elongace: 10 minut pfi 72°C
Produkty byly vizualizovany elektroforézou na 1,8 % agarézovém TBE gelu (Tris-bordt-EDTA) s 0.5 pg
ethidium bromidu (oboje HiMedia, Bombaj, Indie).
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Na fragmentacni analyzu byly vzorky pfipraveny smichanim 1 pl PCR produktu s 0,2 pl
fluorescencné znaceného velikostniho standardu GeneScan LIZ 600 (Applied Biosystems). Smés byla
denaturovdna pridanim 10 ul deionizovaného formamidu a inkubovana 7 minut pfi 95 °C.
Amplifikované fragmenty byly vizualizovany na automatickém sekvendtoru ABI 3100 Avant Genetic
Analyzer v Laboratofi sekvenace DNA biologické sekce PfF UK.

Pro vSechny testované pary primer0 byly vidy dva nejodlisnéjsi kmeny (na zakladé délkového
polymorfismu PCR fragmentl) osekvenovany (metodika viz vySe), aby byl zjistén polymorfismus
oblasti pfiléhajicich k mikrosatelitnimu lokusu. Pokud produkt neobsahoval poZadovanou délkovou
repetici, nebo byl délkovy polymorfismus zplsoben variabilitou v prilehlém regionu, lokusy byly
vyfazeny. Dlraz byl také kladen na pfriblizné rovnomérné rozmisténi lokusl napfi¢ genomem.
Vybrané lokusy, které vykazovaly nejvy$si miru délkového polymorfismu, byly sestaveny do
multiplexu (viz Tab. 2) a servisné syntetizovany byly prislusné fluorescenéné znacené primery.
Vhodnost pouZiti kombinace primer( v multiplex uspofadani byla ovéfena v programu Multiple
Primer Analyzer (https://www.lifetechnologies.com/cz/en/home/brands/thermo-
scientific/molecular-biology/molecular-biology-learning-center/molecular-biology-resource-
library/thermo-scientific-web-tools/multiple-primer-analyzer.html).

Pro amplifikaci fragmentli vSech mikrosatelitnich lokusl v jedné reakci (multiplex) byla
vytvorena PCR smés obsahujici 1 ul genomické DNA, 0,5 pl smési vSech primerd (podle Tab. 2) a 2,5
pl Multiplex PCR Master Mixu (QIAGEN). Produkty PCR reakce byly vizualizovany elektroforézou na
1,8% agardzovém TBE gelu s ethidium bromidem. PCR produkty (fedéné 1:50 deionizovanou vodou)
byly pfipraveny na fragmentacni analyzu, jak bylo uvedeno vyse, a nasledné vizualizovdny v
programu GeneMarker (Softgenetics LLC, State College, PA, USA).

Tabulka 2: Primery pouZité k amplifikaci mikrosatelitnich lokusdi. Nazev foward primeru zaroven oznacuje
nazev daného lokusu.

Foward Barva Reverse Koncentrace Velikost
primer Sekvence (5'-3') mnaeni primer Sekvence (5'-3") primerd fragmentu
v PCR reakci (bp)

(CT)x GTGATGTATGTATGTCCCCGTG NED (CT),._R  AAGAGAGAGCGAGAGTGGAAGA 0,1 228 -258
(TAG);s TGTTTGGATGCTGATGTTAAGG VIC (TAG)16_R TTCTTCGTCTTCTCCTGTTTCC 0,1 206-299
(TC)1y,  CAATCAGGCGTTTATCCTCTCT  VIC (TC)1s. R GGATCACACTAAAGCTGGCAAT 0,1 346-36
(TCA);s  AAACGACTTCTTTCGATACCCA  PET (TCA);_R CTTCTTGCTTCTTCGGGTTAAG 0,1 250-316
(TC)17a GGTAGACACTCGACAACACACG FAM (TC)17a_R GAGGATAGCACGGAACAAAGAC 0,1 260-286
(AG)1g GCGTTAATTTCTCACCGTTACC FAM (AG);s_R CGTCGTCTCTCTTGTGTTTGAC 0,25 347-377
(CT);y  CTTCTTGTTGCTGCTCTTGTTG  NED  (CT),s R GACGTATCCTAGACATCCTCCG 0,1 271-291
(TC)1o GCCCGCTTATTGAGTCAGTC FAM (TC)1.s_R  ACCTGACTCTCGCCATCTGT 0,1 227-241
(TC),o TCTTTTCGTCTCCTTCTTCCTG PET (TC);o_R  TCTGTGTTCTTTTCTGACGCTG 0,1 173-197
(AG),  CTGAGCCCATATCCAAATTCTC  PET (AG),;_ R CTGAGTTAAGGAGGCAATTCCA 0,25 325-361
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2.7.1 Statisticka analyza mikrosatelitovych dat

Datové matice vytvorené v programu GeneMarker (Softgenetics LLC, State College, Pennsylvanie,
USA), byly zbaveny klond (jedinci se vSemi shodnymi alelami). Vypocty byly u vsSech analyz
provadény, jak s matici zbavenou klon(, tak s matici pavodni a vysledky byly porovnany. K vizualizaci
struktury mikrosatelitnich dat byly pouzity dva pfistupy.

Prvni pfistup byl zaloZzeny na maticich vzdalenosti vzniklych na zakladé parové genetické
vzdélenosti mezi jedinci, které byly vypocitany pomoci Jacardova koeficientu (J) pro bindrni matici v
programu FAMD (Schlueter & Harris 2006). Z téchto matic (vidy zbavenych klond) byl ve stejném
programu vytvofen metodou Neighbour-joining nezakorfenény fylogeneticky strom, upraveny
v programu FigTree 1.4.2 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/), vizualizovany v programu iTOL

(Letunic & Bork 2007). Program FAMD byl pouZit i pro mnohorozmérnou analyzu dat metodou PCoA
(principal coordinate analysis) zobrazujici shluky geneticky podobnych jedincl, vizualizované v
programu SPSS (SPSS 2011) a také pro tvorbu distancni sité (Neighbour-network) vykreslené v
programu SplitsTree (Huson & Bryant 2006).

Druhym pfistupem byla analyza v programu Structure (Falush et al 2007) pomoci Markov
Chain Monte Carlo (MCMC) algoritmu, ktery pro délkovou matici bézel 1 x 10° generaci s deseti
paralelnimi fetézci a rozdélenim do 1-10 skupin. Vypocty byly provddény na serveru BIOPORTAL
(http://www.bioportal.uio.no/). Vystupy z programu byly dale analyzovany v prostfedi jazyka R
(Venables et al 2011) pomoci skriptu Structure-sum-2011.R (Ehrich 2006) pro zjiSténi
pravdépodobného poctu subpopulaci, ktery reflektuje skutecnou povahu dat. Po zjiSténi genetické

struktury metapopulace byla testovana mira genového toku mezi jednotlivymi subpopulacemi.
Geneticka variabilita v rdmci jednotlivych subpopulaci a mezi subpopulace byla testovana pro
bindrni matici metodou AMOVA (analyza molekuldrni variance) v programu Arlequin (Excoffier &
Heckel 2006). Ve stejném programu byl zjistovan i parovy fixacni index Fs; (Weir & Cockerham 1984),
kterym uddava proporci sdilenych alel mezi jednotlivymi subpopulacemi. Mira klonality, respektive
rekombinace, byla testovand nejen pro viechny subpopulace soucasné, ale i oddélené pro konkrétni
dvojice subpopulaci stanovenim asocia¢niho indexu I v programu START (Jolley et al 2001). Tento
index stanovuje vazbovou nerovnovahu (nulova hypotéza) mezi vzorky jedné populace. Pfedpoklads,
Ze klondlnim Sifenim se alely dostanou do vazby, kterd je rekombinaci rozbita. Dal$imi veli¢inami,
kterymi byla zjisStovana mira klonality populaci byl efektivni pocet genotypl (GE) a genotypova
diverzita (G). Spocitanim GE mUzZeme zjistit, jak relativné dlouho (oproti ostatnim subpopulacim) uz
ke klondlnimu kfiZzeni dochazi. Pfi dlouhodobé klonalité dochazi ke snizovani efektivniho poctu
genotypl. Také genotypova diverzita se nasledkem klonality sniZuje. Obé veliciny byly pocitany pro
binadrni matici v prostredi jazyku R (Venables et al 2011) pomoci skriptu AFLPdat (Ehrich 2006), kde
byl také vytvorfen histogram znazornujici rozdéleni poctu parovych rozdill mezi jedinci. Grafy
znazornujici délkovy rozsah jednotlivych mikrosatelit byly vytvoreny v programu SPSS (SPSS 2011).
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3. VYSLEDKY

3.1 Epidemiologie

Analyzou ziskanych anamnestickych udaj u vybranych kmen@ z CR (n=195) bylo zji$téno, 7e vétsina
infekci (Obr. 6) byla lokalizovana v oblasti trupu (29,7 % infekci) a na obliceji (22 %) pacientd, dale
byly ¢asto postiZzeny koncetiny, jak horni (19 %), tak dolni (19,5 %). Méné Casto potom byly infekce
nalézany v oblasti krku (7 %), na nehtech (7 %) a vlasech (5 %). Castéji byly postizeny Zeny (72,3 %)
nez muzi. Vékovy median pacientd byl 11 let. Morce v domacnosti chovali postiZzeni pacienti ve 23 %
(n=45) pfipadl, psa ve 4 % (n=7), psa a morce v 6 % (n=12) a jiné zvire (krélika, jiného hlodavce,
koc¢ku) chovali ve 4 % (n=8) pFipadl. Zadné zvife v domdcnosti neudavé 21 % pacientd a udaje o
zviteti v domdacnosti chybély ve 42,5 % (viz Obr. 7).

Obrazek 6. Povrchova mykéza vyvolana druhem Arthroderma benhamiae u psa (A - foto Dr.
Andrea Peano), morcete (B - foto Jitka Koubkova) a ¢lovéka (C, D — foto MUDr. Nad'a Mallatova).
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Obrazek 7: Zvirata chovana v domacnostech pacientd lécenych pro dermatofytézu zptisobenou
druhem Arthroderma benhamiae.

3.2 Studium fenotypu

Studované kmeny (n=268) byly rozdéleny na zékladé fenotypu do ¢tyt skupin (F1-4) a podskupi. Pro
zarazeni kmen( do jedné skupiny hral roli predevsim vzhledu kolonii (barva, textura), rychlost ristu
na mediich, pfitomnost a cetnost makrokonidii (Obr. 8). Spiralni vlakna byla vZdy pfitomn4, u vsech
skupin prevazovaly mikrokonidie hruskovitého tvaru (Obr. 8; 9).

Obrazek 8: Mikromorfologie druhu Arthroderma benhamiae na MEA agaru po sedmi (respektive 21
- F1 fenotyp) dnech kultivace pfi 25 °C. Makrokonidie (A; B; C); konidiofor s postranim vétvenim ve
stars$i kulture (D) a s nové vznikajici makrokonidii (E); spirdini hyfa (F); spofe vétveny konidiofor
vznikly v mladé kultute (G). Méfitka: 20 um (E,G,B), 5 um (A,D, C,F).
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F1: nejbéinéjsi skupinu (n=188; 70 %) tvofily kmeny plvodem z Evropy a kmen (JPN8) z
Japonska. Makromorfologie byla zkoumana na kmenech: SK 388; SK 578; SK 26; ME 335; ME 1591; PL
767; DMF 670; DMF 823; SK 823; DMF 909; DMF 1072. Kolonie na SAB po sedmi dnech pfi 25 °C 16—
19 mm (F=17 mm), bilé (#F2F3F4), ploché, granularni, difuzni okraj, reverz Zluty (#F3C300) (Obr. 10;
A). Kolonie na PDA po sedmi dnech pfi 25 °C 11-13 mm (=12 mm), svétle Zluté (#FOEADG),
umbonatni - tzn. s centrdlnim vyvySenim, radidlné ryhované, okraj jemné pilovity, reverz Zluty
(#F3C300) (Obr. 11; A). Kolonie na MEA po sedmi dnech pfi 25 °C 13—-15 mm (=14 mm), svétle Zluté
(#FAE799), zpocatku hladké, radidlné usporadané, po 21 dnech stied hrubé granularni, difdzni okraj;
reverz zluty (#F3C300) (Obr. 12; A).

Mikrokonidie 2,5-4,5 (Me=3,2) x 1,7-3,4 (Me=2,4) um, v hojném poctu vytvareny aZ po 21
dnech rdstu; makrokonidie nebyly pozorovany.

F2: druhou nejbéznéjsi skupinu (n=43; 16 %) tvofily kmeny vyhradné plivodem z Evropy.
Makromorfologie byla zkoumana na kmenech: ME 1187; ME 962; SK 820; SK 855; DMF 2009; ME
192; ME 67; PL 1281; SK 699. Kolonie na SAB po sedmi dnech pfi 25 °C az 24—-28 mm (=26 mm), bilé
(#F2F3F4), ploché, celokrajné, reverz zluty (#F3C300) (Obr. 10; B). Kolonie na PDA pfi 25°C po sedmi
dnech 19-22 mm (©=21 mm), svétle Zluté (#FOEAD6) az bilé (#F2F3F4), umbonatni, ve stfedu
vatovité, radidlné ryhované, okraj périty, reverz Zluty (#F3C300), stied syté oranZzovy (#F38400) (Obr.
11; B). Kolonie na MEA po sedmi dnech pfi 25 °C 26-28 mm (=27 mm), bilé (#F2F3F4), granularni,
submerzné narostly okraj, reverz syté oranZovocerveny (#E25822) a stred Zluty (#F3C300) (Obr. 12,
B). U dvou zkoumanych MAT1-1 izolatd (ME 67; DMF 2905) byla nalezena odlisnd makromorfologie
kultur, které byly na vSech mediich podobné F3a fenotypu (viz dole) s vyjimkou hnédooranzového
(#AE6938) pigmentu vytvareného na stfedu reverzu kolonii (Obr. P2; pfiloha).

Mikrokonidie 1,5-2,8 (Me=2,1) x 2,5-5,2 (Me=3,2), hojné; makrokonidie 3,1-10,6 (Me=5) x
4,6-68,1 (Me=51,2) um, se 2-7 (Me=4) prepazkami, casto stvarovymi deformacemi, v kulture
sporadicky.

F3: tfeti nejbéinéjsi skupinu (n=21; 7,8 %) tvorily kmeny ziskané z Evropy a Japonska.
Makromorfologie byla zkoumana na kmenech: DMF 2994; D 35; PL 1773; IHEM 25063; JPN10 (JPN_R)
a JPN1; JPN2; JPN3; JPN4; JPN6 (JPN_Y). Kmeny byly rozdéleny na dvé podskupiny F3a typickd pro
japonské izolaty, F3b typicka pro evropské izolaty. Kolonie na SAB mediu po sedmi dnech pfi 25 °C
28-30 mm (=30 mm). Kolonie F3a bilé (#F2F3F4), vlockovité, celokrajné, reverz zluty (#FADASE)
(Obr. 10; E). Kolonie podskupiny F3b svétlerlzové (#F9CCCA), vyrazné granuldrni s chmyfitymi
sektory, okraj diflzni, reverz Zlutooranzovy (#FFC14F), stfed tmavé hnédozZluty (#AA381E) (Obr. 10;
F). Kolonie na PDA pfi 25°C po sedmi dnech pfi 25 °C 24-27 mm (=25 mm). Kolonie F3a bilé
(#F2F3F4), umbonatni, celokrajny, reverz Zluty (#FADASE) (Obr. 11; E). Kolonie F3b svétlerGzové
(#F9CCCA), umbonatni, granuldrni s vatovitym stfedem, hladky okraj, reverz vyrazné cerveny
(#BE0032) (Obr. 11; F). Kolonie MEA po sedmi dnech pfi 25 °C 28-30 mm (=39 mm). Kolonie
podskupiny F3a bilé (#F2F3F4), jemné granularni, celokrajné, reverz svétle Zluty (#F8DE7E) (Obr. 12;
E). Kolonie podskupiny F3b svétlerlZzové (#F9CCCA), granularni (koncentricky usporadané),
celokrajné, reverz Cerveny (#BE0032) (Obr. 12; F). Pfechod mezi Zlutou a ¢ervenou formou mizeme
pozorovat u kmene IHEM 4030, ktery si uchovava schopnost produkovat ¢erveny pigment, pfesto je
texturou a barvou povrchu kolonii podobny F3a podskupiné (Obr.P3; pfiloha).

Mikrokonidie 1,7-3,7 (Me=2,3) x 2,5-5,1 (Me= 3,2) um, ojedinélé (F3a) aZ hojné (F3b);
makrokonidie 5,2-11,2 (Me=5,8) x 11-78,6 (Me=55,2) um, se 3—8 (—12) prepazami (Me= 5); hojné
v kulture.
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F4: Skupinu s nejmensim pocCtem izolatl (n=16; 6 %) tvofily kmeny vyhradné z USA.
Makromorfologie byla zkoumana na kmenech: USA 3216; USA 3350; USA 3355; USA 3360; USA 3371
(F4a); USA 3208; USA 3209; USA 3220; USA 3229; USA 3356 (F4b). Kmeny byly rozdéleny na
podskupiny F4a a F4b. Kolonie na SAB po sedmi dnech pfi 25 °C 31-34 mm (=33 mm). Kolonie
podskupiny F4a svétle ZlutoSedé (#C7ADA3), vatovité, celokrajné, reverz bily (#F2F3F4) stied
oranzovozluty (#FBC97F) (Obr. 10; C). Kolonie F4b bilé (#F2F3F4), viockovité, difuzni okraj, umbonatni
s nékolika radidlnimi ryhami, reverz Zluty (#F3C300), stfed tmavé oranZovocerveny (#AA381E) (Obr.
10; D). Kolonie na PDA po sedmi dnech pfi 25 °C 30-32 mm (=31 mm). Kolonie F4a svétle Zluté
(#FADGAS5), umbonatni, vatovité, celokrajné, reverz rlizovozluty (#ECD5C5) (Obr. 11; C). Kolonie F4b
bila (#F2F3F4), vlockovité az granularni s vatovitymi sektory, difazni okraj, reverz zluty (#F8DE7E) s
paprskovitou tvorbou ¢erveného pigmentu (#BE0032) (Obr. 11; D). Kolonie na MEA po sedmi dnech
pfi 25 °C 33-35 mm (=35 mm). Kolonie podskupiny F4a svétle ZlutoSedé (#C7ADA3), vatovité,
difuzni okraj, reverz oranzovozluty (#FAD6A5) (Obr. 12; C). Kolonie podskupiny F4b svétle Zluté
(#FADGADS), granuldrni, difuzni okraj, reverz zluty (#F8DE7E) s obCasnou tvorbou ¢erveného pigmentu
(#BE0O32) (Obr. 12; D).

Mikrokonidie 1,7-3,5 (Me=2,6) x 2,7-6,1 (Me=3,8) um, hojné; makrokonidie 4,3-7,7
(Me=6,1) x 23—82 (Me=59,2) um, se 4-7 (Me= 5) prepazkami, sporadicky pfitomné.

Mezi jednotlivymi fenotypovymi skupinami druhu A. benhamiae byly nalezeny metodou
analyzy rozptylu (po zprimérovani hodnot pro kazdy kmen) statisticky vyznamné (p<0,005) rozdily
v délce i Sifce mikrokonidii, kromé F1 a F3 skupiny (Obr. 13). Testovanda data méla normalni rozdéleni
podle Shapiro-Wilkova testu normality po odstranéni odlehlych hodnot. Fenotypové skupiny se od
sebe statisticky vyznamné (p<0,005) odliSovaly v rychlosti rlstu na rtiznych mediich (SAB, PDA, MEA)
pfi 25 °C. P¥i teplotach 30 °C a 37 °C nebyly tyto rozdily statisticky vyznamné pro vSechny skupiny
(Obr. 14).

Obrazek 9: Textura kolonii a tvar konidii F4 (A; a), F2 (B; b), F1 (C; c) a F3 (D; d) skupiny druhu
Arthroderma benhamiae po 14 dnech kultivace pfi 25 °C na MEA. Povrch kultur jednotlivych
fenotypll se pohyboval od vyrazné granuldrni, pfes jemné granularni, hladky az sametovy. Rlzné
tvary konidii byly nachazeny napftic¢ vsemi skupinami, nejcastéji se objevoval hruskovity tvar. Méfitka
10 pum.
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Obrazek 10: Makromorfologie kmen( druhu Arthroderma benhamiae kultivovanych na SAB mediu
po 14 dnech pfi 25 °C. Kolonie a reverz kolonii skupiny: F1 (kmen DMF 813) (A); F2 (SK 699) (B); F4a

podskupina (USA 3360) (C); F4b podskupina (USA 3356) (D); F3a podskupina (JPN2) (E); F3b
podskupina (JPN 10) (F).
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Obrazek 11: Makromorfologie kment druhu Arthroderma benhamiae kultivovanych na PDA agaru
po 14 dnech p¥i 25 °C. Kolonie a reverz kolonii skupiny: F1 (kmen DMF 813) (A); F2 (SK 699) (B); F4a
podskupina (USA 3360) (C); F4b podskupina (USA 3356) (D); F3a podskupina (JPN2) (E); F3b
podskupina (JPN 10) (F).
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Obrazek 12: Makromorfologie kmenid Arthroderma benhamiae kultivovanych po 14 dnech pfi 25 °C
na MEA mediu. Kolonie a reverz kolonii skupiny: F1 (kmen DMF 813) A); F2 (SK 699) (B); F4a

podskupina (USA 3360) (C); F4b podskupina (USA 3356) (D); F3a podskupina (JPN2) (E); F3b
podskupina (JPN 10) (F).
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Obrazek 13: Porovnani rozmért mikrokonidii mezi hlavnich fenotypovymi skupinami Arthroderma
benhamiae a ptibuznymi druhy. Sitka (A), délka (B) a pomér délky/Sitky mikrokonidii (C) u
testovaného setu vzorkd kultivovaného pfi 25 °C sedm dni (respektive 14 dni — F1 fenotyp) na MEA
agaru. Jednotlivé kmeny A. benhamiae byly rozdéleny podle morfologie na F1, F2, F3 a F4 skupinu (v
kazdé skupiné bylo zkoumano 10 kmen). Zahrnuty byly také fylogeneticky blizce pfibuzné druhy (v
obrazku odliseny Srafovanim):,africkd rasa A. benhamiae” (n=2), Trichophyton erinacei (n=4).
Rozdilna pismena znazoriuji vyznamné rozdily mezi skupinami zjisténé analyzou ANOVA (p<0,005).

Stfedni horizontdlni linie zna¢i median,

horizontalni linie nad a pod medidnem vymezuji

interkvartilové rozpéti, vnitfni a vnéjsi hradby jsou definované jako 1,5 interkvartilového rozpéti.
Kolecka oznacuji odlehlé hodnoty; hvézdicky extrémné odlehlé hodnoty.
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Obrazek 14: Primérna velikost 7-dennich kolonii v zavislosti na kultivacni teploté (25, 30, 37 °C) a
kultivaci na odliSnych médiich: SAB (A), PDA (B), MEA (C), vynesena pro jednotlivé fenotypové

skupiny (F1, F2, F3, F4). Pro kazdou fenotypovou skupinu byly méreny ctyfi kmeny, vidy 3 hodnoty
pro kazdy kmen. Svislé Usecky znaci intervaly spolehlivost smérodatné odchylky.
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3.3 Sekvenc¢ni analyza a analyza MAT gent

Sekvencni analyzou tfi lokusl bylo mezi kmeny druhu A. benhamiae (n=268) odhaleno Sest genotypl
(Obr. 15), které do zna¢né miry respektuji rozdéleni do fenotypovych skupin. Sest alel bylo nalezeno
analyzou ITS oblasti rDNA a ctyfi alely analyzou genu pro glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogendazu
(gpdh) (GenBank: LN874019 - LN874030). Sekvencni analyzou genu pro B-tubulin (tub2) u
reprezentativni ¢asti kmenU (u zastupcl vsech genotypl zjisténych predchozi sekvencni analyzou;
n=98), nebyla nalezena 7adna variabilita, a proto bylo od amplifikace genu u vsech izolatd upusténo.
Problematickd byla amplifikace MAT1-2 idiomorfy. Nékteré primery amplifikovaly HMG doménu
pouze u nékterych kmend (dvojice primert MF3/MF6), jiné slabé amplifikovali HMG doménu i u éasti
MAT1-1 kmenU (dvojice primerd TmHMG3S/3R), proto se pro kontrolu pouZilo vice pard primerd
uvedenych v tabulce 1.

Genotyp SG1: Nejbéinéjsi genotyp byl reprezentovan 75,8 % (n=204) vsech vzorkl. Do
tohoto genotypu kromé velké ¢asti evropskych kment a jednoho kmenu z Japonska (JPN8) tvofici F1
morfologickou skupinu spadaly také vSechny kmeny z USA, tvofici F4 morfologickou skupinu.
Evropské kmeny a jeden japonsky byly charakteristické pritomnosti pouze MAT1-1 parovaciho typu.
Naopak u americkych kmen( byla nalezena MAT1-1 (n=14) i MAT1-2 (n=2) idiomorfa (Obr. 15). SG1
genotyp byl od nasledujiciho SG2 a SG3 vyrazné vzdalen: o 5 (respektive 7) substituci v ITS1 a ITS2
oblasti a jednou deleci v oblasti ITS2, a 5 (respektive 8) substitucemi v nekddujici oblasti genu pro
gpdh.

Genotyp SG2: Druhy nejcastéjsi genotyp 15,9 % (n=43) byl reprezentovan pouze evropskymi
kmeny s fenotypem F2. Predstavovaly jej jak kmeny s MAT1-1 (n=39), tak kmeny s MAT1-2 (n=4)
idiomorfou.

Genotyp SG3: Treti nejCastéjsi genotyp 6,3 % (n=17) reprezentovala ¢ast evropskych a
vsechny japonské kmeny (mimo JPN8) vykazujici fenotyp F3. U vSech kmen( byla zjisténa pouze
MAT1-1 idiomorfa.

Genotypy SG4; SG5: Tyto genotypy byly blizce pfibuzné genotypu SG3 a byly zastoupeny
v obou ptipadech pouze dvéma izolaty plvodem z CR. U kmend byla pfitomna pouze MATI-1
idiomorfa a patfily k fenotypu F3a.

Genotyp SG6: Posledni genotyp reprezentoval pouze jediny kmen IHEM 19628 s unikatnim
fenotypem, izolovany v Belgii v roce 1997. Kmeny byl geneticky velmi vzdaleny od vSech ostatnich
genotypu (8 substituci v ITS, 7 v gpdh od nejblizsiho genotypu SG2).
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Obrazek 15: Haplotypova sit znazorfujici vnitrodruhovou variabilitu druhu Arthroderma benhamiae zaloZena na kombinaci sekvenci oblasti ITS rDNA a
genu gpdh, vytvoirena metodou TCS [Templeton, Crandall a Singh] v programu Popart (Leigh et al 2013). Velikost kola¢ovych diagrami odpovida poctu
analyzovanych kmend. Prvni haplotypova sit znazorfiuje prislusnost kmend k jedné ze ¢tyf morfologickych skupin (F1,F2,F3,F4) a podskupin v ramci fenotyp(
F3a F3b a F4a F4b (A); druha sit znazornuje pfislusnost kmen( k jedné ze dvou idiomorf MAT genu (MATI1-1 nebo MAT1-2) (B); tfeti haplotypova sit
znazorfuje piislu$nost kmend k jednotlivym lokalitdm: Ceskd Republika, Evropa, Japonsko a USA. Jednotlivé lokality jsou zndzornény na mapé Svéta

(respektive Evropy).



3.4 Analyza mikrosatelitnich dat

Zgenomu druhu A. benhamiae (kmen CBS 112371) bylo vybrano 160 mikrosatelitnich markerf
s di-nebo trinukleotidovym motivem a délkou repetice vétsi nez jedendct opakovani. U 83 takto
nalezenych lokusli se podafil amplifikovat produkt, ktery pouze ve 24 pfipadech obsahoval
pozadovanou repetici, byl délkové polymorfni a nebyl polymorfni v prilehlé oblasti k lokusu. Z téchto
24 lokusu bylo vybrano deset variabilnich (viz Tab. 2), pfiblizné rovhomérné rozmisténych v genomu
A. benhamiae.

Vybranych deset variabilnich lokusl bylo nasledné pouZito pro analyzu vnitrodruhové
struktury kmen( A. benhamiae (n=268). Pfi kombinaci viech 10 lokust bylo odhaleno 32 unikatnich
haplotypl (viz Tab. P1, pfiloha). Pro kazdy lokus a pro vsechny lokusy dohromady byl spocitan
Shannon(v index diverzity (Tab. P1, pfiloha). Nejvice alel bylo nalezeno u lokusu TAGy (n=13), dale u
lokusu CT,; (n=9), TCAs (n=9) a TCy7, (n=7). Naopak nejméné alel bylo nalezeno u lokusu TCy7, (n=5).
U ostatnich lokusl bylo nalezeno shodné 6 alel (Tab. P4; ptiloha). Amplifikovat produkt se podafrilo u
véech kmenU a vSech lokust (nebyly zjistény nulové alely). Pocet repetic alel (respektive délka
fragmentu) jednotlivych lokusl je graficky zndzornéna obrazkem 16. Az na vyjimky byly od sebe
vzorky svym délkovym polymorfismem v ramci jednotlivych lokusi rovnomérné vzdalené na délku
maximalné ctyr repetic (Tab. P4, pfiloha). U nékterych lokusl se vyskytl i vyrazné vétsi rozdil, a sice u
lokusu TC,7, (rozdil v délce 9 repetic; 328 bp a 345 bp); AG,; (7 repetic; 325 a 339 bp) a TCAy (6
repetic; 250 a 268 bp). Takto odlehly byl ve vétsiné pfipadl pouze kmen IHEM 19628 podobné jako
pfi analyze DNA sekvenci. Nové navrzené molekularni markery byly pouzity také u druhu T. erinacei a
tzv. ,africké rasy” A. benhamiae, u kterych se podafily amplifikovat vSechny lokusy (mimo lokus
TAG).

44+

1

344
29+

24
19+ ?

-
14+

4— * o

Pocet repetic

T T T T T T T T T T
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Obrazek 16: Délkovy rozsah jednotlivych mikrosatelitnich lokusti udany v poctech repetic. Dataset
byl zbaven klon(. Stfedni horizontalni linie znaéi median, horizontalni linie nad a pod medianem
vymezuji interkvartilové rozpéti, vnitini a vnéjsi hradby jsou definované jako 1,5 interkvartilového
rozpéti. Kolecka oznacuji odlehlé hodnoty; hvézdicky extrémné odlehlé hodnoty.
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3.4.1 Molekuldrné geneticka struktura populace A. benhamiae

Jako nejvhodnéjsi vystup z programu Structure bylo zjisténo rozdéleni populace do ¢tyf subpopulaci
(Obr. 17; 18). Kromé toho byla geneticka struktura populace zkoumana i uréenim parové genetické
vzdalenosti mezi jedinci (viz Obr. 19, 20, 21), vidy vsak doslo k hrubému rozdéleni kmen( do ctyt
subpopulaci (MG1-4). Vysledky, které nejvice reflektuji skute¢nou povahu dat, byly dosazeny pfi
pouziti matice zbavené klonl (pro srovnani: vystup z programu Structure pfi pouZiti pdvodni matice -
Obr. P4; P5; pfiloha).

MG1: | pfes vysoky pocet izolatli této subpopulace (n=188, 64,3 %), ktery odpovida fenotypu
F1, byl mezi izolaty odhalen jen velmi nizky polymorfismus (7 genotypl). Vyrazné bylo zejména
rozdéleni skupiny do dvou genotypl podle lokusu TAGys s alelou 281 (n=100) a 284 (n=21). Mezi
témito genotypy ale nebyly nalezeny Zadné rozdily, at uz v morfologii nebo v anamnestickych udajich
pacientd (na 5 % hladiné vyznamnosti byla korelace velmi slaba, Cramer(v koeficient vysel 0,123 pro
lokalizace infekce; 0,024 pro pohlavi; KendallQv tau koeficient vysel 0,445 pro vék) (viz Obr. P7, P8
pfiloha). Velmi vzdalenymi izolaty v rdmci této subpopulace od genotypu zastoupeného nejvétsSim
pocétem kmend (n=149) byly kmeny: IHEM 25074 a JPN8. Kmen JPN8 byl jako jediny izolovany
z pfipadu dematofytdzy osmaka degu (Octodon degus) a jde také o jediného zdstupce MG1 genotypu
izolovaného na jiné lokalité nez v Evropé.

MG2: subpopulace MG2 odpovidajici fenotypu F2 (n=43) byla naopak velmi polymorfni oproti
MG1. Celkem byla rozdélena do 10 genotypl. Od subpopulace byl vyrazné oddélen kmen IHEM
25139 izolovany v roce 1963 ve Francii.

MG3: subpopulace MG3 odpovidajici fenotypu F3 (n=21) zahrnovala velké mnoZstvi
genotypu (n=9), polymorni vSak byla predevsim vjednom markeru (TAGy). Vyrazné od ostatnich
kmenl byl oddélen pouze cesky kmen DMF 2446, ktery fenotypem, datem izolace, ani s nim
souvisejicimi anamnestickymi daty nevybocoval oproti ostatnim kmendm subpopulace MG3.

MGA4: subpopulace MG4 odpovidajici fenotypu F4 (n=16) zahrnovala 7 genotyp(. Na rozdil od
sekvencnich dat mikrosatelitni data tuto subpopulaci oddélila od genotypu MG1 (subpopulace MG1 a
MG4 zGstaly v sekvencnich datech nerozliseny jako genotyp SG1). Navic se z této skupiny oddélily
kmeny USA 3355 a USA 3360, které jsou jako jediné z americkych kmen( péarovaciho typu MAT1-2.
Tyto kmeny maji nékteré alely spolecné se subpopulaci MG1. V blizkosti této skupiny se nachazel
také kmen IHEM 19628, ktery je v3ak stale velmi vzdaleny od ostatnich kmen.

B C Obrazek 17: Charakteristiky

Koeficient podobnosti

. S jednotlivych béhli programu
L e Structure ukazujici  na
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programu pro jednotlivé K; prdmérné AK pocitané jako pramér absolutnich hodnot miry zmény mezi

dvéma pary béhu programu Structure (C). Charakteristiky byly vypocitané pomoci skriptu Structure-

sum-2011.R (Ehrich et al 2007) pro rozdéleni do deseti skupin (K=10) a 10krat probéhly algoritmus
v programu STRUCTURE, vypocitany pro datovou matici zbavenou klonu.
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Obrazek 18: Odhad rozdéleni vnitrodruhové struktury kmenl druhu Arthroderma benhamiae (n=269) na zakladé genetické podobnosti mezi jedinci v
programu STRUCTURE pro ctyFi (K=4) (A) a pro tfi (K=3) (B) subpopulace (MG1-4). Fylogeneticky strom byl vytvofeny metodou Neighbour-joining na
zakladé parové genetické vzdalenosti vypocitané pomoci Jacardova koeficientu (J) v programu FAMD (ve stfedu) pfi pouZiti 10 mikrosatelitnich lokusu.
Prislusnost k fenotypovym (F1-F4) a genotypovym skupinam - sekvencni analyza ITS rDNA a gen gpdh (G1-6) je znazornéna napravo. Dataset byl zbaven
klon(, v zavorce za jednotlivymi kmeny je uvedeno kolik dalSich kmen( nélezi danému genotypu.
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Obrazek 19: Haplotypova sit (neighbour-network) vytvofenda na zdkladé distanénich matic
vypocitanych pomoci Jacardova koeficientu (J) v programu FAMD (Dieringer & Schlétterer 2003),
vykreslena v programu Splitstree (Huson & Bryant 2006). Vétve byly zabarveny podle pfislusnosti
k jednotlivym subpopulacim MG1 (Zlutd), MG2 (Cervend), MG3 (zelend), MG4 (modrd). Dataset byl
zbaven klond, v zdvorce za jednotlivymi kmeny je uvedeno kolik dalSich kmen( nélezi danému

genotypu. Delta score: 0,1545, Q-residual score: 0,00517

37



5,0

3,09

Osa x (31,94 %)

Obrazek 20: Analyza hlavnich koordinat (PCoA) vytvorena na zdkladé mikrosatelitnich dat na
datasetu vzorki druhu Arthroderma benhamiae (zbaveného klonli) v programu FAMD (Dieringer &
Schlotterer 2003). Matice byly vypocteny pomoci Jacardova koeficientu (J) a vykreslena v programu
SPSS (SPSS 2011). U jednotlivych os je v zavorce uvedeno, kolik pfislusnd osa vysvétluje variability.
Jednotlivé mikrosatelitni subpopulace byly vyznaceny barvami: MG1 (Zlutd), MG2 (Cervena), MG3
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3.4.2 Populacni struktura

Pravdépodobnost vymény genetického materidlu mezi ¢tyfmi hlavnimi subpopulacemi A. benhamiae
definovanymi mikrosatelitnimi daty (pouze unikatnich genotypy pro kazdou skupinu): MG1 -
evropska subpopulace (n=7), MG1 (n=7), MG2 (n=10), MG3 — japonskd a evropska subpopulace
(n=9). Mira genetické izolace jednotlivych subpopulaci byla zjistovana Analyzou molekuldrni variance
(AMOVA) (Tab. 3). Vysledky ukdzaly, Ze 68,1 % genetické variability Ize vysvétlit rozdily mezi
subpopulacemi, kdezto variabilita uvnitf subpopulaci pfispiva k celkové variabilité 31,9 %, coz ukazuje
na malou miru vymény genetické informace mezi subpopulacemi (p<0,0001). Fixacni index Fsr
vyjadrujici stupen genetické divergence mezi subpopulacemi vySel vysoky (0,681), coz naznacuje
fixaci alel pro jednotlivé subpopulace. Stejné charakteristiky byly pocitany také zvlast pro kazdé dvé
subpopulace (Tab. 3). Variabilita mezi subpopulacemi pfi porovnavani jednotlivych skupin zvlast byla
vidy vyrazné vétsi nez variabilita uvnitf subpopulaci, coZz ukazuje vyrazné genetické oddéleni vsech
subpopulaci od sebe navzajem.

Tabulka 3: Analyza molekularni variance pocitana pro a mezi jednotlivymi subpopulacemi
definovanymi mikrosatelitnimi daty (MG1, MG2, MG3, MG4) v programu Arlequin (Excoffier et al
1992, Weir & Cockerham 1984). Dataset byl zbaven klond. P<0,001.

S Stupné Suma Variabilita Procento
Subpopulace Variabilita ) . . o
volnosti Ctvercu komponent variability
Celd mezi subpopulacemi: 3 149.8 6.496 68.1
populace uvnitt subpopulaci: 26 79 3.04 31.9
Fsr =0.681
MG3 / MG2 mezi subpopulacemi: 1 67,3 6,96 71,04
uvnitt subpopulaci: 17 48,2 2,84 26,96
Fsr: 0,71
'MG1/MG4  mezisubpopulacemi: 1 5867 676 69,33
uvnitr subpopulaci: 15 44,86 2,9 30,67
Fsr: 0,69
'MG2/MG1  mezisubpopulacemi: 1 393 74 81,76
uvnitt subpopulaci: 9 14,86 1,65 18,24
Fsr: 0,82
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3.4.3 Klonalita subpopulaci

V kazdé subpopolulaci (MG1, MG2, MG3, MG4) zjisténé mikrosatelitni analyzou byly identifikovany
klony (lisici se o nula alel). Silné pozitivné zeSikmeny histogram znazornujici rozdéleni poctu parovych
rozdilll mezi jedinci (Obr. 22) ukazuje na velmi vyrazny podil klonl uvnitf jednotlivych subpopulaci.
Asociacni index pro vsechny subpopulace (zbavenych klon(l) kromé MG2, vySel vyrazné vychyleny od
nuly (o¢ekdvana a pozorovand odchylka se lisila), coZz znamena, Ze musela byt zamitnuta hypotéza o
rekombinaci mezi jedinci v rdmci téchto subpopulaci (viz Tab. 4). Nejvyraznéjsi odchylku vykazovala
MG1 skupina, coZz muiZe ukazovat na silné klonalni populaci. Naopak MG2 skupina nevykazuje
vyraznou odchylku, coz mlZe ukazovat na moznou rekombinaci mezi jedinci, coZ potvrzuje také graf
zavislosti poctu lokusd na genotypové diverzité na kterém je patrné, Ze mikrosatelitni analyzou
nebyla celd genotypova diverzita této subpopulace odhalena, oproti ostatnim subpopulacim (Obr.
22). Pro klonalitu subpopulace MG1 svédci také zjistény nizky efektivni pocet genotypd, ten byl ale
zjistén i u MG2 subpopulace (viz Tab. 5). Ostatni subpopulace vykazovaly vyssi efektivni pocet
genotypl, coz miZe ukazovat na relativné nedavny vznik klonality (nebo na nedostatek dat). Pro
zajimavost byla MG3 subpopulace rozdélend na kmeny pGvodem z CR a kmeny z Japonska, toto
rozdéleni bylo zvoleno i v pfipadé asociacniho indexu. Vysledky evropskych a japonskych kment se
vSak v obou pfipadech vyrazné nelisily (Tab. 5; Asocia¢ni index = 3,253; 3,79).
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Obrazek 22: Znazornéni poctu para lisicich se v pfitomnosti jednotlivych mikrosatelitnich alel.
Histogram byl vytvoren v programu AFLPdat pro subpopulaci MG2 (A); MG2 (B); MG3 (C); MG4 (D).
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Tabulka 4: Asociacni index (Brown et al 1980) vypocitany pro jednotlivé skupiny v programu START
po odstranéni klont.

Subpopulace Pozorovand Ocekavana Asociaém’
odchylka odchylka index
MG1 14,829 1,986 6,465
MG2 1,913 1,684 0,136
MG3 7,686 1,727 3,451
MG4 11,948 1,968 5,07

Tabulka 5: Efektivni pocet alel a genotypl pro jednotlivé subpopulace kmeni druhu A. benhamiae.

. . Genotypova Efektivni pocet
Subpopulace n Pocet genotypu . i .
diverzita genotypu
MG1 187 10 0,350 1,53
MG2 42 11 0,765 3,96
MG3_evropska 16 4 0,750 3,37
MG3_japonska 10 4 0,889 4,00
MG4 13 4 0,808 3,93
1 -
£ 08 -
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Obrazek 23: Zavislost genotypové diverzity na poctu lokusli vynesena pro jednotlivé subpopulace
(MG1- MG4) a pro celou populaci druhu Arthroderma benhamiae.
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Procentualni podil

3.4.5 Manifestace onemocnéni v zavislosti na prislusnosti k mikrosatelitni subpopulaci

Souvislost mezi prislusnosti k subpopulaci (MG1, MG2, MG3) a pohlavim pacienta, lokalizaci infekce
(Obr. 24, A; B) nebo vékem pacienta (Obr. 25) u vzork( plvodem pouze z CR (n=195) nebyla
prikazna. Na 5 % hladiné alfa byla korelace velmi slaba (Cramerlv koeficient vysel 0,137 pro
lokalizaci infekce; 0,114 pro pohlavi pacient(l; Kendalllv tau koeficient vysel pro vék pacient( 0,034).
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Obrazek 24: Souvislost mezi pohlavim pacienta (A); lokalizaci infekce (B) a prislusnosti izolata k
subpopulaci druhu Arthroderma benhamiae. Testované kmeny pochazely z pfipadd lidskych
dermatofyt6z v CR. Pocty piipadil v jednotlivych skupindch (n=39 pro MS2; n=155 MS1; n=9 pro
MS3) byly pfevedeny na procentualni podil.
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Obrazek 25: Souvislost mezi vékem pacienta pfislusnosti izolatd k subpopulaci MG1 (n=155), MG2
(n=39) a MG3 (n=9) druhu Arthroderma benhamiae. Testované kmeny pochazely z pfipadl
dermatofytéz v €R. Stfedni horizontalni linie znaci median, horizontalni linie nad a pod medidnem
vymezuji interkvartilové rozpéti, vnitfni a vnéjsi hradby jsou definované jako 1,5 interkvartilového
rozpéti. Kolecka oznacuji odlehlé hodnoty; hvézdicky extrémné odlehlé hodnoty.
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3.4.6. KFizici pokusy

Mezi kmeny patticich do rozdilnych fenotypovych (genotypovych subpopulaci): F1 (MG1); F2 (MG2);
F3 (MG3); F4 (MG4), ani mezi jedinci uvnitf jedné subpopulace, kromé jedinci F4 skupiny, se
nepodafilo navodit pohlavni stadium (viz Tab. 6). V ramci F4 skupiny byl pohlavni proces zaznamenan
mezi kmeny USA 3360 (MAT1-2) a USA 3376 (MAT1-1) a kmeny USA 3355 (MAT1-2) a USA 3356
(MAT1-1) (Obr. 27), prohozenim kmen( mezi sebou nebylo pohlavni stadium navozeno. Infertilni
pseudoaskomata byla ziskana kfizenim kmen( F2 skupiny ME 67 (MAT1-1) a DMF 935 (MAT1-2).
Pseudoaskomata byla obklopena jen nepatrnym mnozstvi perididlnich hyf, které byly svétlejsi nez u
pravych askomat, viecka nebyla pozorovana. Pseudoaskomata se vsak od typickych klubicek, které
samovolné tvofi F2 skupina v kulture, odliSovala kompaktnéjsim tvarem a tvorbou perididlnich hyf.
Mezi pouzitymi agarovymi médii OA a GA nebyl nalezen rozdil ve schopnosti navodit pohlavni
stadium. Mikromorfologie fertilnich askomat byla popisovana na agaru s pfidavkem semen Guizotia
abyssinica po 6 tydnech kultivace pfi 20°C ve tmé. Askomata se v kulture objevila po 4-5 tydnech
kultivace, byla vyrazné Zluta, globdzni nebo subglobdzni, 150 — (500) 750 um v priméru, peridialni
hyfy hojné vétvené, prehradkované, zakonéené bud tupé, nebo tenkosténnymi, spirdlovitymi
privésky, bunky perididlnich hyf byly ¢inkovité, asymetrické, hrubé bradavcité, 5,7-13,9 x 2,8-5,7 um,

viecka kulovitd, osmisporova, 5,2—6,4 um v prliméru, askospory oplosténé, s kruhovym primétem
pfi pohledu shora, 1,5-2 x 2,0-3,2 um (viz Obr. 27).

wrv

Obrazek 27: Pohlavni stadium Arthroderma benhamiae navozené kfizenim kmenti USA 3355
(MAT1-1) a USA 3356 (MAT1-2); kfizeni probihalo ve tmé pti 20°C, na vodnim agaru (agar= 2 % w/v)
s pfidavkem semen Guizotia abyssinica (3 % w/v), Sipkami jsou oznafend mista s pfitomnymi
plodnicemi (A), detail svétle Zlutych plodnic (B), plodnice (gymnothécium) kryté perididlnimi hyfami
(C), vétvena peridialni hyfa (D), viecko s askosporami (E). Méfitka: 50 um (C), 20 um (D), 10 um (E).
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Tabulka 6: Uspé$né kfizici pokusy s vyznaéenim kmen@ druhu Arthroderma benhamiae kde
byla vytvofena prava askomata (tmavé sedé) a kde se vytvorila pouze pseudoaskomata
(svétle Seda). U kmenu, které byly pouzity pfi kfizeni, byl uréen pérovaci typ (MAT1-1,
MAT1-2) a byly zatazeny do jednotlivych morfologickych skupin: F1, F2, F3 a F4. Kromé
druhu A. benhamiae byl kfizen i druh Trichophyton erinacei.

MAT1-2
DMF  DMF  DMF IHEM USA USA
kmeny 935 699 1934 16921 3360 3355
morfologie | F2 F2 F2 T. erinacei F4a F4a
SK 813 F1
DMF921  iF1
Sk578 F1
- ME67 'F2 PA
X Dsis F2
= PN2 ' F3a
JPN3 ' F3a
JPN 10 'F3b
USA3375 |F4a
USA3376 |F4a
USA3356 F4b -
P 837 T. erinacei PA
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4. DISKUZE

Pro druh A. benhamiae, nového plvodce epidemie dermatofytéz v Evropé, bylo vytvoreno deset
variabilnich mikrosatelitnich markerd, které byly spolu se sekvenacni analyzou genu gpdh a oblasti
ITS rDNA nasledné testovany na setu 269 kmenu z pripadl dermatofytéz lidi a zvifat z Evropy, USA a
Japonska. Kmeny byly podrobeny také fenotypové analyze a kfiZicim pokusim.

K porovnani diskriminacni schopnosti jednotlivych markerd pouzitych v této studii byl pro
testované kmeny spocitan Simpsonlv index (Hunter & Gaston 1988), ktery mél pro mikrosatelitni
markery hodnotu D=0,68, ktera byla vyssi neZ pti pouZiti obou sekvencnich markera (D=0,4) (Tab. P1,
pfiloha). Ve studiich pouZivajicich mikrosatelitni markery u hub obvykle vychazi hodnoty Simpsona
indexu vysSi (kolem D=0,9). Takové hodnoty svéd¢i o vysoké schopnosti marker( odhalovat
variabilitu uvniti populace zkoumaného druhu (Leo et al 2015, Leyronas et al 2015, Matute et al
2006). Vtéto studii vsak byly vtestovaném datasetu zastoupeny nékteré vysoce klonaini
subpopulace, coz vyrazné snizuje hodnotu vypocteného indexu (Leo et al 2015). Proto i tato pomérné
nizka hodnota mulze byt dostatecna k odhaleni vnitrodruhové variability A. benhamiae. Z nékterych
lokalit bylo zkoumdano pomérné malo vzork(, presto pocet marker( dostacoval k odhaleni velké ¢asti
vhitrodruhové variability a dalsim pridavanim markerd nebo izolatd by se pravdépodobné
genotypova diverzita zvySovala jen velmi nepartné, jak naznacuje graf (Obr. 23) (neplati pro MG2
subpopulaci).

4.1 Struktura populace druhu A. benhamiae

Mikrosatelitni analyza odhalila v populaci A. benhamiae 32 odlisSnych genotypl a jasné rozdélila cely
dataset do Ctyr subpopulaci (MG1-MG4), které se shoduji jak s morfologickou (F1-F4), tak do jisté
miry se sekvencni analyzou (SG1-SG3). Mikrosatelitni analyza navic oproti sekvencni analyze oddélila
subpopulaci severoamerickych kmenl od evropskych vramci sekvencniho genotypu SG1
(mikrosatelitni subpopulace MG1 a MG4).

V ramci druhu A. benhamiae byly dosud rliznymi autory rozliSovany pouze dvé fenotypové
skupiny s nejasnou molekularné genetickou podporou, tzv. Zluty (v této praci F1) a bily fenotyp (F2)
(Symoens et al 2013). Tato prace vyclenila dalsi fenotypové skupiny F3 a F4 na zakladé rozdilné
fyziologie a vzhledu kultur, jejichz odliSeni od predchozich dvou ma i molekuldrné genetickou
podporu. V ramci téchto Ctyf genotypové i fenotypové podporenych skupin se kromé vzhledu kolonii
(barva a textura kolonii) ukazala byt specificka i rychlost rlistu kolonii na rdznych mediich pfi rdznych
teplotach. Naopak v literature dfive popisovana produkce cerveného (ve stafri hnédého) pigmentu,
kterd ma byt typicka pro bily fenotyp (F2 v této praci, subpopulace MG2), byla nalezena i u fenotypu
F3 (MG3) a F4 (MG4). Produkce Cerveného pigmentu (zkoumano pravdépodobné u subpopulace
MG4) je dédi¢ny znak — monogenni bialelicky systém (Ghani et al 1974), ktery nevykazoval
genotypové specifickou distribuci vzhledem ke viem markerlim (rovnhomérné rozmisténych po
genomu) pouzitym v této studii (mimo genotypy subpopulce MG2, které se vSechny vyznacovaly
produkci ¢erveného pigmentu).

Sekvenéni analyzou ITS regionu rDNA a genu gpdh bylo zjisténo Sest genotypl druhu A.
benhamiae. Tfi z nich, SG1 (tvz. American—European race), SG2 a SG3, jiz byly odhaleny v jinych
pracich (Hiruma et al 2015, Symoens et al 2013). Genotypy SG4 a SG5, oba zastoupené pouze dvéma
izolaty, prifadila sekvencni analyza do blizkosti genotypu SG3, od kterého se morfologii a fyziologii
nelisi. Kmen IHEM 19628 (genotyp SG6), izolovany v roce 1997, byl geneticky nejvzdalenéjsi od vSech
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ostatnich izolatl A. benhamiae za pouZiti vSech analyz a lze spekulovat, jestli se nejedna o odlisny
druh (prestoze druh A. benhamiae je nejpfibuznéjsim druhem vramci A. benhamiae komplexu).
Taxonomické pozici tohoto druhu v rdmci komplexu bude vénovana pozornost v budoucnu.

4.1.1 Druhovy koncept

V populaci druhu A. benhamiae tedy v souhrnu existuji minimalné tfi velké podskupiny (SG1-SG3),
které byly podporeny viemi metodami pouzitymi v této praci. Ctvrtd subpopulace MG4 nebyla
podporena sekvecni analyzou (soucast genotypu SG1).

Podpora druhl na Urovni sekvenci DNA je v soucasné dobé jednou ze stéZejnich podminek i
vzhledem ke stale SirsSimu pouZivani sekvenovani pro rutinni identifikaci lidskych patogend, véetné
dermatofytl. V tomto ohledu jsou zde rozpoznané skupiny od sebe natolik sekvenéné vzdalené, Ze by
mohly byt klasifikovany jako dva (poptipadé tfi) odliSné druhy. Stabilni fenotyp u téchto skupin,
unikatni ristové charakteristiky a ekologie tento koncept také podporuji.

PFi takovém scénafi by druhové jméno A. benhamiae bylo ponechano skupiné odpovidajici
sekvencnimu genotypu SG1, protoZe zahrnuje ex-typovy kmen druhu CBS 623.66 (pfistupové Cislo
k ITS sekvenci v databazi GenBank: JX122281). Sekvencni rozdil mezi touto skupinou (SG1) a skupinou
odpovidajici genotypu SG2 byl v ITS rDNA pét substituci a jeden indel, analyzou genu gpdh potom pét
substituci. Podobné byl nalezen sekvencni rozdil i mezi genotypy SG1 a SG3 sedm substituci a jedna
delece v ITS oblasti a osm substituci v gpdh genu. Sekvenéni rozdil mezi genotypem SG2 a SG3 byl dvé
substituce v ITS rDNA oblasti a tfi v gpdh genu.

Ackoli v této studii nebylo kfizeni mezi jednotlivymi vSemi genotypy SG1-3 zaznamenano,
v jinych studiich se navodit pohlavni stadium podafilo (Kawasaki et al 2008a, Symoens et al 2013,
Symoens et al 2011). U antropofilnich a zoofilnich dermatofytl nejsou ale reprodukéni bariéry zcela
2009, Kawasaki et al 2010). Ke kfizeni odlisnych druh( ale v pfirozenych podminkach pravdépodobné
nedochazi vzhledem k odliSnym hostitellim a klondlni povaze populaci téchto druhd (Graser et al
2006, Graser et al 2007, Sharma et al 2007). DileZita je také Zivotaschopnost takto vzniklého
potomstva. Je moziné, Ze i pres Uspésné in vitro kfizeni, neni potomstvo dostate¢né Zivotaschopné a
nemulze dat vzniknout dalSim generacim potomkd. To mlzZe byt ptipad i populaci odpovidajicim
genotypl SG1-3.

Zivym (rostoucim) potomk(im 1. generace davalo vzniknout k¥izeni mezi genotypem G1 a G3
(Kawasaki et al 2008a). Schopnost 1. generace potomkll se dale kfizit a dat vzniknout dalSim
generacim, ale nebyla nikdy zkoumana. Snizena fitness potomstva se pfitom muze projevit aZz
neschopnosti kfizenc pohlavniho procesu. Pfedpoklada se, Ze tyto tzv. postzygotické bariéry mezi
druhy mohou hrat u dermatofytl zasadni roli.

Popis pfipadnych novych druh( nebyl cilem této prace a bude predmétem dalsich diskuzi.

4.1.2 Klonalita vs. rekombinace

Kfizeni mezi jedinci druhu A. benhamiae bylo sice v laboratornich podminkach zaznamenano
(Symoens et al 2013), v pfirozenych podminkach vsak nikdy pozorovano nebylo, podobné jako u
vétSiny primarné patogennich dermatofytll. K pohlavnimu rozmnoZovani dochazi pouze béhem
nepatogenni casti Zivotniho cyklu, protoZe Sifeni infekce mezi hostiteli je omezeno pouze na
nepohlavni proces - pomoci arthrokonidii v odlouc¢enych keratinizovanych tkanich (Saito et al 2001).
Mistem, kde u dermatofyt probiha sexualni ¢ast Zivotniho cyklu je plida, nebo napf. nory hostitel(.
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O pohlavnim rozmnoZovani mizZzeme tedy uvaZovat pouze pfi rozsifeni patogena mezi volné Zijicimi
hostiteli. V podminkdch, kde je podestylka domacich zvifat stale ménéna popf. ve vysoce
hygienickych podminkach lidskych domacnosti, je tento proces prakticky znemoznén (Summerbell
2002). Pokud patogen ztrati moznost uplatiiovat saprofytickou ¢ast Zivotniho cyklu véetné sexudlniho
procesu, jak se tomu stalo u fady patogennich dermatofytl, pak tento typ Zivotni strategie nutné
vede k selekci klon(, které se mohou v populaci hostitele Uspésné horizontalné Sifit. Postupem casu
mohou tyto klony naprosto previadnout a zcela se geneticky izolovat od plvodni populace druhu.

Tato situace mohla nastat u druhu A. benhamiae, ktery se Sifi pfedevsim mezi domacimi
mazlicky a jejich chovateli prfimym kontaktem, kde je pfilezitost k uplatnéni saprofytické cast
zivotniho cyklu minimalni. Proto neni zadnym prekvapenim, Ze bylo u vSech subpopulaci (MG1-4)
zaznamenano prevazné klondlni Sifeni a nepohlavni proces je u nich zfejmé jedinym, nebo velmi silné
dominujicim zpUsobem Sifeni (kromé subpopulace MG2). Rekombinace byla tfi ze ¢tyf subpopulaci
(MG1, MG3, MG4) zamitnuta vypocitdnim asociacniho indexu a potvrdila ji také nizkd genotypova
diverzita (zejména u subpopulace MG1), ktera se pridavanim dalSich marker( zvySuje jen nepatrné
(Obr. 23). Nejvice klonalni charakter Sifeni byl pritomen mezi jedinci subpopulace MG1. Klonalni
Sifeni podporuje i fakt, Ze v rdmci vech subpopulaci byl pomér parovacich typl vyrazné vychylen ve
prospéch jednoho parovaciho typu, nebo byl dokonce nalezen pouze jeden parovaci typ (MG1, MG3).

Zatimco subpopulace MG1, MG3 a MG4 mUliZeme povaZovat za klonalné se Sifici, mezi kmeny
MG2 subpopulace zifejmé k pohlavnimu procesu dochazi, nebo dochazelo v minulosti. Pro tento fakt
svédci nejen to, Ze jsme nemohli zamitnout hypotézu rekombinace (1,=0,13), ale také velké mnoZstvi
haplotypl, jejichZ diverzita nebyla ani pfi pouZiti 10 mikrosatelitnich marker( vycerpana (Obr. 23).
Velky nepomér pdrovacich typt (MAT1-2:MAT1-1 = 4:39) u této subpopulace by spiSe napovidal jeji
klonalité, proto byly zde zjiSténé znamky pfirozené rekombinace prekvapivé, podobné jako napf. u
jedné ze subpopulaci druhu M. canis (Sharma et al 2007). Jednim z vysvétleni muze byt vyskyt této
subpopulace (MG2) i mezi volné Zijicimi zvifaty, kde dochazi k pohlavnimu procesu a generovani
genetické diverzity druhu. Zjistény vyskyt rekombinujici populace u druhu M. canis byl také omezen
zejména na zvirata (kocky, psi a koné), naopak vysokou klonalitu vykazovaly izolaty ze clovéka
(Sharma et al 2007). Také nékteré lokalizace infekci zplisobenych A. benhamiae u domacich zvirat,
napf. v okoli ¢enichu u psa (moZny nasledek norovani), by naznacovaly pfenos infekce z plidy nebo
volné Zijiciho zvifete. Vyskyt A. benhamiae mezi volné Zijicimi hlodavci v Evropé neni mozné potvrdit
kvlli taxonomickym nejasnostem v komplexu T. mentagrophytes v minulosti a chybéni recentnich
izolatd identifikovanych molekularné genetickymi metodami.

Znalost zplUsobu mnoZeni populace (klonalita vs. sexualita) mlizZe byt dllezitd z mnoha
dlvodu. Klonalni populace negeneruji v takové mire variabilitu ve srovnani s rekombinujici populaci,
a proto by se nemély v klondlnich populacich selektovat dalsi vice virulentni kmeny (Dighton et al
2005, Zeigler et al 1995), nebo kmeny rezistentni na antimykotika (Anderson 2005). Klonalni
populace mohou byt vyhodou i pro vyvoj diagnostickych testi pro klinickou praxi, protoZze mohou byt
diky nizké variabilité témito testy snadno podchyceny.

4.1.3 Zastoupeni parovacich typu

Jak bylo popsano vyse, vychyleni ve prospéch jednoho parovaciho typu bylo zaznamenano v ramci
viech zjisténych subpopulaci druhu A. benhamiae, u subpopulace MG2 ve prospéch MAT1-2 (mt+), u
subpopulaci MG1, MG3 a MGA ve prospéch MAT1-1 (mt-). U MG1 a MG3 nebyl opacny parovaci typ
MAT1-2 (mt+) vlibec zaznamenan. Podobné vysledky byly zaznamenany uz dfive (Hiruma et al 2015,
Summerbell et al 2002, Symoens et al 2013). Tento jev je v rdmci patogennich dermatofyt pomérné
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béiny (Graser et al 2006) a pravdépodobné jde pouze o logicky dlsledek klonality subpopulaci (viz
vyse) (Summerbell 2002).

Muze byt jen vysledkem nahody, ktery ze dvou parovacich typl se v populaci jako klon
prosadi. U nékterych patogennich hub ale byla zjiSténa rozdilnd virulence izolatl s rozdilymi
parovacimi typy (Cheema & Christians 2011, Kwon-Chung et al 1992, Nielsen et al 2005). U
dermatofyt prevladaji u rznych druhl rGzné parovaci typy, napf. parovaci typ MAT1-2 je jedinym
parovacim typem zndmym u patogennich druhl T. verrucosum nebo T. tonsurans, naopak pouze
MAT1-1 je zndmy u druhu T. rubrum a T. violaceum (Obr. 1) (Graser et al 2006). Odlisna virulence
opacné ladénych izolatl in vivo ale nebyla pozorovana ani u druhu A. benhamiae, ani napf. u druhu
M. gypseum (Li et al 2010, Rippon & Garber 1969). Pfesto byl u druhu A. benhamiae mezi parovacimi
typy objeven rozdil ve spektru vylu¢ovanych enzym( (Rippon & Garber 1969).

4.1.4 Krizeni

Pohlavni stadium bylo v této studii navozeno pouze mezi izolaty genotypu SG1 plvodem ze Severni
Ameriky (mikrosatelitovd subpopulace MG4). Uspé&$né kfizeni bylo pravdépodobné v ramci této
subpopulace (12 kmenl plvodem z USA) jiz zaznamendno v minulosti (Summerbell et al 2002),
vysledky vsak nebyly potvrzeny sekvencni analyzou. KtiZici pokusy vsak byly z celkového pohledu
pomérné neuspésné v kontextu drivéjsSich studii, které Uspésné navodily kfizeni i v ramci jinych
genotypu (SG2) a dokonce i mezi riznymi genotypy druhu A. benhamiae navzajem (mezi SG1 a SG2, a
SG1 a SG3) (Obr. 28) (Hejtmanek & Hejtmankova 1988, Kawasaki et al 2008a, Kawasaki et al 2002,
Summerbell et al 2002, Symoens et al 2013). Ve vétsiné pripadl vsak identifikace izolatd nebyla
potvrzena sekvencni analyzou, proto se da s jistotou potvrdit pouze kfizeni genotypt SG2 (pfistupové
Cislo v GenBank: AY315661) (Symoens et al 2013) a SG3 (pfistupové Cislo v GenBank: AB573044)
(Kawasaki et al 2008a) s SG1 genotypem (ex-typovy kmen, plvodem z USA).

SG2*
>\ MG3

Obrazek 28: Shrnuti vysledkt kfiZicich experiment( (dfive publikované i provedené v této praci)
mezi jednotlivymi genotypy zjisténymi sekvencni analyzou ITS rDNA - SG1-3 (Kawasaki et al 2002,
Symoens et al 2013) a mikrosatelitni analyzou - MG1-4. Krizeni mezi skupinami je naznaceno Sipkou,
hvézdickou jsou oznaceny skupiny, uvnitf kterych bylo pohlavni stadium indukovano.

? RV 2667
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Indukce pohlavniho stadia u hub je komplikovany proces, ktery vyZzaduje nalezeni vhodnych
podminek pro kfizeni (médium, teplota, svétlo, aj.). Nékteré kultury navic po urcité dobé ztraceji
schopnost tvorby pohlavniho stadia (Takashio 1979), coz mize byt jednim z divod( neulspéchu. Ve
vySe zminovanych studiich se pohlavni stadium mezi rdznymi genotypy podafilo navodit kfizenim
pouze s jednim kmenem IHEM 3287 = RV 26678 (monosporicky izolat a kfizenec ex-typového kmenu
s kmenem IHEM 24908), ktery v této studii nefiguroval. Tento kmen se Udajné vyznacuje produkci
cerveno-hnédého pigmentu na SAB agaru (Kawasaki et al 2008a) a podle sekvence ITS rDNA a gpdh
sekvence (AB088677, AB573057) kmen patfi ke genotypu SG1 a je jednim z potomkl extypového
kmene (CBS 623.66) pochazejictho z USA, proto bychom se mohli domnivat, Ze patfi do
severoamerické subpopulace MG4. Struktury podobné askomatlm, nebo fertilni askomata se
podafilo navodit u vSech testovanych kmen( pfi kfizeni s IHEM 3287 (Symoens et al 2013), cozZ je
neobvyklé a svédci to o vysoké schopnosti tohoto kmene k indukci pohlavniho stadia.

4.1.5 Rezervoar druhu A. benhamiae

Jako rezervodr infekci jsou u druhu A. benhamiae udavana predevsim morcata a dalsi hlodavci,
v nékterych oblastech také psi (Drouot et al 2009, Fumeaux et al 2004, Nenoff et al 2014, Saito et al
2001), coZ potvrdila i tato studie (Obr. 7). Chované morce v domdcnosti udavalo v této praci 23 %
pacientl s dermatofytdzou zplsobenou A. benhamiae. Morcata byvaji v domacich chovech driena
bez moznosti kontaktu s jinymi zvitaty, ¢i venkovnim prostfedim. K pfenosu nakazy mezi morcaty
proto musi probihat jiz ve zverimexech nebo vétSich chovech, ¢emuz také nasvédcuji lokalni
epidemie infekci v obchodech se zvifaty (Cafarchia et al 2012, Shiraki et al 2006a, Simaljakova 2010,
van Avermaete 2014). Infekci je ¢asto bezpfiznakova a projevuje se aZ pti oslabeni organismu zvifete,
proto je nezfidka ndkaza moréete identifikovana zpétné ai pfi manifestaci u chovatele. Casto byva
v jedné domdcnosti nakazeno i vétSi mnoiZstvi osob, které pfisly do kontaktu s moréetem. Témér
21 % pacientli neudava kontakt s moréetem, ani jinym zvifetem v domdcnosti (popf. také u svych
pratel, ¢i pfibuznych) To je zfejmé ve vétsiné pripadl zplsobeno neldplnym odebranim anamnézy od
pacientd, v nékterych ptipadech snad muze roli hrat i zde neidentifikovany zdroj infekce.

V minulosti byl jiz dokumentovan pfipad prfenosu mezi chovatelem a jeho kralikem (Saito et
al 2001), v této praci jsme poutzily stejné izolaty (JPN4, JPN9) a mohlo tak byt potvrzeno, Ze kralik i
majitel byli nakazeni stejnym genotypem druhu A. benhamiae.

zvire

Pohlavni
proces

Obrazek 28: Pravdépodobny model
Zivotniho cyklu A. benhamiae
(saprofyticka ¢ast Zivotniho cyklu
vpldé se pravdépodobné tyka
zejména izolatl subpopulace MG2).
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4.1.6 Pohlavni dimorfismus

Pohlavni dimorfismus je zatim nepopsany jev u dermatofytl, a byl pozorovanym pouze u
nepribuznych hub, jako napf. Neurospora tetrasperma, kde se projevil rozdilnou barvou mycelia,
konidii a rozdilech v protoperitheciich (Samils et al 2013a, Samils et al 2013b). Rozdily
v makromorfologii, zejména barvé reverzu kolonii, byly zaznamenany mezi MAT1-1 izolaty a MAT1-2
izolaty MG2 subpopulace. Izolaty s MAT1-1 parovacim typem byly ale reprezentovany pouze tfemi
kmeny (¢tvrty kmen byl starSiho data, coz ovlivnilo jeho morfologii), u vSech ale byla pozorovéana
charakteristickd morfologie, ktera se byla velmi podobné F3a fenotypu, ale oproti této skupiné se
odliSovala tvorbou hnédého pigmentu ve stfedu kolonii (Obr. P2).

4.2. Epidemie zpUsobena druhem A. benhamiae v Evropé

Ackoli stale Castéji pfichazi zpravy o zvyseném zachytu A. benhamaie v Evropé (Fumeaux et al 2004,
Nenoff et al 2014, Uhrlass et al 2013), nemusi to nutné znamenat tak vyrazny narGst incidence
pfipadl oproti minulosti, jak by se mohlo na prvni pohled zdat. | kdyZ o incidenci jednotlivych druhi
dermatofytd mame mnoho dokladd z minulosti (Havlickova et al 2008, Seebacher et al 2008) rozsahlé
taxonomické zmény na prelomu tisicileti (Graser et al 1999a, Graser et al 1999b) a diagnostika
zaloZena na morfologickych znacich znesnadnuji srovnani téchto studii s vysledky sou¢asnych studii.
Existuji nesporné dlkazy, Ze genotyp G2 (podle ITS rDNA) byl v Evropé pfitomny jesté pred zacatkem
epidemie datované kroku 2002 (Fumeaux et al 2004). Jde zejména o nékolik v neddvné dobé
sekvenovanych kmenl, které byly izolovany v minulosti po celé Evropé: RV14387 (v této studii pod
nazvem - IHEM 25139, rok 1972, Francie, GenBank: AB458215); kmen RV14988 (rok 1973, Spanélsko,
GenBank: AB458213) (Takashio 1974); CBS 934.73 (rok 1973, Némecko, GenBank: AB458214); CBS
280.83 (rok 1982, Nizozemi, GenBank: Z98016) a nékolik dalSich kmen( izolovanych v obdobi 1977-
1979 ve Finsku (Aho 1980, Takeda et al 2012). Dlvodem proc nebyl tento druh v epidemiologickych
studiich zmifiovan, byla jeho taxonomicka klasifikace jako T. mentagrophytes. Ani fenotyp tohoto
druhu nam pfili§ nenapovi, protoze F2 fenotyp je ve své makromorfologii podobny dalsim druhdm T.
mentagrophytes komlexu (Graser et al 1999b, Nenoff et al 2007). NemUZeme tedy presné urdit, jak
moc (nebo jestli) se incidence pfipadl infekci zplsobenych timto genotypem oproti minulosti
zmeénila.

Naopak nebyl zjistén zadny kmen genotypu G1 pritomny v Evropé pred zacatkem epidemie,
prvni kmen tohoto genotypu byl pravdépodobné zachycen ve Svycarsku v roce 2003 (kmenu IHEM
20159, tato studie), dalsi pfipady jsou lokalizované v Némecku, Belgii a v neposledni radé také v
Ceské republice (Hubka et al 2014b, Nenoff et al 2014, Uhrlass et al 2013). Zdména tohoto druhu s T.
mentagrophytes vtomto pfipadé neni kvuli odlisSné morfologii pravdépodobnda. Nanestésti je ale
problematické jeho odliSeni od M. canis na zadkladé makromorfologie (Obr. P9, pfiloha).
Mikromorfologie, dalsi laboratorni testy a také anamnestické uUdaje oba druhy snadno odlisi
(Skofepova et al. 2014). Incidence infekci plsobenych M. canis se v ceské populaci drzi na pfiblizné
stejné Urovni nebo se mirné zvysuje (Hubka et al 2014b, Kuklova & Kucerova 2001). Kdyby v minulosti
opravdu dochazelo k zaménovani druhG M. canis a A. benhamiae, muselo by se po molekularnimi
metodami ovérené identifikaci druhl ukazat sniZujici se zastoupeni druhu M. canis v populaci, k tomu
vSak nedochazi (Hubka et al 2014b, Hubka et al 2012, Uhrlass et al 2014). Proti zaméné téchto dvou
druht svéddi také rozdilné hostitelské spektrum obou druh(. Infekce zplsobené druhem M. canis
jsou na clovéka prenaseny hlavné z kocek, pst a koni, naopak rezervodrem A. benhamiae jsou v
nasich podminkach predevsim morcata.
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4.2.1 Geneticka charakteristika a puvod kment plsobicich epidemii v Evropé

Jako plvodce epidemie zplsobené druhem je moZné oznacit subpopulaci MG1 a to z nékolika
davodd.

1. Subpopulace MG1 je zodpovédnd za 64 % infekci zachycenych touto studii a 79 % vSech
evropskych infekci. To svédéi o vétsi schopnosti prenosu na clovéka (virulenci) kmenl této
subpopulace nez je tomu u kmenu ostatnich subpopulaci.

2. lzolaty této subpopulace vykazovaly vysokou miru klonality a tedy malou genetickou
diverzitu. Také fenotyp kmen0 byl velmi uniformni.

Budeme -li vychazet z predpokladu, Ze evropska epidemie infekci zplisobend A. benhamiae je
zpUsobena subpopulaci MG1, kterd v Evropé do vypuknuti epidemie nebyla pfitomna, musime se
ptat, kde je jeji plvod. Odstépeni subpopulace MG1 od subpopulace MG2 a MG3 pfitomnych v
Evropé je pro kvali vysoké sekvencni rozdilnosti nepravdépodobné. Jako pravdépodobnéjsi misto
plvodu subpopulace MG1 se jevi odstépeni od subpopulace MG4, kterd zahrnuje pouze americké
kmeny a to z nékolika divodu:

1. VSechny analyzy pfifadily subpopulaci MG1 do blizkosti MG4, sekvenéni markery dokonce tyto dvé
subpopulace od sebe nedokazaly oddélit.

2. Zatimco v americké subpopulaci MG4 byly kromé izolatl s parovacim typem MAT1-1
pfitomné i izolaty MAT1-2, Zadné MAT1-2 izolaty nebyly nalezeny v subpopulaci evropskych kmenl
MG1 (n=188).

3. Diky chybéjicimu pohlavniho procesu se kmeny subpopulace MG1 S§ifi striktné klonalné. U
subpopulace MG4 bylo sice také zjisténo klondlni Siteni, oproti subpopulaci MG1 vsak méla vysokou
genotypovou diverzitu a kfizeni mezi izolaty této subpopulace bylo zaznamenano, coz muize
znamenat pfitomnost pohlavniho procesu v nedavné minulosti.

4. Druh A. benhamiae byl plvodné popsan z pripadl dermatofytdézy v Americe (Ajello &
Cheng 1967), coz svédci o jeho pfitomnosti vtomto regionu v minulosti. Typovy kmen z tohoto
regionu spada podle sekvence ITS rDNA (GenBank: JX122281) do subpopulace MG1/MG4.

V souhrnu se da fici, Ze americka subpopulace A. benhamiae (MG4) je geneticky mnohem
rozmanitéjsi nez evropska (MG1), ktera je pravdépodobné zvelké casti klonem odvozenym od
virulentniho kmenu s moznym plvodem v Americe (centrum genetické diverzity druhu). Mozna tento
kmen ani nemusel byt vice virulentni, ale v evropské prostredi se dokazal prosadit, diky lokalnim
odliSnostem. Otazka je, vcem je severoamerické prostiedi jiné neZ evropské, a proc k epidemii
dochazi pouze v Evropé? Jednim z divodl mize byt, Ze se chov morcat a kralikd v USA (1,9 %
domacnosti podle (AVMA 2012), ddaj z roku 2012) nedrzi v takové oblibé jako v Evropé (Némecko:
6,4 %, podle http://www.lgl.bayern.de/tiergesundheit/tierschutz/tierhaltung heimtiere/index.htm,

Udaj z roku 2009; Velka Britanie 3,6 % domacnosti podle http://www.pfma.org.uk/pet-population/,

Udaj z roku 2013). Naopak chov psli v USA (36,5 % domacnosti) je oblibenéjsi nez v Evropé (Némecko:
13,3 %, Velkd Britanie 25 % domacnosti), neplati to ale pro Ceskou republiku, kde psa chové a7 43 %
domacnosti. Podle vyzkum, do kterych se zapojilo vice nez 600 vyrobcd krmiv, je chov morcat
nejoblibené&jsi v Belgii, déle v Nizozemi, Svycarsku a Spanélsku, naopak Ceskd republika pat¥i podle
této statistiky k drobnym chovateldim moréat. Otazkou je, do jaké miry Cesi tato krmiva nakupuji (The
European Pet Food Industry; ke stazeni zde: http://www.fediaf.org/facts-figures/) (Obr. P10, pfiloha).

Americké prostiedi je zfejmé pfiznivé pro pohlavni rozmnoZovani (nebo alespon bylo), kdezto
situace v Evropé naopak nahrava klonalnimu Siteni. Rozdily mezi evropskym a americkym prostfedim
mohou byt predevSim v pritomnosti pfirodniho rezervodru druhu v Americe oproti Evropé.
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PfedevsSim v zalesnénych oblastech Severni Ameriky Ziji blizce pfibuzni morcete domaciho (Cavia
porcellus) urzoni kanadsti (Erethizon dorsatum). Infekce zpUsobend A. benhamiae (konkrétné
genotypem SG1, GenBank: AB236405) byla u urzon( plvodem z USA a Kanady zjiSténa po prevezeni
do japonské ZOO (Takahashi et al 2008). Urzoni zacali byt chovani v evropskych ZOO na pfelomu
milénia (OlSovd 2012). Po padesatileté prestavce je také od roku 2003 zacala chovat i ZOO Praha
(http://www.zoopraha.cz/zvirata-a-expozice/lexikon-zvirat?d=308-urzon-kanadsky). Dalsim moznym
rezervoarem infekci mohou byt myvalové severni (Procyon lotor), u kterych uz infekce nékterym z
druhll T. mentagrophytes komlexu v USA zjisténa byla (mohlo jit i o A. benhamiae)(Al-Doory & Moore
1971). Myvalové severni tvofi volné Zijici populace i Evropé, kde byli ve volné pfirodé pozorovani uz

od 30. let 20. stoleti (chov myvali pro koZesinu je jesté starSiho data)(Mdiller-Using 1959), ale
k rozsiteni dosSlo az na prelomu tisicileti, a to zejména v Némecku a Polsku, pozorovani ale byli i
v Madarsku ¢ Spanélsku (Fischer et al 2015, Heltai et al 2000, Hohmann et al 2000, Popiotek et al
2011). V Ceské republice se pravdépodobné vyskytuji az od roku 2000, populace myvala dosahuje
v CR odhadem nékolik stovek kusti (Mat&jd et al 2012, Musilova et al 2011) Jak urzoni, tak myvalové
mohou byt hostitelé kmenl MG1 subpopulace A. benhamiae, tuto subpopulaci kmen( tak mohli
introdukovat do Evropy a Japonska.

Evropska a americkd populace jsou od sebe jiz dlouhou dobu oddéleny (alely jsou fixovany
pro jednotlivé populace; Fst=69), coz neodpovidda neddvnému vzniku evropské subpopulace, tato
subpopulace ale mohla vzniknout v Americe (napf. v populaci urzonl ¢i myvald) a aZz nasledné se
prenést do Evropy. Americky plvod evropské subpopulace MG1 by mél byt ovéren testovanim vice
kmentd amerického plvodu z odlisnych hostitel(.

4.3. Epidemiologicka situace v Japonsku

Arthroderma benhamiae nebyla pfed rokem 1997 nikdy v Japonsku zjisténa i pfes rozsahlé kfizici
pokusy (Hironaga & Watanabe 1980). Tento druh je zde povazovan za druh introdukovany (Hiruma et
al 2015). Japonské izolaty vykazuji na zakladé sekvencni analyzy (SG3) jednotny genotyp a kromé
jednoho izolatu (JPN 10) také jednotny fenotyp (F3a). Stejny genotyp je sdileny i s nékterymi
evropskymi kmeny, ty ale maji odliSny fenotyp (stejny jako izolat JPN10 - F3b), ale analyzou
mikrosatelitd bylo zjisténo, Ze netvoti jednotnou subpopulaci. Je tedy mozné, bez ohledu na odlisny
fenotyp, ktery mize byt i disledkem stafi kultur, Ze tento genotyp byl zanesen do Japonska z Evropy.

Mezi 22 izolaty z Japonska byl nalezen pouze jeden kmen (JPN8 - NUBS1300, také zkoumany
v této praci) odliSného sekvencniho genotypu (Hiruma et al 2015, Mochizuki et al 2001, Takeda et al
2012), izolovany z pripadu dermatofytozy u osmaka degu, ktery patfil k subpopulaci MG1 (evropska
subpopulace). Tento genotyp vSak nemliZzeme oznacit za pUvodce japonské epidemie, protoze byl
odlisen mikrosatelitni analyzou od evropskych izolat(, navic jde pouze o jeden kmen.

Chov osmaku je pomérné novou zalezitosti. V Japonsku a Evropé byli prvni osmaci chovani
v domacnostech aZ na zac¢atku 90. let a je proto mozZné, Ze jsou to pravé osmaci dovezeni z Ameriky
(kde ma jejich chov delsi tradici), ktefi zavlekli izolat JPN8 subpopulace MG1 (ale odliSného genotypu
neZ maiji izolaty jinych hostiteld MG1 v Evropé) do Japonska (pfipadné do Evropy).
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5. ZAVER

K odhaleni vnitrodruhové variability druhu A. benhamiae byly navrieny polymorfni mikrosatelitni
markery, které vykazovaly lepsi diskriminacni schopnost nez sekvenovani ITS rDNA nebo genu gpdh.
Mikrosatelitni markery, sekvencni a fenotypova analyza odhalily v populaci A. benhamiae tti velmi
dobre definované skupiny (SG1-3), které by mohly byt hodnoceny i jako samostatné druhy.
Dohromady vsak byly objeveny subpopulace ¢tyfi (MG1-4), protoZe skupina SG1 byla rozdélena
mikrosatelitni a fenotypovou analyzou na dvé subpopulace - evropskou (MG1) a americkou (MG4).
VSechny subpopulace mély vyrazné vychyleny pomér parovacich typl ve prospéch MAT1-1
parovaciho typu a byly hodnoceny jako klonalni (kromé MG2). Subpopulace MG2 byla jedina
vychylend ve prospéch MAT1-2 parovaciho typu a rekombinace mezi kmeny této subpopulace nebyla
pouzitymi testy zamitnuta. Vysvétlenim mozné pritomnosti pohlavniho rozmnozovani mezi kmeny
této subpopulace mlzZe byt jeji rozsiteni mezi volné Zijicimi zvifaty, odkud se infekce prendsi na
clovéka. Zajimavym zjisténim byl také objev, pro houby velmi neobvyklého, pohlavniho dimorfismu
mezi kmeny této subpopulace.

VSechny analyzy provedené ve studii jasné identifikovaly jako plvodce epidemie infekci v
Evropé kmeny mikrosatelitni subpopulace MG1 (sekvencéniho genotypu SG1), které byly hodnoceny
jako vice virulentni (vice prenasené na clovéka), vysoce klonalni a v minulosti (pfed rokem 2003) se
v Evropé nevyskytovaly. Jako pravdépodobny se ukazal pivod téchto kmena v Severni Americe a je
mozné, Ze tento prenos bude mit souvislost s chovem urzona kanadského (Erethizon dorsatum) nebo
s v Evropé volné Zijicimi populacemi myvala severniho (Procyon lotor). Tato hypotéza ale musi byt
dale testovana napf. izolaci dermatofytll od téchto v Evropé introdukovanych druh(. Zastoupeni
kmen( jednotlivych subpopulaci (MG1-3) v rdmci Evropy nesouviselo s jejich geografickym plvodem,
ani hostitelem (izolaty ze zvitat byly rovhomérné distribuovany napfic¢ vSemi subpopulacemi).

Navrieny systém typizace kmen( druhu A. benhamiae mize byt pouZit pro monitoring
dalsiho vyvoje epidemie zpUsobené druhem A. benhamiae v Evropé. Mimo jiné muze také pomoci
objasnit dynamiku prenosu dermatofytll mezi zvifecimi a lidskymi hostiteli, umozni detekovat
ohnisko infekci (napf. chovy hlodavci), které zplsobuji zvyseny zachyt infekce timto druhem v rdmci
urcité oblasti.
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Obrazek P1: Procentualni podil jednotlivych druhGi dermatofyti izolovanych z pfipadu
dermatofytéz na lékafskych pracovistich v CR (n=5447) vletech 2011 (n=904), 2012
(n=1710), 2013 (n=1593) a 2014 (n=1240).
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Obrazek P2: Makromorfologie kmenu ME 67 (fenotyp F2, MAT1-1 parovaci typ) druhu
Arthroderma benhamiae pfi 25°C po 14 dnech kultivace na SAB (A), MEA (B) a PDA (C).

Obrazek P3: Makromorfologie kmenu IHEM 4030 (fenotyp F3) druhu Arthroderma benhamiae pfi
25°C po 14 dnech kultivace na SAB (A), MEA(B) a PDA(C).
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Tabulka P1: Pocty genotypu, frekvence jednotlivych alel a Shannonlv index diverzity (D) jednotlivych lokusd pro mikrosatelitni a sekvenc¢ni data.

Mikrosatelitni analyza

Sekvencni analyza

V8echny

Lokus | AB.CT21 ABCT21b ABTAGI6 ABTCITb ABTC20 ABTCAI6 ABAG2I ABTC19 ABTCI7a ABAG2 '\ gpdh ITS ITS+gpdh
D |049 0,48 0,62 0,47 0,42 0,49 047 0,48 0,48 0,52 0,68 0,39 0,39 0,4
Pocet | 4 6 13 5 6 9 6 6 7 6 32 5 6

genotypu

228 0,74 271 037 205 595 328 037 173 037 251 037 325 7,81 227 558 260 037 347 037 YEL1 112| 1 758 1 758 SG1 758
240 7,81 273 595 233 52 346 037 183 7,81 268 037 339 037 231 037 270 818 367 074 YEL2 26| 2 16 2 167 SG2 16
242 074 279 695 236 186 356 126 185 074 280 818 351 19 233 70,3 276 037 369 658 YEL3 112| 3 781 3 632 SG3 632
246 037 280 037 239 855 358 164 187 751 283 119 353 223 237 037 278 074 371 409 YEL4 074| 4 037 4 0,74 SG4 074
248 409 183 156 246 037 360 703 195 967 286 409 355 074 239 152 280 152 375 171 YEL5 892 5 0 SG5 0,74

Alelya | 250 112 291 818 255 037 197 632 292 699 361 699 241 818 282 69,9 377 119 YEL6 0,37 SG6 0

fJe“Ch 252 52 281 595 298 3,72 286 52 YEL7 55

rekvence
o | 264 703 284 9,29 301 1,12

258 0,37 287 6,69 316 0,37
290 0,74
293 0,37
296 0,37
299 0,74
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Obrazek P4: Fylogeneticky strom

znazornujici vnitrodruhovou
variabilitu  druhu  Arthroderma
benhamiae vytvoreny na
zakladé mikrosatelitnich dat
v programu FAMD (Dieringer &
Schlotterer 2003). Kmeny jsou
zvyraznény podle pfislusnosti
k jednotlivym subpopulacim
(MG1-MG4). Barevné kaddy:

vnitfni  kruh - barevné
vyznacuje prislusnost
kmend ke genotypu
zjiSténého sekvencni

analyzou ITS rDNA a genu
pro gpdh; druhy vnitini
kruh - plvod kmen0; treti
vnitfni  kruh - fenotyp
kmen; ¢tvrty vnitini kruh
- prislusnost  kmenu
k jedné ze dvou idiomorf
MAT genu (MAT1-1 nebo
MAT1-2), paty vnitfni kruh —
rok izolace, Sesty vnitfni kruh
— pohlavi pacienta, vnéjsi kruh
— izoldty ze zvifat. Strom byl
vykreslen v programu iTOL (Letunic
& Bork 2007).

Subpopulace
MG1
MG4
MG3
MG2

7) Zvite

Pes

Morce

6) Pohlavi pacienta

Zena
Muz

5) Rok izolace

od roku 2009
2009 - 1997

do roku 1997

1 17

4) KFiZici typ
MAT1-1
MAT1-2

3) Fenotyp

F1
F2
F3a/F3b
Fda / Fab

2) Puvod

Ceska Republika
Evropa
Japonsko

USA

1) Genotyp
(sekvenéni analyza)

G1
G2
G3
G4
G5




A 100

0.80
060
040
020

0.00

B 100

0.80
060
040

020

0.00

! Y

MG3 (F3) MG2 (F2) MG1 (F1) MG4 (F4)

Obrazek P5: Vystup z programu STRUCTURE znazorfujici shlukovani jedincti do skupin na zakladé
genetické podobnosti mezi jedinci. Shlukovani jedincli v pfipadé rozdéleni do tfi skupin (K=3) (A);
shlukovani jedincl v pfipadé rodéleni do sedmi skupin (K=7) (B), pfislusnost k jednotlivym
fenotypovym skupindm (F1-F4) a pfislusSnym subpopulacim (MG1-MG4) je zndzornéna pod grafy.
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Obrazek P6: Charakteristiky jednotlivych béhl programu Structure ukazujici na rozdéleni datasetu
do optimalniho poctu skupin (K). Koeficient podobnosti (A) a logaritmus pravdépodobnosti (LnP) (B)
mezi jednotlivymi béhy programu pro K =10; pridmérné AK pocitané jako prlimér absolutnich hodnot
miry zmény mezi dvéma pary béhu programu Structure (C). Charakteristiky byly vypocitané pomoci
skriptu Structure-sum-2011.R (Ehrich et al 2007) pro rozdéleni do deseti skupin (K=10) a 10krat
probéhly algoritmus v programu STRUCTURE.
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A B

1004 Lokalizce 100 Pohlavi:
infekce Nmuz

horni koncetiny
dolni koncetiny * 7

Procentualni podil

404

204

281 284 L
Alela TAG16 lokusu

281,00 284,00

Obrazek P7: Souvislost mezi pohlavim pacienta (a pfislusnosti ke dvéma alelam lokusu TAG16
v ramci mikrosatelitni subpopulace MG1; alela 281 (n=100), alela 284 (n=21). Pocty pfipadu
v jednotlivych skupinach byly prevedeny na procentualni podil.

*
*
&0
* —
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40 8
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281 284

Alely lokusu TAG19

Obrazek P8: Souvislost mezi vékem pacienta a prislusnosti ke dvéma alelam lokusu TAG16 v ramci
mikrosatelitni subpopulace MG1; alela 281 (n=100), alela 284 (n=21). Stfedni horizontalni linie znadi
medidn, horizontalni linie nad a pod medidnem vymezuji interkvartilové rozpéti, vnitfni a vnéjsi
hradby jsou definované jako 1,5 interkvartilového rozpéti, kolecka oznacuji odlehlé hodnoty,
hvézdicky extrémné odlehlé hodnoty.
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Obrazek P9: Makromorfologie fenotypové skupiny F1 druhu Arthroderma benhamiae pfi 25°C po
14 dnech kultivace na MEA (A), SAB (B), PDA (C) a druhu Microsporum canis na MEA (D), SAB (E),
PDA (F) agaru.
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1 Mio 2 Mio 3 Mio 4 Mio 5 Mio A B

Rakousko | 500000 00,0583
Belgie 1300000 0,1166
Ceska republika 160.000 0,0152
Dénsko 1390000 0,0688
Finsko 130000 ,0239
Francie 13011000 0,0460
Némecko 15300000 0,0654
Recko 1400000 (,0355
Madarsko W 0,0373
rsko 150000 0327

Iltalie m 0,0421
Nizozemsko 1700000 1013
Norsko 1150000 (9,0320
Polsko 800.000 0,0208
Portugalsko 200.000 0,0187
Rumunsko 88.000 0,0045
Rusko 5.300.000 0363
Slovensko 140.000 0,0259
Slovinsko 125.000 0,0606
Epanélsko 3.850.000 0,0824
Evédsko 500.000 0'0523
Svjcarsko (580000 059
Velka Britanie 3.000.000 0,0468

Obrazek P10: Pocet morcat chovanych vlidskych domacnostech ve 23 evropskych statech.
Populace byla prepocitana na obyvatele (Udaje z roku 2015 Eurostat). Do vyzkumu se zapojilo 650
spole¢nosti prodavajici krmiva. Prekresleno podle: FEDIAF (The European Pet Food Industry; ke
staZeni zde: http://www.fediaf.org/facts-figures/)
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novinky v mediciné

Detekce, identifikace a typizace dermatofyti
molekularné genetickymi metodami

Cmokova A.l, Hamal P.2, Svobodova L.!, Hubka, V.13
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SOUHRN

V laboratotich klinické mikrobiologie jsou stdle Castéji vyuzivany molekuldrné genetické metody (MGM), a to nejen ke spravné iden-
tifikaci izolovaného piivodce onemocnéni, ale také k jeho piimé, ¢asné detekci v klinickém materidlu. Také v dermatomykologii
MGM vhodné dopliiuji a nékdy dokonce nahrazuji klasické, Casové a odborné narocné diagnostické postupy, zaloZzené zejména na
piimé mikroskopii a kultivaci. Vyhodou MGM je predevsim vysokd citlivost a rychlost detekce agens, které je mozné prokdzat v fa-
du né€kolika hodin az dnti. To miiZe napomoci ¢asnému zahdjeni cilené 1é¢by, nebo naopak zabranit zbyte¢nému zatéZovani pacienta
antimykotiky. MGM urcené pro piimou detekci mikromycet ndm vsak i pfes znacny pokrok stdle nezarucuji jejich presnou identifika-
ci. K tomuto ucelu je stdle tieba patogen nejprve izolovat, poté je mozné vyuzit nékterych dal§ich MGM k jeho urceni. Cilem tohoto
prehledového ¢lanku je shrnout moznosti vyuziti MGM pro piimou detekci dermatofytid z klinickych vzorki, déle pro identifikaci
druhu a typizaci kment.

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

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

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

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

UVOD

Klasickd diagnostika dermatofytéz vétSinou zahrnuje
zhodnoceni klinickych projevii onemocnéni, ddle mikro-
skopické a kultivacni vySetfeni odebranych vzorkt. Pfima
mikroskopie je pomérné citlivd, obvykle v§ak neni mozné
timto zpisobem houbu identifikovat. Kultivace byva zase
pomérné malo Uspésnd, zejména v pripadé onychomykoz,
navic je tfeba pvodce inkubovat na pidach az nékolik
tydnt. Dobfe znimd morfologicka variabilita dermatofytt
komplikuje pouzivani klasickych metod identifikace, tj.
hodnoceni vzhledu kultury a mycelia s reprodukénimi
strukturami. Také dopliikové fyziologické ¢i biochemické
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lasti dermatomykologické diagnostiky nabyvaji moleku-
larné genetické metody (MGM) [15].

MGM uzivané k pfimému prikazu a identifikaci der-
matofytd prodélaly v poslednich letech rychly vyvoj,
a tak jiz do znacné miry mohou pomoci fesit nékteré ne-
dostatky klasické diagnostiky [43]. Pii detekci houbo-
vého patogenu pfimo v klinickém vzorku dovedou vy-
razné zkratit interval mezi odbérem a stanovenim dia-
gnézy, bohuzel zpravidla neumoziiuji jeho pfesnou
identifikaci. K tomuto dcelu musi byt zvolen metodicky
postup umoznujici v dodaném materidlu odhalit i velmi
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malé mnoZzstvi DNA mikromycety, ale nereagujici na
moznou pritomnost nukleovych kyselin z jinych mikro-
organismu. Naopak v piipadé vyuziti MGM k presnému
druhovému urceni izoldtu byva k dispozici prakticky ne-
omezené mnozstvi DNA z kultury, a je proto tfeba zvo-
lit techniku zajist'ujici co nejpresnéjsi identifikaci izola-
tl. Vnitrodruhovd typizace izolatd, metodicky zaloZena
na podobnych principech, ma dileZitou tlohu v epide-
miologii mykotickych infekci, nebot’ umoznuje odhalit
zdroj nakazy a sledovat proces jejiho Siteni v populaci
[21]. Role MGM v rdmci soucasného pojeti diagnostiky
dermatofytdz je prehledné demonstrovana na obrazku 1.
Podobné jako v jinych oborech mikrobiologie se
1 v rdmci molekuldrni diagnostiky dermatomykdz pou-
Zivé pro urcovani klinickych izol4tt stédle ¢astéji ekono-
micky vyhodnd a technicky jednoduchd hmotnostni
spektrometrie MALDI-TOF [72]. 1 zde v§ak MGM hra-
ji dulezitou roli, nebot’ databdze druht hub by se méla
opirat o spektra ziskand z mikromycet identifikovanych
analyzou genomu, navic by zafazené kmeny mély mit
1 dostate¢nou vnitrodruhovou diverzitu.
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Pri vyuzivani MGM v diagnostické praxi je tfeba zvolit
optimalni postup izolace DNA, déle vybrat odpovidajic{
parametry PCR a kone¢né se rozhodnout pro nejvhodnéj-
§i metodu k prikazu houbové DNA v klinickém vzorku,
respektive k identifikaci nebo typizaci izolatu. A pravé na
uvedenou problematiku je zaméfen nasledujici prehledo-
vy Clanek.

IZOLACE DNA

V pfipadé detekce dermatofytii pfimo v klinickych
vzorcich (zejména z koznich Supin, vlast ¢i nehttl) zavisi
vytéznost a Cistota DNA predevsim na kvantité a kvalité
odebraného materidlu. MnoZstvi DNA infekéniho agens
ve vzorku je totiZ zna¢né omezené, dalsi komplikaci byva
kontaminace genetickym materidlem pochézejicim z vlak-
nitych hub pfitomnych v prostfedi nebo z kvasinek kolo-
nizujicich kuzi.

Pri izolaci houbové DNA je nejprve tieba efektivné roz-
ruSit bunécnou sténu, déle lyzovat cytoplazmu a jadernou
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membranu, precipitovat proteiny a zbavit DNA fady inhi-
bitord, které mohou snizovat t¢innost nasledné provadéné
polymerazové fetézové reakce (PCR). Jednotlivé kroky
1ze provddét pomoci chemikalii zndmymi metodickymi
postupy, nebo lze vyuZzit komeréni soupravy, které mohou
izolaci usnadnit. V takovém piipadé v8ak muize byt pro-
blémem optimalizace metodického postupu, nebot’” nékte-
ré chemikdlie v diagnostickych kitech byvaji pfedmétem
firemniho tajemstvi.

RozruSeni bunéénych stén mize byt dosaZeno manu-
alni homogenizaci zmrazeného vzorku ve tfeci misce
s tekutym dusikem [25, 87], vortexovanim se sklenény-
mi nebo silikdtovymi kuli¢kami [19, 81], nebo opakova-
nym zmrazovanim [60]. Lyza membran je zajiSténa deter-
genty (napf. Triton X-100, laurylsiran sodny) s ndslednym
uvolnénim nukleovych kyselin do pufrovaného roztoku.
Ten déle obsahuje cheldtory, nej¢astéji etylendiaminotetra-
octovou kyselinu (EDTA), které vychytdvaji kationty
vapniku, slouZici jako kofaktor nukledz, ¢imzZ je zabra-
néno Stépeni uvolnéné DNA. Pro zvySeni Cistoty nuk-
leové kyseliny se nékdy k lyzaénimu roztoku pfidava
proteindza K, kterd $té€pi bilkoviny v¢etné histonti vaza-
nych na DNA.

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

V pripadé€ identifikace a typizace houbovych izolata
MGM probihd dvodni kultivace nejcastéji na Sabourau-
dové agaru (SAB) s pridavkem chloramfenikolu a cyklo-
heximidu. Hlavnim pozadavkem je Cistota a staif kultury
(idedlné do 14 dnu). Izolaci DNA lze provadét podle zna-
mych protokolt [26, 27, 62], existuje vSak i velké mnoz-
stvi komer¢nich souprav. K tomuto tcelu byly tdspésné
pouzity napt. Fast DNA kit (Biol01; Lajolla, USA) [16],
ArchivePure DNA Yeast + Gram-+ kit (SPRIME; Gait-
hersburg, USA) [39, 40], nebo Microbial DNA Isolation
Kit (Mo-Bio Laboratories; Carlsbad, USA). Pomoci po-
slednich dvou jmenovanych produktd je izolovdna DNA
z dermatofytd, ale i jinych vldknitych hub také na nasem
pracovisti [38, 37].
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Vyhledové se predpoklddd, Ze budou vypracovany do-
porucené standardizované postupy pro izolaci DNA der-
matofytd z kultur i klinickych vzorkd, coZ je nutné pro
sjednoceni a porovndvani metod.

METODY DETEKCE A IDENTIFIKACE
DERMATOFYTU

Piimy pritkaz DNA v klinickych vzorcich

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

K prikazu DNA koznich houbovych patogenii a odlise-
ni od DNA jinych eukaryot a prokaryot bylo navrZeno né-
kolik sad specifickych primert, které jsou cilené na rizné
oblasti DNA. Metody, které dovoluji pouze detekci der-
matofytd bez dalsi specifikace (pan-dermatophyte PCR),
jsou zaméfeny na konzervativni iseky DNA, jako je napf.
gen pro chitin syntdzu 1 (CHS1) [48]. VétSina dnes pouZi-
vanych metod, které si ddvaji za dkol nejen dermatofyty
detekovat, ale i identifikovat hlavni druhy, jsou zacileny
na oblast ribozomdlni DNA (obsahuje oblasti 18S, ITS1,
5,8S,ITS2 a 28S), zejména na ITS oblast, kterd poskytuje
dostate¢né rozliSeni mezi druhy dermatofyt. Vyjimkami
jsou metody uzivajici jako marker gen pro topoizomerdzu
I (TOP II) [6] nebo oblast mikrosatelitu [10]. Jde obvykle
o dseky DNA, které jsou pfitomné v genomu v mnoha ko-
piich a k dspésné detekci je tedy potfeba mens$i mnozstvi
izolované DNA, ¢imZ7 se zvySuje citlivost.

Metody detekce v klinickych vzorcich jsou v soucas-
nosti omezeny bud pouze na pritkaz dermatofytli jako sku-
piny bez dalSiho uréeni, nebo dovoluji identifikaci pouze
nejbéznejsich druhd. Daji se pouZzit i v mnohandsobném
usporddani (multiplex), kdy je v jediné reakci pfitomno
nékolik sad primert. Takové uspofadani umozni zvysit
specificitu reakce, nebo dovoluje identifikovat nékolik
druht dermatofytt za pouziti jediné reakce. Zajimava je
v tomto sméru kombinace metody nested PCR se sekve-
novanim [88], kterd mlZe zajistit velmi pfesnou identifi-
kaci na drovni druhu. Sekvenovdni pfimo navazujici na
PCR reakci provedenou v materidlu z klinického vzorku
totizZ vétSinou neni mozZné, protoZe namnoZeny produkt,
s vyjimkou nested PCR, nebyva v dostate¢né koncentraci
[88]. Riziko laboratorni kontaminace sporami dermatofy-
ta je velmi nizké v porovndni napt. s rody Aspergillus,
Penicillium, Cladosporium ¢i Alternaria.

Vyhodou konven¢ni (klasické) PCR je jednoduchost
provedeni a nizkd cena i ve srovndni s béZnymi kultivac-
nimi metodami [33]. Nevyhodou oproti RT-PCR je nut-
nost nanést produkty pfed vyhodnocenim na gelovou elek-
troforézu. Metody zaloZené na klasické PCR detekuji nej-
Castéji vSechny 3 rody dermatofytt jako celek bez pres-
néjSitho urceni, nebo nabizeji multiplex usporadani s dour-
¢enim hlavnich druhd. Souddsti je téméf vzdy dvojice pri-
merl pro dcely detekce vSech druhti dermatofyt bez
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Tabulka 1. Ukazatele diagnostické sily vybranych metod pouZivanych k detekci (nékdy téZ hrubé identifikaci) dermatofyti v klinic-

s
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=
=
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(o]
<
N
2
g
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identifikace [11-13, 55, 56, 59]. Vyhodnoceni probiha na
zakladé pritomnosti produktu na elektroforetogramu.
moznost piimo urcit, Ze ptivodcem dermatofytézy je Tri-
chophyton rubrum [12, 13, 56], pripadné jiné druhy [11].
Odlisné navrZzené metody dokdzi specificky identifikovat
napt. T. rubrum/T. violaceum, ale bez detekce ostatnich
dermatofytt [10]. Metoda publikovana kolektivem Kim et
al. [55] dovoluje detekci vSech dermatofytd a identifikaci
na droveti rodu. Metoda autord Li et al. [58] je schopna
detekovat dermatofyty jako celek a v dalSich dvou samo-
statnych reakcich skupinu kvasinek a jakoukoliv houbu.

v v

Nejkomplexnéjsi v tomto ohledu je komercni souprava

—
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Mentype Mycoderm PCR Amplification kit (Biotype Dia-
gnostic GmbH, Moritzburger, Némecko), kterd je schopna
identifikovat ve dvou oddélenych PCR T. rubrum, T. in-
terdigitale, Microsporum canis, M. gypseum a Epidermo-
phyton floccosum, dale jesté rod Trichophyton jako celek
a nékolik dulezitych nedermatofytickych hub [65].
Nested PCR pracuje se systémem tzv. vnéjSich a vnitf-
nich primerd. V prvnim kole PCR, kdy se mnoZi delsi
fragment DNA, je pouzita dvojice vnéjSich primert. V té-
to fazi mohou vznikat nespecifické produkty. Ve druhém
kole se mnozi kratsi fragment uvniti amplikonu z prvni
PCR pomoci vnitfnich primert. Pokud se v prvnim kole
amplifikovalo vice nespecifickych produkti, je pravdépo-
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dobné, Ze pii druhé PCR bude specificky namnoZen jen
jediny produkt odpovidajici oblasti uvnitf amplikonu
z prvniho kola. Podle nastaveni metody se muze jednat
o detekci dermatofytd bez detailnéj$iho uréeni (vzorky
z nehtd, CHS1, Litz et al. [60]; vzorky z nehtt, CHSI,
Garg et al. [24]; kize a vlasy, velkd podjednotka genu
pro ribozomdlni RNA = LSU rDNA, Verrier et al. [88]),
nebo se dd produkt prvnf reakce pouZit pro jednu, ¢i vi-
ce naslednych PCR specifickych jen pro urcity druh (pa-
rafinovy fez, vnitini pfepisovany mezernik genu pro ri-
bozomalni RNA = ITS rDNA, detekce T. rubrum,
Nagao et al. [71]). V mnohandsobném (multiplex) uspo-
fadani je pfi druhé PCR do smési pfiddno nékolik sad
primert specifickych pro ur¢ité druhy. Jsou navrZzeny
tak, aby vysledné amplikony mély pro rGzné druhy od-
liSnou délku a identifikace je tak moznd na zdkladé ve-
likosti produktu na elektroforetogramu. Amplikon je ta-
ké mozné podrobit sekvenaéni reakci za pouZiti primert
z druhé reakce. Pfesnost identifikace na zdkladé ziskané
sekvence DNA potom zdvisi na oblasti, kterd byla na-
mnoZena a na délce produktu. Ebihara et al. [19] navrh-
li postup pro ¢asnou diagnostiku hub plsobicich ony-
chomykézu, v prvnim kroku byla nespecificky namno-
Zena oblast LSU rDNA pro jakoukoliv houbu, v druhé
nésledné PCR mohly byt pouZity primery specifické pro
vSechny dermatofyty, 7. rubrum, T. mentagrophytes
a nékteré nedermatofytické rody hub. Jako seminested
PCR je oznacovan postup, kdy je pti druhé PCR pouzit
jeden z dvojice primerl z prvniho kola. Timto postu-
pem byl detekovan T. rubrum z nehtii. Metoda byla vy-
vinuta jak pro aktin, tak pro ITS rDNA [33].

Stéle vice se dnes v diagnostice dermatofytéz vyuziva
PCR v reilném case (RT-PCR), vétSinou opét v multi-
plex uspofddani, nebo s vyuZitim zna¢enych DNA sond,
které umoznuji soucasnou detekci neékolika druhti. Meto-
dicky se v podstaté jednd o klasickou PCR, ale specidlni
termocykler umoziuje pribézné monitorovat prirastky
DNA béhem kazdého cyklu. To je umoznéno diky fluo-
rescennimu substrétu, ktery se vdze na DNA a intenzita
fluorescence pak odrdZi mnoZstvi nové syntetizované
DNA. Produkty amplifikace téhoz genu maji u riznych
druhd rtiznou sekvenci, a tedy i teplotu tani. Produkty pak
muzZeme rozli§it pomoci odlisnych kfivek tani a vyuZit tu-
to informaci k druhové identifikaci nebo odhaleni nespe-
cifickych produktd amplifikace.

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

V poslednich letech bylo publikovano nékolik postupt
zaloZenych na RT-PCR a umozZiujicich detekci rizného
poctu druhti dermatofyti. Prvni kvalitni prace z roku 2007
byla zaméfend na oblast ITS a umoziovala rozlisit néko-
lik zakladnich druhti pomoci znaenych sond. Price po-
slouzila jako zdklad pro dalsi studie a je z dneSniho pohle-
du jiZz prekonand. Alexander et al. [3] pouzili detekci
T. rubrum pomoci RT-PCR jako pocatecni krok v diagnos-
tice onychomykézy v kombinaci s klasickou diagnostikou
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pomoci piimé mikroskopie a kultivace. Jako nejefektiv-
néjsi postup bylo doporuceno, aby byly kultivovany pou-
ze PCR-negativni a mikroskopicky pozitivni vzorky. Me-
toda vyvinutd Bergmansem et al. [9] je naopak schopnd
identifikovat az 11 klinicky vyznamnych druhi v jediné
multiplex reakci za pomoci systému znacenych sond
a analyzy kiivek tani produktii. Zddn4 z dosud uvedenych
metod neméla, na rozdil od nasledujicich, publikovanych
autory Wisselink et al. [91], Bergman et al. [7], Miyajima
et al. [66], jako svou soucdst moznost detekce celého dru-
hového spektra dermatofyti, coZ je zdsadni pro prikaz
nékterych madlo béZnych nebo nepopsanych druhii. Kromé
toho jsou vSechny tfi metodiky schopné identifikovat i né-
kolik hlavnich druhd dermatofytl; nevyhodou prvnich
dvou studii [7, 91] je prubéh ve dvou oddélenych reak-
cich. Néktefi zminéni autofi uvadéji [9, 91], Ze jejich
RT-PCR metoda je schopnd zcela nahradit klasické dia-
gnostické metody.

V pripadé reverzni hybridizace v navaznosti na PCR
(PCR-RLB) je v prvnim kroku provedena PCR s primery
nasedajicimi na ITS oblast genomu dermatofytti, pficemz
je jeden z primert znaCeny. Produkty amplifikace jsou na-
sledné hybridizovdny na membrané se specifickymi zna-
¢enymi oligonukleotidovymi DNA-sondami. Uvedend
metoda byla vyvinuta pro detekci a identifikaci deviti nej-
béznéjSich druht dermatofytii ze vzorkl nehtt, kize a vla-
st [8]. Je pomérné pracnd, navic vysledky mohou byt ob-
tizné interpretovatelné u vzorkl s malym vychozim mnoz-
stvim DNA. Vysledky je v§ak moZné vyhodnotit jiZ na-
sledujici den po odbéru.

Pro detekci a identifikaci péti druht dermatofytd
(T. rubrum, T. interdigitale, T. violaceum, M. canis a E.
floccosum) byla vyvinuta metoda PCR-ELISA [6]. Zadi-
nd péti separatnimi PCR reakcemi se znacenymi, druhové
specifickymi primery. Amplikony poté hybridizuji s kom-
plementarnimi, druhové specifickymi sondami znacenymi
biotinem a zacilenymi na TOP II. Produkt hybridizace je
vizualizovdn na mikrotitracni desti¢ce pokryté streptavi-
dinem. Tuto metodu vyuZivd komerc¢ni kit Onychodiag
(Bio Advance, Francie), ktery umoznuje identifikaci vyse
zminénych druhti v klinickych vzorcich béhem 24 hodin.
Metoda je udajné az desetkrat citlivéjs$i nez konvenéni
PCR. Hlavnimi nevyhodami jsou pracnost, riziko konta-
minace a riziko zkfiZzené reaktivity sond.

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

Identifikace kultur

Metody pro uréovani kultur hub je mozné podle typu
vysledku rozdélit na sekvenacni, fingerprintové a jiné (viz
obr. 1).
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Tabulka 2. Piistupova Cisla k sekvencim vybranych genti ulozenych v databazi GenBank pro bézné druhy dermatofytt

Druh (kmen*) 1) benA Aktin TOP II GAPD CHS1
Epidermophyton floccosum AJ000629 EF631709 EF631625  AB096069  EF631646 ABO015039
(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  ABO003559

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) IN134144 JF731112 AB110277 AB006983
Trichophyton erinacei (CBS 511.73%, EF078476* JE731117

CBS 677.86)

T. interdigitale (CBS 428.63%, IX122216* JQ407161 JQ407116 AB005794
CBS 558.66, IHEM 7493)

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

THEM 2468, KMU 6067)

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

T. tonsurans (CBS 496.48*, NBRC 5928,  Z98005* JF731073 AF152231  AB430790 ABS573053 AB022279
KMU 4872)

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

T. violaceum (CBS 374.92*, CBS 305.60, JX122372* EF631729 EF631645  AB430803  AB573043 ABO017698
BMU 02087, KMU 4128)

T. rubrum (CBS 735.88, IHEM 13800, 797994 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)

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

Sekvenovani cilovych genil zajistuje pii spravném vybé-
ru oblasti naprosto presnou druhovou identifikaci. Hlavni{
nevyhodou je stale vyssi ¢asova a finan¢ni naro¢nost, ze-
jména pfi zpracovani vétsiho poctu vzorku. Piesto podle né-
kterych vypo¢tl [49] neni sekvenovani napf. ITS oblasti
rDNA o mnoho drazsi, nez je druhova identifikace za pouZi-
ti klasickych metod. U dermatofytd byvaji nejcastéji vybira-
ny useky ITS1, 5,8S a ITS2 rDNA, které jsou zndmy pro
vSechny druhy dermatofytti a poskytuji az na vyjimky do-
state¢né rozliseni. DalSimi moZnymi oblastmi jsou geny pro
B-tubulin (benA), aktin (ACT), mangan-dependentni super-
oxiddismutazu (MnSOD), transla¢ni elongacéni faktor 1-o
(TEF1-00) a glyceraldehyd-3-fosfit dehydrogendzu
(GAPD), TOP Il a CHS1 [5, 22, 39, 40,47, 52,75, 78]. Pfi-
stupova Cisla k sekvencim, které pochazejici z vérohodné
urenych kment béZznych druhd dermatofytd a jsou ulozené
v databazi GenBank, jsou uvedena v tabulce 2. K rutinnimu
uréovani je obvykle dostacujici oblast ITS rDNA [41, 73,
87], sekvence genil kddujicich proteiny jsou vyuzivany pre-
devsim ve fylogenetickych studiich [5, 52]. ITS je zatim je-
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diny sekvencni marker zastoupeny pro vSechny v soucas-
nosti akceptované druhy v databazi GenBank [32]. Nevyho-
dou databéze je ale velké mnozstvi chybné identifikovanych
izolatd [32, 85]. Z tohoto diivodu byla vytvorena a je spra-
vovand databaze sekvenci ITS rDNA dermatofytt, kterd za-
hrnuje jen sekvence patfici spravné urCenym kmenim
(http://www.cls knaw.nl/dermatofytes).

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

{ Specificky vzor pro:

A.benhamiae

E. floccosum

M. aerigmaticum
M. audouinii

M. canis

Specifick¥ vzor
pro: T tonsurans./
T equiviim

Specificky vzor

proc T rubram /
T. violaceum

M. fulviem
M gvpseum

M. incurvanam

M. persicolor

T. erinacei

T. interdigitale

T. mentagrophytes s. str,

PCR-RFLP oblasti TTS rDNA
s endonukledzou BscF1

Rezaei-Matehkolaei et al. [77]

PCR-RFLP ITS oblasti
s endonukledzou Mva |

Jackson et al. [41]

RAPD (OPDIS, AFLP
APAALT, OPULS)

PCR fingerprinting
s primery (AC)pa T3B
Liu et al. [61]

Griser et al, [29] Griiser et al. [29]

T. onveliocola
T. terresire

\ T verrucosum /

T. tonsurans
T. equinum

T. rubrum

T. violaceum

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

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

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

RAPD je charakteristicka pouzitim jednoho, ¢i vice krat-
kych primerti. V PCR je navic pouZita nizka teplota pro je-
jich nasedani, coz zpusobuje, Ze primery nemusi nasedat
zcela komplementarné na DNA a vysledny fingerprint je
pak bohat$i. Metoda je velmi citlivd na zmény reakénich
podminek. U dermatofytt byla tspé$né pouzita ke druhové
identifikaci [63, 61, 67]. N€kdy se od RAPD oddéluje prin-
cipidlné velmi obdobnd metoda zvand ndhodnd PCR
(APPCR) [61], kterd uziva primery o del$i sekvenci.

ISSR-PCR vyuziva primery v podobé repetitivnich se-
kvenci komplementédrnich k tzv. mini- a mikrosatelitnim
lokustim. Primer miv4 Casto i kratkou tzv. kotvici sekven-
ci, kterd presahuje okraj lokusu, ¢imz se snizi pocet mik-
rosatelitd, na které je primer schopny nasedat, a tedy i po-
Cet produktt. Vysledné fingerprinty vykazuji ¢asto vyso-
kou komplexnost a na rozdil od RAPD m4 metoda i vyso-
kou reprodukovatelnost [20]. VyuZitim mikrosatelitniho
primeru (GACA), byly rozpozndny béZzné druhy dermato-
fytt [20, 84]. Navic byl ve studii pouzit druhy primer
(GTG)s, ktery uspésné odliSoval i fylogeneticky velmi
blizké druhy T. interdigitale (,,T. mentagrophytes“) a T.
tonsurans [84]. Na naSem pracovisti se velmi osvédcila
metoda ISSR-PCR s primerem M13-core, ktery je schop-
ny dobie rozlisit nejdilezitéjsi druhy dermatofyti vysky-
tujici se na naSem udzemi (obr. 2) a byl Uspé3$né pouZit
u zminénych houbovych agens i v minulosti [26].

Metoda AFLP byla u dermatofytd pouZita jen v omeze-
né mife pro taxonomické tcely [29, 28]. Ackoliv je dobie
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reprodukovatelny a podavéd odpovidajici pfedstavu o po-
lymorfismu srovndvanych organisml na druhové a nizs{
trovni, je jeho pouziti pro identifikaci nepraktické kvili
vy$S§i Casové i finanéni ndrocnosti.

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

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

TYPIZACE IZOLATU

Typiza¢ni metody mohou pomoci 1épe porozumét epi-
demiologii, populacni biologii a patogenezi dermatofytoz.
Jsou vyuzivany pri identifikaci endemickych kment, pat-
rani po zdroji infekce v roding, vefejném zatizeni, u zvi-
fat, déle také pfi zjistovani, zda je infekce zpisobena jed-
nim, ¢i vice kmeny. Je mozné rovnéz stanovit, které kme-
ny jsou virulentnéjsi, maji vyssi rezistenci k antimykoti-
kim nebo zptisobuji specificky klinicky obraz infekce.
U chronickych dermatofytéz mize byt ovéfeno, zda se
jednd o recidivu nebo reinfekci. Ddle 1ze ziskat informaci
o distribuci jednotlivych genotypt v populaci, coz miZe
odhalit zmény v zdvislosti na prevladajici 1éCbe.

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

Tabulka 3. Mikrosatelitni markery navrZené k typizaci dermatofytd

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

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

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

Trichophyton rubrum CA15 60 GTAAGGATGGCTAGTTAGGGGG TGGTCTGGCCTTGACTGACC Ohst et al. [74]
T17 56-62 CCCATCGAGGTCATATACGC ATTTTGGTTTCTTTTTTGAGTG Griser et al. [31]
GA18CA13 56-63 CTCCGTCCGGTCCAGATG CGCTGCTGGTAAGAGATGAC Griser et al. [31]
GA17 56-64 CGTCGCTTGCTTTGGTACAC TATGGACTTGTTCGGATGGG Griser et al. [31]
GA18 56-65 GACTCAACGGTTCCAGATTAC  CTTATTTGTCCGCTTCTCTCG Griser et al. [31]
GA25 56-66 GCGATGGTTGGAGGAGTTG GCCTGTCGCTGCTTACTTG Griser et al. [31]
CT20 56-67 GCGGTGGCGTCTTCTATC CAGCAGACAACATAGCAGTCG Griser et al. [31]

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

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

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

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

Fingerprintové metody typu RAPD dokdZou s rtiznou
mirou Uspésnosti odlisit kmeny nékterych druht [26, 61,
96]. Nizkd reprodukovatelnost vysledki a neziidka i ne-
dostatecnd variabilita odsouvaji do zna¢né miry tyto me-
tody ze zdjmu populacnich studii u hub, kde se prosazuje
predev§im analyza mikrosateliti. V piipadé dermatofyti
ale metoda RAPD zistava nejbéznéjsi metodou typizace
kmen a stédle vznikd fada typiza¢nich schémat na ni zalo-
Zenych. Metoda byla s riznou mirou dspéchu (Zadné vnit-
rodruhové rozliSeni aZ po rozliSeni téméf vSech zkouma-
nych izolat) aplikovana na fadu druhl. Nejcastéj$im ci-
lem typizace jsou kmeny 7. rubrum [4, 35, 36, 92, 93],
dale pak T. interdigitale [44, 54], M. canis [18, 84, 94]
a E. floccosum [53]. Dobré rozliSeni izolatd T. rubrum na-
bizi metodika polskych autorti [36], kterd kombinovala
dva primery a tspésné rozlisila 47 riznych genotypt me-
zi 55 izoléty. U T. interdigitale (,, T. mentagrophytes“ pod-
le starSich identifika¢nich schémat) se pomoci RAPD dai{
napiiklad odliSit lidské izolaty ptsobici pfevazné onycho-
mykdzu a tinea pedis od ptivodem zvitecich izolatd, které
u Clovéka ptisobi hlavné tinea corporis [54].

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

Cilem price bylo zhodnotit molekuldrng genetickymi metodami (MGM) spektrum pivodeti dermatofytéz na izemi Ceské republiky
s rozdélenim podle hlavnich klinickych forem. Béhem dvou let (Cervenec 2011 az cerven 2013) bylo na Sesti regiondlnich pracovis-
tich zachyceno 3235 kultivaéné pozitivnich vzorki s dermatofyty. Nejvyssi pocet izolatti pochédzel z pripadi tinea unguium (55,5 %),
ddle t. corporis (29,2 %), t. pedis (14,6 %) a t. capitis (0,7 %). Druhova identifikace izolati vSech druhd (n = 672) s vyjimkou 7Tri-
chophyton rubrum (n = 2 563) byla provedena MGM (PCR-fingerprinting nebo sekvenace ITS oblasti rDNA). Pro 7. rubrum byla
molekuldrné ovéfena jen identifikace morfologicky nejednoznaénych izolati (n = 189). Celkem bylo identifikovano 14 druht derma-
tofytti, pfi¢emz nejvyznamnéjsi zménou oproti minulosti bylo vysoké zastoupeni zoofilntho druhu Arthroderma benhamiae, ktery pt-
sobil velkou ¢ast piipadu t. corporis (22,9 %) a t. capitis (29,2 %). Geofilni druhy ptsobily jen 1,3 % vsech infekci, piestoze se jed-
nalo o druhové nejpocetné;jsi skupinu, ve které byly odhaleny dva nepopsané druhy a také piehlizené druhy Microsporum persicolor
a M. fulvum.

Klicova slova: Arthroderma benhamiae — DNA sekvenace — geofilni dermatofyty — ITS oblast rDNA — PCR-fingerprinting — tinea
capitis — tinea corporis — tinea pedis — tinea unguium — zoofilni dermatofyty

SUMMARY
Molecular Epidemiology of Dermatophytoses in the Czech Republic — Two-Year-Study Results

The aim of the study was to evaluate the spectrum of causative agents of the main clinical forms of dermatophytoses in the Czech Repub-
lic by molecular genetic methods (MGM). During two years (from July 2011 to June 2013), 3255 cultivation specimens were positive for
dermatophytes. The highest number of specimens was isolated from tinea unguinum (55,5%), then tinea corporis (29,2%), tinea pedis
(14,6%) and tinea capitis (0,7%). The identification of isolated species (n = 672) except for Trichophytom rubrum (n = 2563) was perfor-
med by MGM (PCR fingerprinting or sequencing of ITS segments of rDNA). For T. rubrum only morphologically non-clear isolates
were identified (n = 189). In total, 14 species of dermatophytes were identified. The most important change noticed compared to previous
results was an increased detection of Arthroderma benhamiae in the cases of tinea corporis (22,9%) and tinea capitis (29,2%). Geophilic
species caused only 1,3% of all infections even if this group comprised the highest number of species with two newly described ones and
also Microsporum persicolor and M. fulvum wich are usually overlooked in the morphological examination.

Key words: Arthroderma benhamiae — DNA sequencing — geophilic dermatopytes — ITS region of rDNA — PCR-fingerprinting —
tinea capitis — tinea corporis — tinea pedis — tinea unguinum — zoophilic dermatophytes
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UVOD

Dermatofyty jsou skupina ekologicky, morfologicky
a fylogeneticky pribuznych mikroskopickych hub zahrnu-
jici puvodce infekci kiize a koZznich adnex lid{ a zvitat.
Dermatofytdzy patii celosvétové mezi nejbéznéjsi infeké-
ni onemocnéni ¢loveéka s prevalenci mezi 20-25 % [10].
Na 1écbu téchto onemocnéni je po celém svété rocné vy-
nalozeno zna¢né mnozstvi finan¢nich prostfedku [4, 9].

Pro efektivitu 1éCby a prevenci Sifeni ndkaz je dilezité
spravné druhové ureni pavodce infekce, které umoziuje
predepsat cilenou 1é¢bu a zaroven pomérné presné zacilit
zdroj infekce. Spektrum pavodcid dermatofytéz vykazuje
velké geografické rozdily a dynamicky se méni v Case
[10, 23]. Nestala taxonomie skupiny dermatofytt a pro-
blematické urovani druhl na zdkladé morfologickych
a fyziologickych znakd, Cini Casto vysledky epidemiolo-
gickych studii z minulosti jen omezené porovnatelné me-
zi sebou a s nejnovéjsimi daty ziskanymi za pomoci mole-
kularné genetickych metod (MGM).

Tato dvouletd studie prindsi aktudlni piehled ptvodcid
dermatofyt6z v Ceské republice s rozd&lenim podle hlav-
nich klinickych jednotek. Identifikace kultivaéné pozitiv-
nich vzorkd zachycenych ve dvouletém obdobi na Sesti
pracoviitich napfi¢ CR byla ovéfena MGM, coZ umoznilo
odhalit Siroké spektrum druhd, v¢etné kryptickych (obtiz-
né identifikovatelnych na zdkladé morfologie) a dosud ne-
popsanych druht. Jedna se vibec o prvni rozsdhlou, epi-
demiologickou studii uzivajici k identifikaci izolata der-
matofytdt MGM na naSem tizemi a v Evropé vibec.

MATERIAL A METODY

Pacienti
Do studie bylo zapojeno celkem Sest regiondlnich mik-
robiologickych pracovist’ (Zdravotni tstav se sidlem v Os-

travé; Dermatovenerologicka klinika 1. 1ékaiské fakulty
Univerzity Karlovy a VSeobecné fakultni nemocnice
v Praze; Nemocnice Pardubice; Nemocnice Ceské Budg-
jovice; Zdravotni tstav se sidlem v Usti nad Labem, pra-
covisté Praha; a Fakultni nemocnice Plzen), jejichz pri-
blizné spadové oblasti jsou zndzornény na obrdzku 1. Na
uvedenych pracovistich byly evidovany a shromazdovany
vSechny kultivacné pozitivni vzorky patfici dermatofytic-
kym houbdm pfijaté v obdobi 1. 7.2011 az 31. 6. 2013.
VySetfovany materidl zahrnoval nehtové Supiny a podneh-
tovou drt’, kozni Supiny a vlasy. Od pacientq, jejichZ ode-
brany materidl byl kultiva¢né pozitivni na dermatofyty,
byly formou dotazniku ziskdvdny anamnestické ddaje,
které se liSily pro T. rubrum a ostatni druhy dermatofytd.
U pacientti, jejichz odebrany materidl byl kultiva¢né pozi-
tivni na T. rubrum, byla zaznamenéna informace o lokali-
zaci infekce, pohlavi a vék pacienta. Detailnéjsi udaje by-
ly shromazdovény od pacientii se vzorky pozitivnimi na
jiné druhy dermatofytd a ty byly ukldaddny anonymné do
internetové databdze (http://www.biomed.cas.cz/mbu/
Ibwrf/dermatofyta). Tyto ddaje navic zahrnovaly informa-
ce o rizikovych faktorech z hlediska ziskadni dermatofyto-
zy, jako napf. kontakt se zvitaty, ptidou, rizikové koni¢ky
a povoldni, drazy a onemocnéni zvySujici riziko ziskani
dermatofytdzy, predchozi mykotickd onemocnéni a jejich
1éCba, a dalsi informace, které nebyly hodnoceny v této
studii. Tyto izolaty byly ndsledné odesilany do Laboratofe
genetiky a metabolismu hub v Mikrobiologickém ustavu
AV CR k molekuldrni identifikaci.

Molekularné genetické metody

DNA byla izolovédna ze 14 dni starych kultur (u poma-
lu rostoucich druhd, napf. 7. verrucosum po delsi dobé) za
pouZziti kitu ArchivePure DNA yeast and Gram2+ kit
(5 PRIME Inc., Gaithersburg, Maryland) podle pokynt
vyrobce. Izoldty nejbéznéjsich ptvodct byly identifiko-
véany na zédkladé vzoru PCR fragmentt ziskaného meto-
dou PCR-fingerprintingu s primerem M13-core (5°-

Obr. 1. Priblizné spadové oblasti pracovist’ zapojenych do studie

Fakultni nemocnice Plzen (1); Dermatovenerologicka klinika 1. 1ékaiské fakulty Univerzity Karlovy
a VSeobecné fakultni nemocnice v Praze (2); Zdravotni dstav se sidlem v Usti nad Labem, pracovisté
Praha (3); Nemocnice Ceské Budéjovice (4); Nemocnice Pardubice (5); Zdravotni dstav se sidlem

v Ostravé (6).
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GAGG-GTGGCGGTTCT). PCR reakéni smési byly pfi-
praveny v objemech 18,5 ul. Kazda smés obsahovala 100
ng DNA, 25 mmol MgCl, (Promega Corp., Madison,
USA), 0,4 mmol dNTPs (Promega Corp.), 1 U PerfectTaq
DNA polymerazy (SPrime, Gaithersburg, USA) s odpovi-
dajicim pufrem a 20 pmol M13-core primeru. Reakce pro-
bihala ve 32 cyklech v nésledujicim reZimu: 94 °C/3 min,
52 °C/1 min, a 65 °C/3 min (1x); 45 °C/40 s, 52 °C/1 min,
a 65 °C/3 min (35x); a 94 °C/40 s, 52 °C/1 min, a 65 °C/10
min (1x). Vysledné PCR produkty byly vizualizovdny na
gelové elektroforéze (agaréza 2 %). Identifikace na uro-
ven druhu byla uskute¢néna porovnanim vzoru PCR frag-
mentU s izoldtem dfive ur€enym na zakladé ITS rDNA se-
kvence (standard).

U izolata, jejichZ vzor prouzkd neodpovidal standar-
dim, nebo neprodukovaly dostate¢né kvalitni vzory, by-
la provedena sekvenace ITS oblasti rDNA. Reak¢ni
smés byla pfipravena v objemech 25 ul a obsahovala
50 ng DNA, 20 pmol kazdého primeru, 0,2 mmol
dNTPs, a 1 U PerfectTaq DNA polymerdzy s odpovida-
jicim pufrem. K amplifikaci tiseku byly pouZity primery
ITS5 (5"-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG) a ITS4S
(5"-CCTCCGCTTATTGATATGCTTAAG), nebo ITS1F
(5"-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA) a NL4 (5°-
GGTCCGTGTTTCAAGACGG). Reakce probihala ve
32 cyklech v nésledujicim rezimu: 95 °C/3 min,
55°C/30 s, a 72 °C/1 min (1x); 95 °C/30 s, 55 °C/30 s,
a 72 °C/1 min (30X); a 95 °C/30 s, 55 °C/30 s, a 72 °C/10
min (1X). Koncové primery byly pouZité k servisni se-
kvenaci (Macrogen, Amsterdam, Holansko). Identifika-
ce byla provedena na zdkladé shody ITS sekvence s ex-
typovym kmenem [1, 3] pfi pouziti serveru BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Geofilni druhy,
které se vyskytovaly s nizkou frekvenci, byly sekveno-
vany bud pfimo, nebo po predchozim zafazeni podle fin-
gerprintu. Také izolaty uréené na zdkladé fingerprintu

PRAHA - 1622 : 212
88.4:11.6 %

jako T. tonsurans byly sekvenovany kvili odliSeni od
pribuzného druhu 7. equinum. RozliSovaci schopnosti
ndmi pouzité fingerprintové metody a moznosti kombi-
nace s dal§imi metodami byly schematicky zndzornény
v praci Cmokovd et al. [3].

Trichophyton rubrum

VétSina izolata T. rubrum byla identifikovdna na za-
kladé morfologickych znaki. Ovéfeni identifikace
MGM bylo provedeno v piipadech, kdy morfologické
charakteristiky nebyly jednoznac¢né. To bylo ucinéno
u 189 izoldtt uréenych jako T. rubrum s netypickou
morfologii. Identifikace byla potvrzena ve 182 ptipa-
dech, jeden izoldt byl uréen jako T. onychocola, zbyva-
jicich Sest izolatd bylo identifikovano jako nedermato-
fytické houby (Arthrographis, Auxarthron, Onychoco-
la, Myxotrichum, aj.). Naopak 44 izolatt, které byly
morfologicky identifikovdny jako jiné druhy dermato-
fytd nez T. rubrum, bylo pozd¢ji MGM reidentifikova-
no jako T. rubrum. Pfed zahdjenim studie byla MGM
ovéfena identifikace 68 izolata T. rubrum, které byly
laboratofemi na zdkladé morfologickych charakteristik
urcéeny jako ,,typické” T. rubrum. Identifikace byla po-
tvrzena ve 100 % pripadul. Tato ¢isla ukazuji, Ze morfo-
logickd identifikace 7. rubrum na zucastnénych praco-
vistich, dokonce i atypickych izoldt, méla vysokou us-
peésnost, a di se proto ocekdvat pomérné mald chybo-
vost. Z uvedenych ¢isel je mozné zhruba spocitat spe-
cificitu a senzitivitu identifikace T. rubrum na zakladé
morfologickych znakt, které byly 99,0 % a 85,2 %,
v uvedeném pofadi. NizZ§i senzitivita identifikace
T. rubrum pomoci morfologie neméla vliv na vysledky
nasi studie, protoZze vSechny nesprdvné urcené
izolaty T. rubrum, byly provéfeny MGM. Ndmi oceka-
vand chybovost pfi identifikaci kment 7. rubrum by se
tedy méla pohybovat kolem 1 %.

<Lt

~ail%ed

PARDUBICE - 226 : 107

67.9:321%

OSTRAVA - 416 : 228

64.6:354 %

C. BUDEJOVICE - 173 : 55

75.9:241%

PLZEN - 126 : 70

¥

64.3:35.7 %

.T. rubrum . ostatni dermatofyty

Obr. 2. Pomér izolata 7. rubrum v porovndni s ostatnimi druhy dermatofytd na jednotlivych pracovistich
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VYSLEDKY

Druhové spektrum

V obdobi mezi 1.7.2011 a 31. 6. 2013 bylo na Sesti zi-
Castnénych pracovistich ziskdno 3 235 izolati dermatofy-
tickych hub. Nejvyssi pocet izoldth pochézel z ptipadi
tinea unguium (n = 1794; 55,5 %), ddle z t. corporis
(n =945; 29,2 %), t. pedis (n = 472; 14,6 %) a t. capitis
(n=24;0,7 %).

Celkem 2 563 izolatt (79,2 %) bylo identifikovano ja-
ko T. rubrum, ptevazn€ na zdkladé morfologie. Zastoupe-
ni T. rubrum v klinickém materidlu se mezi pracovisti vy-
razné lisilo a pohybovalo se od 64,3 % (Plzen) do 88.4 %
(Praha) — obrdazek 2. Mezi zbyvajicimi izolaty (n = 672;
20,8 %) bylo pomoci MGM identifikovdno celkem 13

T. terrestre, T. erinacei, aj. (1 %)
T. verrucosum (0,9 %)

M. fulvum (1 %)
M. gypseum (1,6 %)

E. floccosum (2,4 %)
M. persicolor (2,8 %)
T. tonsurans (3,4 %)

3000 | n=2563

79,2 %
2500 M. canis (17,6 %)
2000
1500
T. interdigitale (34,5 %)

1000

500

T. rubrum  ostatni A. benh (34,7 %)

Obr. 3. Druhovi identifikace a relativni procentudln{ zastoupen{
non-T. rubrum dermatofyta (n = 672)

druhti dermatofyti. Pfehled druhti a jejich Cetnosti v ce-
1ém souboru i na jednotlivych pracovistich je uveden v ta-
bulce 1. Relativni ¢etnosti non-T. rubrum druhd jsou uve-
deny na obrdzku 3. Nejvice zastoupeny byly druhy Arth-
roderma benhamiae (n =233; 7,2 %), T. interdigitale (n =
232;7,2 %) a M. canis (n = 118; 3,7 %), které dohromady
tvorily 86,8 % non-T. rubrum izolatl (viz obr. 3) a v jejich
zastoupeni byly vyznamné regiondlni odliSnosti (tab. 1).

Druhové nejpocetnéjsi, ale v procentudlnim vyjadfeni
mélo vyznamnou skupinou byly geofilni dermatofyty
(1,3 % dermatofyt6z). Infekce zptisobené geofilnimi der-
matofyty byly vzdcné v Praze a okoli (0,2 %), naproti to-
mu na plzenském pracovisti tvorily 4,1 % (viz tab. 1). Nej-
vyznamné&jSim druhem, Casto zaménovanym za 7. interdi-
gitale, byl M. persicolor (n = 19; 0,6 %). DalSim kryptic-
kym druhem byl M. fulvum, ktery byl morfologicky za-
ménovan za M. gypseum. Zbyvajici geofilnimi druhy byly
identifikovdny jako T. terrestre (teleomorfa A. quadrifi-
dum), T. onychocola a M. aenigmaticum.

Tinea unguium a tinea pedis

Hlavnimi pavodci t. unguium a t. pedis byly druhy
T. rubrum a T. interdigitale (tab. 2 a tab. 3). Z celkové-
ho poctu 1 794 pripadi t. unguium byl 7. rubrum iden-
tifikovdn v 1670 piipadech (93,1 %) a ve 104 piipa-
dech T. interdigitale (5,8 %), zbyvajici infekce byly zpi-
sobeny hlavné zoofilnimi druhy A. benhamiae a M. ca-
nis. Ostatni antropofilni nebo geofilni druhy byly za-
stoupeny jen v 1-2 pfipadech (viz tab. 2). Tinea ungui-
um vyvoland zoofilnimi druhy je obecné mélo b&znd
a v naSem souboru postihovala s podobnou frekvenci
nehty rukou a nohou (7 : 6). Pfipady infekci vyvolané
A. benhamiae byly zjiStény pfevazné u Zen (8 : 2) a vék
pacientl se pohyboval v rozmezi 10-76 let. Tinea ungu-
ium vyvoland M. canis byla zji$téna u 2 muzd (34 a 38
let) a 1 Zeny (46 let).

Tabulka 1. Pavodci dermatofytéz v CR v obdobi &ervenec 2011 a7 erven 2013

Druh
Celda CR Praha
(VFN+ZU)*
n % n %

Trichophyton rubrum 2563 79,23 1622 88,44
Arthroderma benhamiae 233 7,20 66 3,60
Trichophyton interdigitale 232 7,17 70 382
Microsporum canis 118 3,65 45 245
Trichophyton tonsurans 23 0,71 17 093
Microsporum persicolor 19 0,59 2 0,11
Epidermophyton floccosum 16 0,49 9 049
Microsporum gypseum 11 0,34 1 0,05
Microsporum fulvum 7 0,22 0 0
Trichophyton verrucosum 6 0,19 1 0,05
Trichophyton terrestre 3 0,09 0 0
(Arthroderma quadrifidum)
Trichophyton erinacei 2 0,06 0 0
Microsporum aenigmaticum 1 0,03 0 0
Trichophyton onychocola 1 0,03 1 0,05
celkem 3235 1834

Podle pracovisté

Ostrava Pardubice Ceské Plzen
Budéjovice

n % n % n % n %
416 64,60 226 67,87 173 75,88 126 64,29
91 14,13 28 841 19 8,33 29 14,80
77 11,96 36 10,81 30 13,16 19 9,69
32 497 29 8,71 3 1,32 9 4,59

4 0,62 0 0 0 0 2 1,02

7 1,09 3 0,90 2 0,88 5 2,55

5 0,78 1 0,30 0 0 1 0,51

7 1,09 2 0,60 0 0 1 0,51

1 0,16 4 1,20 0 0 2 1,02

0 0 4 1,20 1 0,44 0 0

3 047 0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0 2 1,02

1 0,16 0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0 0 0
644 333 228 196

*celé ndzvy pracovist viz Materidl a metody, spddové oblasti viz obrazek 1

170

Ces-slov derm, 89, 2014, No. 4, p. 149-212



Tabulka 2. Piivodci tinea unguium v CR v obdobi &ervenec 2011 aZ &erven 2013

Tabulka 3. Pivodci tinea pedis v CR v obdobi Gervenec 2011 aZ Gerven 2013

Z celkového poctu 472 piipadui t. pedis, byl 7. rubrum
identifikovan jako ptivodce ve 419 (88,8 %) a T. interdigi-
tale ve 41 ptipadech (8,7 %). Ve zbyvajicich pfipadech
byly izolovany druhy Epidermophyton floccosum (n = 10)
a M. gypseum (n = 2) (viz tab. 3).

Tinea corporis
Spektrum pivodct t. corporis bylo ze vSech forem der-

-----

vyraznd jako u t. unguium a t. pedis. Soucasné zastoupeni
druhd se vyrazné liSilo od tdaji uvadénych na nasem tze-
mi v minulosti, a proto uvadime detailnéjsi rozbor pacien-
ta podle véku a pohlavi (tab. 4, obr. 4). Subtypy t. corpo-
ris (t. cruris, t. faciei a t. gladiatorum) nebylo mozné pod-
le dostupnych dat presné strukturovat a jsou zahrnuty
pod t. corporis. Béhem sledovaného obdobi nebyl evido-

van zadny pfipad t. barbae.

Tabulka 4. Piivodci tinea corporis! v CR v obdobi Eervenec 2011 aZ Eerven 2013

lvéetné t. faciei, t. gladiatorum a t. cruris

2tinea corporis je pusobena hlavné zoofilnimi kmeny T. interdigitale [11, 19]
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Tabulka 5. Pivodci tinea capitis v CR v obdobi &ervenec 2011 aZ Cerven 2013

Piivodce

Microsporum canis
Arthroderma benhamiae
Microsporum gypseum
Trichophyton interdigitale
Trichophyton tonsurans
Celkem

V pribéhu studie bylo zachyceno 945 kultivaéné pozi-
tivnich pripada t. corporis. Antropofilni druhy byly identi-
fikovany ze 499 vzorkd (52,8 %), zoofilni druhy ze 411
(43,5 %) a geofilni ze 35 (3,7 %). Antropofilni druhy
T. rubrum a T. tonsurans byly vyrazné Castéji zastoupeny
u muzd (69 %, respektive 85,7 % infekci), ale vyrazné se
lisil vékovy medidn pacientil (viz tab. 4). Vyznamna Cést
infekei zptsobenych T. rubrum odpovidala subtypu t. cru-
ris a poCet pacientl v populaci vyrazng rostl se zvySujicim
se vékem (obr. 4). Infekce plisobené T. fonsurans odpovi-
daly zejména subtypu t. gladiatorum a vyskytovaly se
hlavné u muzi ve véku 21-30 let (viz obr. 4). Zoofiln{
druhy vyrazné prevazovaly u mladych Zen (72,7 %; véko-
vy medidn 17 let) a nejvice zastoupeny byl druh A. benha-
miae (n = 216, vékovy medidn 10 let), ktery pisobil
66,9 % piipadu t. corporis u pacienti do 10 let a 46,8 %
pripadt u pacientti ve véku 11-20 let (viz obr. 4). Dalsi
vyznamni zoofilni ptivodci, M. canis (n = 101) a zoofiln{
forma T. interdigitale (n = 86), byli také vyrazné Castéjsi
u Zen, ale infekce byly rovnomérnéji zastoupeny v popu-
laci i u vys$ich vékovych skupin (viz obr. 4). Ze zbyvaji-
cich zoofilnich druhti dermatofytd byly zjistény 7. verru-
cosum (n = 6; prenesené ze skotu) a T. erinacei (n = 2;
prenesené pravdépodobné z kralika).

Geofilni druhy byly pivodci 3,7 % piipadl t. corporis
(n = 35) a byly izolovédny s podobnou frekvenci z pacien-
tl ve vSech vékovych skupinéach (viz obr. 4). Polovina pfi-

n %
14 58,33
7 29,17
1 4,17
1 4,17
1 4,17
24

padu byla vyvoldna M. persicolor (viz tab. 4) bez rozdilu
ve frekvenci mezi muZi a Zenami. Naproti tomu vSechny
infekce vyvolané M. fulvum (n = 7) byly zjiStény u Zen
(viz tab. 4) ve véku 37-63 let a Casové, ani mistné spolu
nesouvisely.

Tinea capitis

Tinea capitis byla jen zfidka zastoupend klinickd forma
dermatofyt6zy. Béhem studie bylo zaznamendno 24 pii-
padu a z toho 22 (91,7 %) bylo zplsobeno zoofilnimi dru-
hy M. canis (n = 14), A. benhamiae (n = 7) a zoofilnim
kmenem T. interdigitale (n = 1). Jediny piipad byl shodné
vyvolan T. tonsurans a M. gypseum (tab. 5). VSichni pa-
cienti byli ve véku 1-12 let (vékovy medidn 6 let), poCet
chlapci byl 14 a divek bylo 10.

DISKUSE

Spravna identifikace ptvodct infekci je predpokladem
pro sledovani zmén v Cetnostech jednotlivych druhti, na-
pomdhd hodnotit vysledky preventivnich opatfeni a inter-
venci, a je zakladnim poZadavkem pro ptipravu epidemio-
logickych studii. V minulosti byla publikovdna fada
MGM, které s vetsi ¢i mensi mirou presnosti dovedou
identifikovat druhy dermatofytt [2, 3]. Sekvenace oblasti
ITS rDNA je uzndviana jako zlaty standard pii molekuldr-

pocet pripadu

180

163
160 1

140 1

120

H ostatni
W geofilni

100 1

80

60

40 7

20 1

0-10 11-20

21-30 31-40 41-50

W T. interdigitale
B M. canis

O A. benhamiae
OT. tonsurans
W T. rubrum

51-60 61-70 nad 71 vékova skupina

Obr. 4. Pivodci tinea corporis a vékova struktura pacientil (analyza 945 piipadi)
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né genetické identifikaci dermatofytt, protoZe dovede roz-
lisit vétSinu zndmych druhi a je snadno dostupna [7, 8].
Nékteré PCR-fingerprintové metody ptredstavuji vhodnou
a levnéjsi alternativu k sekvenovani a také dovedou spo-
lehlivé identifikovat dermatofyty [6, 17, 22]. PCR-finger-
printovd metoda s primerem M13-core, pouZitd k uréeni
vétSiny izoldth v této studii, byla dfive tspé$né pouzita
k druhové identifikaci dermatofyti [6] i jinych skupin hub
[12, 21, 25, 26]. Metoda produkovala druhové specifické
vzory prouzki u vSech 14 druhd dermatofyti zaznamena-
nych v této studii a je schopnd rozliSit i nékteré vzdcné
izolované druhy, které nebyly v této studii zachyceny [6,
14]. Spolehlivost metody demonstruje i zdchyt dvou do-
sud nepopsanych druhd v prabéhu této studie, které byly
popsany jako T. onychocola [13] a M. aenigmaticum [14]
a byly zprvu odhaleny na zdkladé unikdtniho PCR fin-
gerprintu. Z na$i studie, ani z pfedchozich praci nebylo
zndmo, zda je metoda schopna rozliSit fylogeneticky bliz-
ké druhy T. tonsurans a T. equinum, proto byly vSechny
izolaty urcené fingerprintem jako T. tonsurans sekveno-
vény. RozliSeni zoofilnich a antropofilnich izoldta T. in-
terdigitale, které je mozné na zdkladé sekvenace ITS
rDNA [11] bylo nad rozliSovaci schopnosti fingerprintové
metody, ale velmi dobrou pfedstavu o tomto rozdéleni ma-
7e dat klinickd manifestace infekci a fenotyp izolati. In-
fekce typu t. corporis jsou silné zanétlivé a ptisobené zpra-
vidla zoofilnimi kmeny T. interdigitale, kdezto t. pedis
a t. unguium jsou nejéastéji pasobeny antropofilnimi kme-
ny [19].

Hlavni pivodci a jejich zastoupeni se u t. pedis a t. un-
guium v podstaté nezménilo od doby epidemiologické stu-
die na tzemi Prahy a okoli provedené mezi lety 1987
a 1998 [16], kdy byli ve vice nez 99 % pripadi izolovani
jako pavodci T. rubrum a T. interdigitale, zbyvajici pfipa-
dy byly vyvolany E. floccosum. V této praci byly druhy
T. rubrum a T. interdigitale izolovany v 98,9 % piipadi,
t. unguium a 97,5 % piipada t. pedis. U t. unguium se na-
vic kromé E. floccosum podafilo identifikovat dalSich se-
dm mdlo béZnych pivodci (viz tab. 2), u t. pedis pouze
M. gypseum (viz tab. 3).

Vyznamné zmény v druhovém spektru a v procentudl-
nim zastoupeni hlavnich pivodct oproti minulosti byly
nalezeny hlavné u klinickych forem t. corporis a t. capitis.
Nejvyznamnéjsi zménou je bezpochyby vyrazné rozsireni
druhu A. benhamiae, ktery byl v této studii druhym nej-
béznéjsim pivodcem dermatofytéz hned po 7. rubrum
(viz tab. 1, obr. 3) a je s nim spojena vyznamnd Cast infek-
ci t. corporis a t. capitis (viz tab. 4 a 5), predevS§im u dét-
skych pacientd (viz obr. 4). Infekce u ¢lovéka zplsobené
timto druhem se u nds zacaly objevovat soubézZné s pocat-
kem této studie v roce 2011 [18, 24] a velmi rychle se na
naSem Uzemi rozsitily. Podobné infekce jsou zndmy hlav-
né z Némecka, Svycarska a Japonska [5, 15, 20] a v ev-
ropském regionu jsou na ¢lovéka prendseny hlavné z mor-
cat. Arthroderma benhamiae je velmi univerzdlnim pato-
genem a klinickd manifestace zahrnuje kromé t. corporis
a t. capitis také t. unguium (viz tab. 2). Udaje o zichytu
tohoto druhu zcela chybi ve vSech epidemiologickych stu-
diich provedenych v poslednich desetiletich [10, 22, 23]
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a intenzivni vyskyt je ziejmé lokdlni a ¢asové jasné ohra-
né informace o distribuci tohoto patogenu mezi pacienty
podle véku, pohlavi a klinické formy onemocnéni (viz tab.
2,4,5,0br. 4).

Cisté taxonomick4 je zmé&na v pojmenovavani nékte-
rych variet T. mentagrophytes, kterym byly v minulosti
pfisuzovany piipady t. corporis pfenesené ze zvifat a dnes
jsou tyto izolaty fazeny do druhu T. interdigitale [19] (viz
tab. 4). Pfinosem molekuldrni identifikace bylo také od-
haleni druhd M. persicolor, M. fulvum a T. erinacei, které
se vyskytuji s nizkou Cetnosti a jsou na zdkladé morfolo-
gie obtiZné identifikovatelné.
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SOUHRN

Trichophyton sp. anamorfa od Arthroderma benhamiae je relativné novy puvodce dermatofytéz na nasem tzemi. V obdobi od 1. 1.
2012 do 31. 12. 2013 byl tento zoofilni dermatofyt izolovan v laboratofi Dermatovenerologické kliniky u 25 pacientd. Uréeni druhu
bylo potvrzeno molekuldrng genetickou analyzou. U 15 pacientii byl sledovén také klinicky priib&h a efekt 16¢by. Slo o 12 d&ti ve v&-
ku 2-10 let a jen 3 dospélé. Zdrojem infekce bylo v 9 pripadech morce, ve 2 piipadech pfichdzeli v dvahu jini hlodavci a ve 3 pfipa-
dech pes. Inkubacni doba byla 3—4 tydny. Klinicky obraz nejevil odlisnosti oproti jinym infekcim vyvolanym zoofilnimi dermatofyty,
az fluorescenci 1ézi ve Woodové svétle, coz je jinak charakteristické pro rod Microsporum, nikoli pro Trichophyton. V lokdlni 1écbé
se nejlépe uplatnily naftifin a ciklopiroxolamin. Klotrimazol se ukdzal jako nedc¢inny. Léze ve kstici se zhojily po 4-8 tydnech 1é¢by
perordlnim terbinafinem.
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SUMMARY
Our first Experiences with Infections Caused by Arthroderma benhamiae (Trichophyton sp.)

Trichophyton sp. anamorph of Arthroderma benhamiae is an emerging agent of dermatophytoses. During the period from 1. 1. 2012
to 31. 12. 2013 this zoophilic dermatophyte was isolated from 25 patients in the laboratory of the Clinic of Dermatology and Vene-
reology. The identification of the species was confirmed by molecular methods. Clinical data and therapeutic outcome were availab-
le for 15 patients, 12 of them were children aged 2—10 years, only 3 were adults. Guinea pigs were the source of the infection in 9 ca-
ses, other rodents in 2 cases. In 3 cases infection from a dog was also possible. The incubation period ranged from 3 to 4 weeks. The
clinical appearance of the lesions showed no particular difference from other infections by zoophilic dermatophytes, with the excep-
tion of green fluorescence in Wood’s light which is otherwise characteristic for Microsporum (not Trichophyton) lesions. Naftifine or
ciclopiroxolamine were effective in topical therapy of the lesions on the glabrous skin, whereas topical clotrimazole was ineffective.
Scalp lesions healed after 4-8 weeks of oral terbinafine.
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fektni), které dostaly v minulosti jména Arthroderma ben-

UVOD

Do roku 1999 jsme byli zvykli, ze komplex Trichophyton
mentagrophytes se délil na fadu variet, z nichZ jedna
(T. mentagrophytes var. interdigitale) byla Cisté antropofilni,
dalsi (T. mentagrophytes var. mentagrophytes, T. menta-
grophytes var. asteroides, T. mentagrophytes var. granulo-
sum, T. mentagrophytes var. quinckeanum, T. mentagrophy-
tes var. erinacei, T. mentagrophytes var. nodulare, aj.) byly
zoofilni. Déle bylo v§eobecné pfijimano, Ze k této nepohlav-
ni (anamorfni, imperfektni) formé, pojmenované 7. menta-
grophytes, existuji dvé formy pohlavni (teleomorfni, per-
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hamiae a Arthroderma vanbreuseghemii [2].

Puvodni materidl (pouzity ptivodnim autorem k popisu
druhu) se od vétSiny dobfe zndmych druhti dermatofyt,
véetné€ T. mentagrophytes, nezachoval a bylo nutné nové
ustanovit vhodny typovy materidl, podle kterého by se
mohla taxonomie fidit. V roce 1999 byl takto ustanoven
novy typovy materidl (neotyp) pro vétSinu klinicky vy-
znamych druhd [4]. Podle nového konceptu neni 7. men-
tagrophytes pribuzny ani s jednim ze svych domnélych
pohlavnich stadii, tedy ani s A. benhamiae, ani s A. van-
breuseghemii (nejblize ma k T. simii a T. schoenleinii — uZ
Sabouraud zaradil Achorion quinckeanum do stejného ro-
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du s Achorion schoenleinii) [4, 5, 14]. Z nékterych variet
se staly samostatné druhy, napt. T. erinacei a T. interdigi-
tale (druhy zminény druh md kmeny jak antropofilni, tak
zoofilni, které se do zna¢né miry li§{ morfologicky, hosti-
telskymi preferencemi a klinickou manifestac{). Zoofilni
kmeny T. interdigitale podle dne$niho pojeti odpovidaji
morfologicky i klinickou manifestaci infekci izolatim,
které byly dfive oznaCovdny jako T. mentagrophytes
[5, 14], ten je dnes klinicky takika bezvyznamnym dru-
hem. Arthroderma vanbreuseghemii je druh povazZovany
za velmi blizky, ne-li identicky druh s T. interdigitale [5,
14, 17]. Arthroderma benhamiae je také samostatny druh,
jméno pro nepohlavni stadium ale po jejim odlouceni
od T. mentagrophytes dosud nebylo vytvofeno, a tak je
tento druh nazyvén jako ,,Trichophyton sp. anamorfa od
A. benhamiae“, nebo jen ,,A. benhamiae* [5, 14, 18].

V obdobi od 1.1.2012 do 31. 12.2013 jsme v myko-
logické laboratofi Dermatovenerologické kliniky 1. LF
UK a VEN v Praze zachytili celkem 25 pacientd infiko-
vanych timto druhem. Z toho 15 pacientl se na nasi kli-
nice i 1é¢ilo, takZe se miZeme pod€lit o zkuSenosti s dia-
gnostikou a 1é¢bou infekci vyvolanych A. benhamiae.

MATERIAL A METODY

Soubor pacientii

Soubor pacientii 1é¢enych na klinice zahrnoval 15 pa-
cientli, 5 muzského a 10 Zenského pohlavi ve véku 2-76
let. Slo o d&ti staré 2—10 let a tfi dosp&lé Zeny ve véku 30,
65 a 76 let.

VySetieni

Vedle béZné anamnézy a aspexe byli Ctyfi pacienti vySet-
feni také ve Woodové svétle. Ode vSech pacientti byly ode-
brany Supiny nebo vlasy na mykologické vySetfeni. Pro mik-
roskopické vysetieni byl zhotoven louhovy preparat s 20%

vz

KOH. Dalsi ¢4st materidlu byla urcena ke kultivaci.

Kultivace, morfologie a uchovavani izolata

Cist materidlu byla pfimo pfi odb&ru naotkovédna na
Sabouraudiv glukézovy agar s chloramfenikolem
(SGAC; Sabouraud Chloramphenicol Agar, Bio-Rad,
Marnes-la-Coquette, France). Kultivace probihala pfi po-
kojové teploté€ po dobu 3 tydnt. Druhova identifikace pro-
bihala na zdkladé makromorfologickych a mikromorfolo-
gickych charakteristik a pozdé€ji byla potvrzena moleku-
larné genetickymi metodami. U izoldtu od pacienta ¢. 15
byla vyzkouSena diferenciace na chromogennim agaru
(CandiSelect 4, Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France) na-
vrhovand Mayserem et al. [13].

Kultivace za tcelem popisu makromorfologie kolonii
probihala pfi 25 °C ve tmé na ndsledujicich médiich: Sa-
bouraudiv glukézovy agar s chloramfenikolem a cyklo-
heximidem (SGACC; TRIOS, Praha, CR), Sabouraudav
glukézovy agar (SGA; Himedia, Milano, Itdlie), malt ex-
trakt agar (MEA; Oxoid, Basingstoke, UK) a Takashio
médium (TAK; 1 g peptonu, 2 g glukézy, 1 g MgSO, X 7
H,0, 1 g KH,PO, a 20 g agaru a 1 litr destilované vody).
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Mikromorfologie byla sledovdna na MEA. Vé&tSina izol4-
tl zkoumanych v této studii byla uloZena do Sbirky kultur
hub (CCF; Culture Collection of Fungi) na katedfe bota-
niky Pfirodovédecké fakulty University Karlovy v Praze.

Molekularné genetické metody

DNA byla izolovéna ze 7-14 dni starych kultur za pouZi-
ti komeréniho kitu ArchivePure DNA yeast and Gram2+ kit
(5 PRIME Inc., Gaithersburg, Maryland) podle pokynt vy-
robee, ale s modifikovanymi ¢asy inkubace (,,lytic enzyme
solution®, 2 h, 37 °C; ,,cell lysis solution®, 4 h, 64 °C). Izo-
laty byly identifikovdny na zdkladé vzoru prouzkid ziskané-
ho metodou PCR-fingerprintingu s primerem M13-core (5 -
GAGGGTGGCGGTTCT) podle diive popsané metodiky
[7] a ndsledovalo porovnéni tohoto vzoru s izoldtem diive ur-
¢enym na zdkladé ITS rDNA sekvence. U &dsti izolatl byla
provedena sekvenace ITS oblasti IDNA za pouziti primert
ITS5 (5"- GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG) a ITS4S
(5- CCTCCGCTTATTGATATGCTTAAG). Usek byl na-
mnoZen primery za podminek popsanych diive [8]. Oba
koncové primery byly pouZité k sekvenaci. Tyto izoldty by-
ly identifikovany na zdklad€ shody ITS sekvence s ex-typo-
vym kmenem A. benhamiae CBS 623.66 (Z98015) pti pou-
7ziti serveru BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).
Sekvence reprezentativniho kmenu CCF 4800 byla uloZena
do EMBL databédze (European Molecular Biology Labora-
tory) pod pfistupovym Cislem LK054798.

Terapie

Prvni volbou byla 1écba lokdlni, pti postiZeni kStice ne-
bo pfi nedostatecném ucinku lokdlnich antimykotik byla
nasazena perordlni terapie terbinafinem v ddvce 125
mg/den u déti, 250 mg/den u dospélych. Pred 1é¢bou a po
4 tydnech 1écby byly vysetfeny jaterni testy.

VYSLEDKY

Klinické vySetieni

Klinické ddaje o pacientech jsou shrnuty v tabulce 1.
Dvandct pacienti mélo 1éze jen na hladké kazi, dva na ka-
Zi i ve kStici, jeden pouze ve kstici. U 5 pacientd byl po-
stizen oblicej. Léze ve kStici nabyla ve dvou pfipadech
formu kerionu (obr. 1). LoZiska na hladké kuzi byla eryte-
matoskvamézni s infiltrovanym, Zivé ¢ervenym lemem.
Ve dvou piipadech jsme na lemu pozorovali pustuly, v jed-
nom vezikuly (obr. 2). Fluorescence 1ézi ve Woodové
svétle byla pozitivni u 3 ze 4 vySetfovanych piipadd. Pfi
patrani po predispozi¢nich faktorech jsme u vSech tif do-
spelych pacientek zjistili, Ze trpély chronickou dermat6-
zou léCenou intermitentné kortikoidnimi externy (pacient
¢. 2 dermatitis seborrhoica capillitii, ¢. 4 eczema nummu-
lare, €. 8 lichen ruber planus). Z 12 déti byly 4 atopické,
coZ je jen lehce nad hranici uddvaného vyskytu atopie
v bézné populaci (25-30 %).

Epidemiologické Setreni

V deviti ptipadech bylo zdrojem infekce morce, ve 2
ptipadech byli v rodiné jesté dalsi hlodavci. Ve 2 ptipa-
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Tabulka 1. Klinické a epidemiologické tdaje o pacientech infikovanych Arthroderma benhamiae

Poradové  Vzorek Pohlavi Vék  Lokalizace Klinicky obraz Zdroj Predispozice

¢islo

1 CCF 4847  Zena 9 predlokti erytém, krusty nezjistovan z4dnd

2 CCF 4848  Zena 76 oblicej, kstice, erytém, infiltrace morce dermatitis

predlokti okrajt, kerion seborrhoica

3 CCF 4849 muz 8 oblicej erytém, skvamy morce atopie

4 CCF 4850  Zena 30 stehno erytém, krusty, morce eczema
pustuly nummulare

5 CCF 4851  Zena 9 hrudnik, zada erytém, infiltrace ruzni zadna
okraju hlodavci,

pes
6 CCF 4852  Zena 6 oblicej erytém, pustuly morce atopie
7 CCF 4853 muz 6 krk, zada erytém, skvamy babicka? zadna
pes?

8 SK 317 Zena 65 ruka erytém, papuly neuddvd lichen planus

9 CCF 4854 muz 4 oblicej, kstice, bricho  erytém, infiltrace morce zadna
okrajt, skvamy

10 SK 337 Zena 6 Sije erytém, infiltrace morce atopie
okraju

11 SK 813 Zena 10 oblicej, zdda erytém, skvamy morce zadna

12 SK 2533 Zena 8 hrudnik erytém, infiltrace nezjist'ovéan zadnd
okrajt, skvamy

13 CCF 4855 muz 10 hrudnik erytém, infiltrace morce, zadna
okraju, skvamy, kiecek,
vesikuly pes

14 CCF 4800 muz 6 kstice kerion pes? zadné

15 CCF 4856  Zena 2 predlokti erytém, infiltrace morce atopik

okrajt, skvamy

Obr. 1. Tinea capitis vyvoland A. benhamiae (kerion Celsi)

dech mohl byt zdrojem infekce i pes, laboratorné jsme si
to vSak nemohli ovérit. U pacienta €. 7 pfichdz{ v uvahu
pes jako jediny zndmy zdroj — asi 3 tydny pfed propuknu-
tim nemoci byla v rodiné na navstévé babicka se psem,
kterého si mésic predtim poridila z dtulku. Babicka méla
rovnéz erytematoskvamozni 1ézi na bradé. Interhumanni
prenos v rodindch jsme nepozorovali. Ve 2 pripadech by-
lo mozno z anamnézy stanovit i inkubacni dobu — 3 az 4
tydny.
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Obr. 2. Tinea faciei vyvoland A. benhamiae

Morfologie

Mezi izolaty A. benhamiae se daji rozeznat dvé velmi
odlisné fenotypové varianty, které jsou v literatufe nazy-
vany jako Zluty a Cerveny (piipadné bily) fenotyp [11, 18].
Nazvy prameni z produkce Zlutého nebo cerveného pig-
mentu. Rozdilné pigmenty mohou byt u obou fenotypt
soucasné pozoroviany na MEA, Zluty pigment je nejvyraz-
néjsi na SGAC nebo na SGACC (obr. 3). Obé varianty se
podstatné 1i$i ve svém makroskopickém vzhledu na vSech
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Zluty fenotyp ¢erveny fenotyp

Obr. 3. Kolonie zZlutého a ¢erveného fenotypu A. benhamiae po
3 tydnech kultivace pfi 25 °C na riiznych médiich

SGACC, Sabouraudtv glukézovy agar s chloramfenikolem a
cykloheximidem; SGA, Sabouraudiiv glukézovy agar; MEA,
malt extrakt agar; TAK, Takashio médium.

zkoumanych médiich (viz obr. 3). Zatim nebyl popsén,
a ani my jsme nezaznamenali, Zddny vztah mezi fenoty-
pem a genotypem ITS rDNA. Oba fenotypy maji i iden-
ticky profil prouzkt pfi PCR-fingerprintingu s M13-core

A. benhamiae M. canis

Obr. 4. Srovnani kolonii M. canis a A. benhamiae
Prvni fada: kolonie na Sabouraudove glukézovém
agaru s chloramfenikolem po 3 tydnech kultivace
pri 25 °C; druhd fada: reverz kolonifi; tfeti fada:
zabarveni na chromogennim agaru Candiselect 4.
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Obr. 5. Mikromorfologie A. benhamiae (a—g) a M. canis (h-k)
A. benhamiae: (a—c, ) konidiofory, (d) spirdlni vldkna, (f) mak-
rokonidie, (g) mikrokonidie. M. canis: (h—i) makrokonidie, (j)
mikrokonidie, (k) konidiofor nesouci mikrokonidie.

primerem. Mezi ¢eskymi pacienty je zastoupeny s vyraz-
nou prevahou Zluty fenotyp (zhruba 4-5 : 1).

Tritydenni kolonie Zlutého fenotypu na SGAC a na
SGACC jsou ploché, v centru chmyfité, bilé, na okraji
roste kolonie pfevazné pod povrchem agaru a je Zlutd s pa-
prscitym okrajem, spodni strana je zarivé zlutd az zlato-
zlutd (viz obr. 3 a 4). Makromorfologie miZe silné pfipo-
minat Microsporum canis (obr. 4). Morfologie kolonifi na
SGA bez pridanych antibiotik se podstatné méni a kolonie
jsou u obou fenotypti bélavé a vyrazné granularni (viz obr.
3). Kolonie na MEA jsou bilé, jemné az hrubé granularni,
spodni strana je zluté, nebo Cervené zabarvend. Na Takas-
hio médiu rostou oba fenotypy velmi odli§né, Zluty feno-
typ roste paprscité a prevazné pod povrchem agaru, kdez-
to kolonie ¢erveného fenotypu jsou granuldrni (viz obr.
3). Na agaru CandiSelect 4 jsme po 3 dnech pozorovali
stopy modrého zbarveni na spodiné kolonie A. benha-
miae, po tydnu je rozdil oproti M. canis naprosto zfetelny.
Kolonie A. benhamiae je svétle modra, kolonie M. canis
zustava bila (viz obr. 4).

V mikrokultufe jsou patrné cetné kulaté, kapkovité,
hruskovité, z mensi ¢asti téZ cylindrické mikrokonidie
(obr. 5g) usporddané hroznovité na spote vétvenych koni-
dioforech. Terminalni hyfy konidiofort se zuZuji a pisobi
zaSpicatélym vzhledem (obr. 5a,b.e), na vrcholu kazdeé ta-
kové vétve byva termindlni konidie. V kultufe jsou pfi-
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Tabulka 2. Vysledky lokdln{ 1écby

Pacient Vék Klinicky obraz Lokalizace Lék Zhojeni Poznamka
2 76  erytém, infiltrace okraji  oblicej, predlokti, kStice ekonazol za 5 tydnd  kaze zhojena, kstice kerion
3 8 erytém, skvamy oblicej ciklopiroxolamin  za 6 tydni  klotrimazol bez efektu
6 6 erytém, pustuly oblicej naftifin za 3 tydny
7 6 erytém, skvamy krk, zada ciklopiroxolamin  za 10 tydnd
8 65  erytém, papuly ruka ciklopiroxolamin  za 6 tydnd
10 6 erytém, infiltrace okraji  Sije ciklopiroxolamin  za 8 tydnd
11 10 erytém, skvamy oblicej, zdda naftifin za 2 tydny zdda zhojena, oblicej nikoli
13 10 erytém, infiltrace okraju, hrudnik ciklopiroxolamin  za 5 tydnd
skvamy, vezikuly
15 2 erytém, infiltrace predlokti ciklopiroxolamin ~ za 7 tydnd
okrajti, skvamy
Tabulka 3. Vysledky perordlni 1écby
Pacient Vék Klinicky obraz Lokalizace Lék Efekt Poznamka
1 9 erytém, krusty predlokti ~ TER 1 tyden 125 mg/d po 8 tydnech zhojena TER po tydnu vysazen
pro NU
2 76  erytém, infiltrace okrajl, kstice TER 4 tydny 250 mg/d po 4 tydnech zhojena
kerion
4 30  erytém, krusty, pustuly  stehno TER 2 tydny 250 mg/d po 8 tydnech zhojena mykid?, exantém?
5 9 erytém, infiltrace okraji  hrudnik, TER 8 tydnd 125 mg/d po 8 tydnech zhojena klotrimazol bez efektu,
zada mykid
9 4 erytém, infiltrace okraji, oblicej, TER 8 tydnd 125 mg/d po 8 tydnech zhojena
skvamy kstice,
bricho
11 10 erytém, skvamy oblicej TER 2 tydny 250 mg/d po 3 tydnech zhojena
14 6 kerion kstice TER 8 tydnd 125 mg/d po 8 tydnech zhojen rezidudlni alopecie

Vysvétlivky: TER = terbinafin, NU = nezddouci tcinky

tomna i spirdln{ vlakna (obr. 5d) a u nékterych kment ta-
ké doutnikovité makrokonidie s tenkou hladkou sténou
(obr. 5f). Naproti tomu vétSina kmenti M. canis produkuje
velké mnozZstvi vietenovitych, tlustosténnych, bradavci-
tych makrokonidif (obr. 5h,i), mikrokonidie jsou produko-
vany obvykle v menSich mnoZstvich, jsou pfisedlé na ne-
diferencovanych hyfdch (konidioforech) a protahlejsi
(obr. 5j,k) nez u A. benhamiae.

Terapie

Vysledky lokdlni 1écby jsou shrnuty v tabulce 2. VEtsi-
na pacientll byla lé¢ena 2% ciklopiroxolaminem, ke zho-
jeni doslo po 5-10 tydnech. Rychlejsi hojeni bylo pozoro-
véano u dvou pacientl 1é¢enych 1% naftifinem — 2-3 tyd-
ny. Za povSimnuti stoji, Ze pacienti ¢. 3 a 5 byli jesté pred
mykologickym vySetfenim lé¢eni 1% klotrimazolem.
Klotrimazol nejenZe nenavodil hojeni, ale ani neovlivnil
Zivotaschopnost A. benhamiae pti kultivaci.

Vysledky celkové 1€¢by terbinafinem jsou shrnuty v ta-
bulce 3. Doba podavani byla u loZisek na hladké kdzi 1-2
tydny, u jedné pacientky 8 tydnt, ke klinickému zhojeni
kozZnich 1€zi doslo po 3-8 tydnech. Pfi postiZzeni kstice byl
terbinafin poddvan 4-8 tydnd, ke klinickému zhojeni do-
Slo po 4-8 tydnech. ZvySeni jaternich testi nebylo pozo-
rovéano. U pacientky ¢. 1 musel byt terbinafin vysazen po
tydnu pro bolesti hlavy. Tato pacientka byla vsak jesté 4

196

mésice po vysazeni terbinafinu opakované vySetfovadna na
neurologii pro chronickou cefaleu, souvislost s terbinafi-
nem je proto nejasnd. U pacientky ¢. 4 se po 10 dnech uZi-
véani terbinafinu objevil svédivy vysev charakteru pityria-
sis rosea. Pretrvaval i po ukonceni 1é¢by a po zhojeni my-
kézy, kdy plynule pfesSel do podoby numuldrniho ekzému,
kterym pacientka trpéla jiz pred mykézou. Z kliniky ne-
vyplyva, zda §lo o 1ékovy exantém nebo o mykid. Pa-
cientka ¢. 5. méla makulozni mykid na paZich, dlanich
a ploskdch jesté pred nasazenim 1écby.

DISKUSE

Arthroderma benhamiae je pro klinické mykology u nds
novym druhem. P¥itom chov mor¢at ma v CR dlouhou
tradici a druh A. benhamiae byl mezi mor€aty u nds v mi-
nulosti dokumentovén [6], ale jeho izolace z lidského kli-
nického materilu je zcela novd a v CR zatim nepubliko-
vand. V naSich kulturdch se prvni Zluté pigmentujici izo-
l4ty, které makroskopicky vypadaly jako M. canis, ale in-
fekce byla ziskand od morcete, zacaly objevovat v roce
2011.

Zpravy o vysokém vyskytu zoondzy zplsobené A. ben-
hamiae pFichdzi zejména z Némecka [12]. Casovou ohra-
nic¢enost vyskytu zoonézy v Evropé dobfe dokumentuje
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Tabulka 4. Shody a rozdily mezi Arthroderma benhamiae a Microsporum canis

Znak Microsporum canis
Fluorescence 1ézi ve Woodové svétle ano
Zdroj infekce kocka, pes
Zluty pigment na spoding kolonif ano
(SGAC+chl., nebo SGACC+chl.+cyc.)
Makrokonidie
vétsinou hojné
Mikrokonidie

pomérné mdlo
Konidiofory (s mikrokonidiemi)

Spirdlni vldkna ne
Zabarveni na Candiselect agar 4

popis viibec prvniho piipadi ve Svycarsku v roce 2004
[3]. Velmi peclivé epidemiologické studie z Japonska [19]
ukazuji, Ze v této zemi v roce 1980 nebyla A. benhamiae
jesté ptitomna. Poprvé byl druh A. benhamiae v Japonsku
popsén u kralika v roce 1997 [9], v ndvaznosti na to se
objevily i prvni pfipady tinea corporis u lidi [10]. Jako
zdroj infekce se v némecké literatufe uvadéji morcata,
v japonské hlavné kralici [1, 10, 15]. V nasem souboru se
jako mozné zdroje objevili i psi. Nejnovéjsi veterindrni
studie zjistila, Ze u pst s dermatofytézou se A. benhamiae
nachdzi pomérné Casto [16]. VEétSinou jde o psy loveckych
plemen, ktefi se casto pohybuji venku.

Braun et al. [1] se zmifiuji o tom, Ze A. benhamiae mu-
Ze byt v kultufe snadno zaménéna za jiné Zluté pigmentu-
jici druhy dermatofyt — M. canis nebo T. erinacei. K za-
méné s M. canis mize prispét i skuteCnost, ze 1éze fluo-
reskuji ve Woodové svétle. K odlisSeni od M. canis je tre-
ba hodnotit nejen makroskopicky vzhled, ale ovérit si
i mikroskopicky obraz kultury. Nastésti vétSina kment
A. benhamiae ochotné sporuluje uz v primokultufe. U ne-
sporulujicich kmeni nastava problém, protoze ovéfeni
identifikace molekuldrnimi metodami neni u nds v derma-
tomykologii béZnd praxe. Jako slibnd a pro rutinn{ labora-
tof dostupnd metoda se jevi diferenciace na chromogen-
nim agaru CandiSelect 4, kde se A. benhamiae barvi tyr-
kysové modie, kdezto M. canis se barvi rizove az fialoveé
[13]. Shody a rozdily mezi A. benhamiae a M. canis jsou
shrnuty v tabulce 4.

Spravnd identifikace pivodce neni dilezitd jen z hledis-
ka epidemiologického, ale i z hlediska terapeutického. Pod-
le némeckych autord je druh M. canis malo citlivy na terbi-
nafin a doporucuji k 1é¢b¢ spiSe griseofulvin, flukonazol
nebo itrakonazol, kdezto pro 1écbu infekci A. benhamiae
doporucuji terbinafin v kombinaci s externi aplikaci ciklo-
piroxolaminu [1]. U nés je k 1é¢be tinea capitis u déti povo-
len pouze terbinafin, takZe moznost volby odpadd. V nasem
souboru byl terbinafin podavan po dobu 1-2 tydnd u infek-
ci hladké kuze, po dobu 4-8 tydni u infekce kstice. U pa-
cientdl jsme ale pozorovali rozdily v délce 1é¢by u antimy-
kotickych extern v rozmezi 5-8 tydnti pfi aplikaci ciklopi-
roxolaminu, kdeZto jen 2-3 tydny pfi aplikaci naftifinu.
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vietenovité, s hrubou a tlustou sténou;
hlavné cylindrické a kyjovité;
mikrokonidie pfisedlé na

nediferencovanych hyfach

bezbarvé nebo fialové

Arthroderma benhamiae

ano

morce, kralik, ¢incila, (pes)

ano (vétSina kment; Cerveny fenotyp ne)

doutnikovité (cylindrické), hladké;
jen zridka

kapkovité, méné casto cylindrické;
velmi hojné

slabé vétvené, konidie hroznovité
usporddané, termindlni vétve se zuzuji
k vrcholu

ano

tyrkysové modré

Klotrimazol aplikovany u dvou pacienti jesté pred myko-
logickym vySetienim byl zjevné neticinny.

Léze na hladké kuzi nebyly mimofadné zanétlivé ve
srovnani s infekcemi M. canis nebo T. interdigitale. Ve
kstici vSak A. benhamiae vyvolava Casto silné zanétlivé
keriony [1, 15] (viz obr. 1). Na rozdil od mikrosporie, kde
loziska prakticky vzdy zartstaji ad integrum, se po infek-
ci A. benhamiae mize objevit jizevnata alopecie [15],
v na$em souboru u pacienta ¢. 14. V¢asné stanoveni sprav-
né diagndzy a ptivodce je tedy dilezité i jako prevence tr-
valych nésledkd. V pribéhu infekce jsme pozorovali vy-
skyt mykidu, ktery mize byt tézko odlisitelny od lékové-
ho exantému.

Zavérem lze shrnout dilezita fakta:

1. A. benhamiae mize byt v laboratofi snadno zaméng-
na za M. canis.

2. Zdrojem infekce je zpravidla morce, ale mizZe jim byt

i krélik, ¢incila, nebo pes.

Léze fluoreskuji ve Woodovée svétle Zlutozelené.

4. Na hladké kuazi klinicky obraz odpovidd bézné tinea
corporis, ve kstici je tendence k tvorbé keriont.

5. K lokdlni lécbé doporucujeme naftifin nebo ciklopi-
roxolamin; klotrimazol je zfejmé nedcinny.

6. U kerionu je potfeba celkovd terapie terbinafinem
v délce 4-8 tydnd.

w
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SOUHRN

Taxonomie dermatofytti prosla v minulosti fadou vyraznych zmén a nikdy nebyla pfili§ stabilni. Posledni rozsahlej$i zmény prob&hly
v souvislosti s revizi skupiny molekuldrné genetickymi metodami. Hlavnim cilem této préice je sezndmit Ctendfe s pokroky v taxono-
mii dermatofytl a prostfednictvim seznamu doporuc¢enych jmen sjednotit pojmenovavani druhti napfi¢ eskymi pracovisti. To by mé-
lo nejen usnadnit komunikaci, ale také porovnavani vysledkt se zahrani¢ni literaturou. Jednim z doporuceni je napiiklad ukonceni
pouzivani jména Trichophyton mentagrophytes v klinické praxi. V tvodu textu se diskutuje o problematickém konceptu druhu u der-
matofytl, jehoZ rozdilnd aplikace miZe mit velky vliv na po¢et uzndvanych druhi. Zavérecnd ¢dst je vénovdna budoucim zméndm
souvisejicim s novym vyddnim Mezindrodniho k6du nomenklatury fas, hub a rostlin. Jednd se predev§im o ukonceni dudlni nomen-
klatury hub a vybrani jediného spravného jména pro kazdy druh. Obecné se da fici, Ze je vhodné preferovat jméno nepohlavniho stadia
(Trichophyton, Microsporum, Epidermophyton), s vyjimkou pfipadi, kde toto jméno neni k dispozici (napf. Arthroderma benhamiae).
Klicova slova: Arthroderma — druhovy koncept — fylogeneze — Mezinarodni nomenklatoricky kéd — jedna houba, jedno jméno — po-
lyfazicky pristup — Trichophyton interdigitale — Trichophyton mentagrophytes

SUMMARY
Recent Advances in Taxonomy of Dermatophytes and Recommendations for Using Names of Clinically
Important Species

Taxonomy of dermatophytes has changed significantly in the past and it has never been stable.
Last extensive changes appeared after revision of the group by molecular genetic methods. This paper introduces the advances in ta-
xonomy of dermatophytes and helps to unify the species names in use among the Czech laboratories to simplify their communication
and comparison of the results with foreign literature. The complicated species concept of dermatophytes that might be applied diffe-
rently and might influence the number of accepted species is discussed in the beginning. The last part is dedicated to future changes
related to a new edition of the International Code of Nomenclature for algae, fungi, and plants namely to termination of a dual no-
menclature of fungi and choosing the one correct name for each species.
Key words: Afrhroderma — species concept — phylogeny — the International Code of Nomenclature — one fungus one name — polyp-
hasic approach — Trichophyton interdigitale — Trichophyton mentagrophytes
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UVOD A HISTORICKE SOUVISLOSTI

Taxonomie dermatofytd byla od svych pocatkl ve stie-
du zdjmu mikrobiologi, protoZze se zabyva vyznamnymi
plvodci povrchovych infekei ¢loveéka a zvitat. Jako der-
matofyty se tradiéné oznacuji rody Trichophyton, Micro-
sporum a Epidermophyton. Zminéna rodovad jména se
v dudlnim ndzvoslovi (pohlavni a nepohlavni stadium ne-
se odliSné jméno) pouzivaji pro nepohlavni stadium (ana-
morfu). Pro pohlavni stadium (teleomorfu) je dnes vSe-
obecné prijimdno rodové jméno Arthroderma [113].
V pribéhu svého formovani prosla taxonomie dermatofy-
ti velkymi zménami a nikdy nebyla pfili§ stabilni. Z vel-
ké casti se na tom podilela morfologickd variabilita nékte-
rych druhi a nedspé€snd snaha vymezit zakladni piibuzen-
ské vztahy uvnitf skupiny, dokonce i na rodové drovni,
kde molekuldrni fylogeneze pfindsi jiné vysledky nez
morfologie [34]. Koncept druhu u dermatofytd mél vzdy
sva specifika, zejména diky zohlednéni klinického
a epidemiologického aspektu. Taxonomie je totiZ stdle
tvorena predevs§im pro jeji uzivatele, kterym zdleZi na sta-
bilit¢ a srozumitelnosti.

Vétsina klinicky vyznamnych druhit dermatofytd byla
popsédna v pomérné ddvné minulosti, kdy jeSté neexisto-
vala pravidla a doporuceni pro popis druhti zakotvena
v Mezindrodnim kédu nomenklatury fas, hub a rostlin (da-
le jen Kéd), poprvé uveiejnéném v roce 1905. Rada dnes
dobfe zndmych jmen je podloZenych jen velmi struénym
popisem bez obrazové a herbarové dokumentace. Popis
nékterych druhti (zvIast€ jmen navrzenych kolem polovi-
ny 19. stoleti) nebyl navic zaloZen ani na kultufe houby,
ale jen na klinickém obrazu a vzorku pfimé mikroskopie
z postizeného pacienta (napt. T. tonsurans). Z téchto di-
vodu se Casto nezachoval zadny pavodni materidl, dokon-
ce ani kresby znazornujici typické znaky rodi a druhi der-
matofytt, jak je zname dnes. Velkym milnikem v taxono-
mii dermatofytil proto byla kultivace piivodcti dermatomy-
kéz na agarovych médiich, s moZnosti sledovat makro- a mik-
romorfologii subkultur [87], kterd byla zdkladem dalsiho
rozvoje taxonomie této skupiny hub.

Pro dermatofyty bylo v minulosti navrZzeno vice nez
500 nadbytecnych jmen (viz databdaze MycoBank;
www.mycobank.org), kterd dnes nejsou pouzivana. Velka
¢ast z nich vsak byla opusténa jesté pred érou molekuldr-
ni biologie. Kvili neexistujicimu ptivodnimu materialu,
bylo nutné pri revizi dermatofyt stanovit pro velkou Cast
druhi novy typovy materidl (neotyp), ktery zafixoval pou-
Zivani jmen a zamezil jinym vykladim v budoucnosti
[29, 30, 27]. Néktera rozhodnuti o synonymizaci druhl na
zdkladé prvnich molekuldrné genetickych studii byla ale
ukvapend (napf. synonymizace T. equinum a T. tonsurans)
a podtrhuji vyznam polyfdzického pfistupu, tj. nutnosti
brat v dvahu vysledky nékolika nezdvislych metod pred
u¢inénim definitivniho rozhodnuti.

Navzdory tomu, jak je medicina konzervativnim obo-
rem, je tfeba s urCitym Casovym odstupem reflektovat
zmény, které v taxonomii hub probihaji. U kontroverznich
a rozsahlych zmén by mél byt casovy odstup dostatecny
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(napt. 10 let a vice), aby byl dostatek Casu pro diskusi
a obhdjeni zmén ve védecké a uzivatelské komunité, a ne-
dochézelo tak k nadmérnému zatéZovani uzivateld (napf.
klinickych mikrobiologil) zménami. Vétsina zdsadnich ta-
xonomickych zmén u dermatofyt byla u¢inéna jiz v le-
tech 1999 a 2000. Tyto zmény byly z velké Casti potvrze-
ny, zavrzeny, ¢i upfesnény v dalSich nezdvislych studiich,
a mohou tedy byt bez vyznamnéjsiho rizika dalSich brz-
kych zmén zaclenény do praxe. Stdle ale existuje n¢kolik
klinicky vyznamnych druhti, ¢i druhovych komplext, kde
zbyva taxonomické otdzky dofeSit. Velké zmény v pojme-
novavani druhd jsou nyni spojeny se zavadénim aktudl-
nich pravidel uvefejnénych v novém Kdédu, které se do-
tkly nejcitelnéji praveé hub [74]. Jde hlavné o ukonceni
pouzivani dudlni nomenklatury a zvoleni jediného platné-
ho jména, které v sobé obsdhne cely Zivotni cyklus houby.
Cilem této préce je shrnout vyvoj v taxonomii dermatofy-
tt béhem poslednich zhruba dvou desetileti a nastinit bu-
douci zmény souvisejici se zavddénim jediného jména pro
jednu houbu. Prace predkladd ptehled v soucasnosti uzna-
vanych jmen dermatofytl a sjednocuje jejich uzivani na-
pfi¢ Ceskymi mykologickymi a klinickymi pracovisti, coZ
by mélo pfispét k jednodussimu dorozuméni a také snad-
néj§imu porovnani vysledkd mezi publikacemi.

CO JE DRUH U DERMATOFYTU?

Definice druhu je jednou ze zdkladnich, ale zaroven
nejvice problematickych otdazek taxonomie dermatofytt
a aplikace rtznych piistupi méd velky dopad na pocet
uzndvanych druhd. Pravdépodobny model evoluce der-
matofytd predpokladd, Ze geofilni dermatofyty s rezer-
vodrem v pidé jsou nejpivodné;jsi. Dlouhodobym kontak-
tem dermatofytd rozkladajicich keratin v piibytcich Zivo-
Cicht s jejich obyvateli se vysvétluje adaptace téchto dru-
hii na zviteciho hostitele (zoofilni dermatofyty) [26]. Po-
hlavni proces geofilnich druhti a omezeného poctu zoofil-
nich druhl probihd ¢asto pfimo v nordch a hnizdech Zivo-
¢icht, kde je stdly dostatek keratinu [41, 109]. Dal$im kro-
kem ve vyvoji dermatofytl, byla moZnost pfenosu zoofil-
nich (prevazné synantropnich) druhti na ¢loveka a jejich
prizpisobeni se na ¢lovéka jako hlavniho hostitele (antro-
pofilni dermatofyty). Pfechod k parazitickému zpisobu
Zivota u antropofilnich a nékterych zoofilnich druht
(hlavné patogent domestikovanych zvitat), vedl ke ztraté,
nebo vyraznému omezeni pohlavniho rozmnoZzovani [32],
protoze druhy ztratily prostfedi vhodné k pohlavnimu pro-
cesu, ktery nikdy nebyl prokdzan pfimo na Zivém hostite-
li [109]. Tyto druhy se navic vyvinuly v evolu¢né nedav-
né dobé, genetické mezidruhové rozdily jsou Casto nevy-
razné [32] a také reprodukcni bariéra mezi nékterymi dru-
hy nemusi byt jeSté zcela vytvorena.

Morfologicky koncept druhu zahrnujici makro- a mik-
romorfologii kultur dal tradi¢ni, ale hruby zdklad systému
dermatofytti, jak ho zndme dnes [19]. Postupné byly pfi-
davany rizné fyziologické testy jako perforace vlasu [2],
nutriénf testy [23], uredzovy test [81] a dalsi [100]. Tyto
testy déle zpresnily rozliSeni nékterych druhd, zdroven
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Obr. 1. Fylogeneticky strom zndzorfiujici vztahy mezi klinicky vyznamnymi druhy dermatofyts

Vétve s primarng patogennimi druhy (zoo- a antropofilnimi) jsou zabarveny &erveng, s geofilnimi druhy Gerné. Uvozovkami jsou
oznaceny pravdépodobné zmény rodovych jmen v budoucnu. Strom byl konstruovan na zakladé sekvenci ITS rDNA ziskanych z da-
tabdaze GenBank podle pristupovych &isel uvetejnénych difve [10, 34, 43]. Alignment byl vytvoren v programu MAFFT vs. 7 [58] za
pouziti zdkladniho nastaveni a FFT-NS-i strategie. Findln{ alignment obsahoval 666 pozic, 301 variabilnich a 235 parsimonné infor-
mativnich. Pro vypocet byla zvolena metoda Maximum Likelihood v programu MEGAG6 [108], evolu¢ni model TN93+G, 1000 boot-
strapovych vybérl, zobrazeny jsou jen statistické podpory vétvi presahujici 50 % bootstrapové podpory. Keratinomyces ceretanicus

byl pouzit jako outgroup.

vSak podpofily popsani nékterych nadbyte¢nych druhi.
Problematické jsou z hlediska tohoto konceptu atypické
izolaty (nesporulujici, s degenerovanou morfologif), které
se u dermatofytti pomérné bézné vyskytuji (v dnesni dobé
Casto v souvislosti s Iécbou pfedchdzejici odbéru na kulti-
vaci).

Ekologicky koncept bere v ivahu predevsim priroze-
ny rezervodr druht, a déli tak dermatofyty na druhy geo-
filni a primdrné patogenni (antropofilni a zoofiln{) [24].
Zohlednéni tohoto déleni je vyhodné také pro klinickou
praxi, kde jiZ sama identifikace druhu napovidd o moz-
nych zdrojich infekce. Navic ekologie mnohem 1épe nez
morfologie odrazi fylogenezi dermatofytd a druhy s ob-
dobnou ekologii jsou az na vyjimky fylogeneticky pfibuz-
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né (obr. 1) [34]. Spektrum hostitelti nékterych dermatofy-
ti mizZe byt pomérné Siroké, jiné druhy jsou naopak spe-
cializované na jediného hostitele. U n¢kterych druht je
ale tfeba hostitelské spektrum jesSté detailnéji zmapovat
podle nové revidované taxonomie (viz déle). Rada hosti-
telsky specializovanych druhd navic na hostiteli prefe-
ren¢né napadd jen urc¢ité anatomické lokalizace a infekce
se projevuji riznymi klinickymi formami (tinea capitis,
t. corporis, t. pedis, apod.).

Biologicky koncept chape druh jako skupinu jedinct,
ktet{ jsou schopni se potencidlné kiiZit a zdroven vykazu-
ji reprodukéni izolaci od zastupci ostatnich biologickych
druhti [73]. Pokud vznikaji mezidruhovi hybridi, pak ma-
ji sniZenou Zivotaschopnost, nebo nejsou fertilni (miZe se
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projevit aZ u potomki vyssich generaci) [12]. VétSina der-
matofytd je heterothalickych (strategie rozmnoZovani
dvéma oddélenymi pohlavimi) a opa¢né ladéni jedinci
jsou nositeli rizného parovaciho typu, ktery se arbitrarné
znaci + nebo -, ¢i MAT1-1 a MAT1-2 podle ptitomnosti
konkrétniho genu zapojeného v pohlavnim procesu. Pfi
vytvoreni vhodnych podminek mizZe byt pri parovacich
pokusech se dvéma opacné ladénymi izoldty indukovana
tvorba pohlavniho stadia in vitro.

Biologicky koncept je dobfe aplikovatelny na geofilni
dermatofyty [15, 79, 98, 99], u kterych odpovida vysled-
kim fylogenetickych studii [14, 46] a zohlednuje i morfo-
logické rozdily mezi druhy. ObtiZnéji pouZzitelny je u né-
kterych primarné patogennich druht, které se az na vy-
jimky pohlavniho rozmnoZovani ,,vzdaly* kvili patogen-
nimu zpidsobu zivota. Genetickd struktura téchto druhd je
casto klondlni a najdeme u nich pouze jediny parovaci typ,
jak bylo zjiSténo napt. u 7. rubrum [116], antropofilnich
kmena 7. interdigitale [102], T. tonsurans [96], T. equi-
num [96] a T. verrucosum [56]. Vyjimkami jsou nékteré
druhy uvniti nékdejsSiho komplexu 7. mentagrophytes, je-
jichZ pohlavni stadia jsou nazyvéna jako Arthroderma
vanbreuseghemii (anamorfa T. interdigitale), A. benha-
miae (Trichophyton sp.) a A. simii (T. simii). Tyto druhy si
ziejmé zachovavaji saprofyticky cyklus v norach zvirat,
kde dochdzi k pohlavnimu procesu. Napovidd tomu jejich
neklondlni genetickd struktura, rovnomérné rozloZeni pa-
rovacich typil a ochotnd tvorba plodnic v parovacich po-
kusech in vitro [60, 61, 96, 106, 105].

Pii velkém usili se pfi parovacich experimentech in vitro
daif vytvdfet mezidruhové hybridy mezi vyse zminénymi
pohlavnimi druhy navzdjem [64, 62, 63], nebo dokonce me-
zi nékterym z klondlnich druhd a druhem sexudlnim (napf.
T. rubrum a T. simii) [4]. Pokud by byl biologicky koncept
druhu striktné aplikovén podle vysledki téchto experimen-
t, byl by zcela destruovan koncept zoofilnich a antropofil-
nich druhti Trichophyton, jak ho dnes zname. U fady klonal-
nich druhti je ale téméfF jisté, Ze v pfirozeném prostredi po-
hlavni proces neprobihd a jednotlivé druhy si udrzuji sva
specifika i pfes teoretickou moznost kiiZenf, kterd mize byt
Uspésnd v laboratornich podminkach [32].

Fylogeneticky koncept druhu vychazi z monofylie, te-
dy ze situace, kdy druh zahrnuje vSechny potomky spo-
le¢ného predka. Druhy jsou dnes vymezovany nejCastéji
na zéakladé vysledkl fylogenetickych analyz pocitanych
z molekuldrné genetickych dat. Jednou z nejpouZzivané€jsi
aplikaci tohoto pfistupu u hub je v soucasnosti tzv.
GCPSR koncept (genealogical concordance phylogenetic
species recognition) [5], ktery k vymezen{ druhu vyuZzivd
DNA sekvence nékolika nezdvislych geni. Konstrukce
nékolika fylogenezi ze sekvenci riznych gend v praxi
umozni odhalit rekombinaci uvnitf pohlavné se rozmno-
Zujicich populaci a uréit hranice druhti. Hlavni omezeni
v pouZziti tohoto konceptu u dermatofytd tedy opét nacha-
zime u asexudlnich druht, kde k rekombinaci nedochézi
[32] a kazd4 genetickd zména nalezend u nékteré linie by
mohla byt rozpozndna jako samostatny druh.

Vsechny vySe zminéné koncepty maji ur¢ité vyhody
i nevyhody, a proto je pfi ur¢ovani mezidruhovych hranic
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vyhodné pouZivat kombinované pfistupy. JiZ v minulosti
se Casto uZzival piistup kombinujici morfologii, fyziologii
a kiizici experimenty [52, 83]. Dnes prosazovany polyfa-
zicky pristup, bere v ivahu nejen vysledky fylogenetic-
kych studii, ale i morfologii, fyziologii a ekologii druhd.
Navrzeni nového druhu u geofilnich druhti by mélo byt

doplnéno i kfiZicimi experimenty s nejbliZz§imi pfibuzny-
mi druhy [10, 34, 42, 43, 46].

SOUCASNY POHLED NA TAXONOMIT
DERMATOFYTU A DUALNI NAZVOSLOVI

Jiz prvni fylogenetické studie na skupiné dermatofytd
potvrdily, Ze se jednd o jednotnou a dobfe podporenou
skupinu (monofyletickou) uvnitt ¢eledi Arthrodermata-
ceae [26, 36, 68]. Morfologicky koncept anamorfnich ro-
da Trichophyton, Microsporum a Epidermophyton vSak
neodpovida fylogenetickym dattim (viz obr. 1) [26] a dru-
hy klasifikované jako Trichophyton a Microsporum tvoti
nékolik oddélenych linii (polyfyletické). Rod Trichophy-
ton v uzsim slova smyslu (Trichophyton s. str.) zahrnuje
vSechny primdrné patogenni druhy Trichophyton (viz obr.
1), naopak vSechny ostatni druhy Trichophyton jsou geo-
filni a klinicky vyznamny je jen maly pocet z nich (tab.
1). Podobné i patogenni druhy Microsporum (Microspo-
rum s. str.) tvoii oddélenou skupinu od druhd geofilnich,
které navic tvoii dvé fylogeneticky oddélené skupiny (viz
obr. 1) [28, 34]. Jak je zfejmé z obrdzku 1, jednotlivé sku-
piny podpofené fylogenetickou analyzou sdili i stejnou
ekologii.

Soucasnd taxonomie dermatofyti stdle pouZiva tzv.
dudlni ndzvoslovi, které bylo zakotveno i v nékolika pied-
chozich vydanich Kédu, zatimco nova verze jiZ dudlni na-
zvoslovi nepodporuje [74]. V praxi se dudlni ndzvoslovi
tyka hub s komplexnim Zivotnim cyklem, ktery zahrnuje
jak pohlavni, tak nepohlavni stadium (pleomorfni houby).
V tomto systému musela mit obé stadia odli§né jméno.
Dudlni systém byl vytvoren pred érou molekularni geneti-
ky a mél nesporné vyhody pro tehdejsi taxonomii, kterd
byla zaloZend pfedev§im na morfologii a ekologii. Vy-
znamnad ¢dst hub (napf. rostlinnych patogent) tvoii po-
hlavni i nepohlavni stadium oddélené na riiznych substra-
tech a za riznych podminek, a proto v minulosti nebylo
spojeni mezi obéma stadii zndmo, a tak byla popsdna pod
riznymi rodovymi jmény. Dudlni systém se stal nadbytec-
nym s v§eobecnou dostupnosti molekuldrnich metod, pro-
toze pomoci nich miZe byt téméf jakdkoliv houba (vCetné
druhu sterilnich in vitro) zafazena na spravnou pozici ve
fylogenetickém systému a tedy mohou byt spravné uréeny
vztahy mezi riznymi stadii Zivotniho cyklu. Soucasny
Kéd proto podporuje jiz pouze jediné jméno pro jeden
druh houby, které obsdhne cely jeji Zivotni cyklus [74].

Konkrétni kroky sméfujici k pouZivani jediného jména
pro kazdy druh zatim u dermatofyti nebyly u¢inény a sta-
le je tedy aktudlni dudlni ndzvoslovi. Pro druhy dermato-
fytl, kde je zndmo jen nepohlavni stadium, vét§inou neni
zapotiebi Zddnych doporuceni ohledné pouZivani konkrét-
nich jmen. U druhi, kde je zndmo pohlavni stadium, exi-

Ces-slov derm, 89, 2014, No. 4, p. 149-212



Tabulka 1. Piehled doporucenych a alternativnich jmen pro druhy dermatofyti zndmych z lidského klinického materidlu

Pokracovani tabulky na strané 156
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= T. rotundum MacCarthy
= T. mentagrophytes var. asteroides (Sabour.) Neveu-Lem.
= T. mentagrophytes var. granulosum (Sabour.) Neveu-Lem.
= T. verrucosum var. autotrophicum D. B. Scott

Trichophyton mentagrophytes (C. P. Robin) R. Blanch. [6,27,34,82,
= T. depressum MacCarthy 105]
= T. langeronii (E.A. Baudet) Nann.
= T. mentagrophytes var. mentagrophytes
= T. mentagrophytes var. quinckeanum (Zopf) J. M. B.

Sm. et Austwick

= T. papillosum Lebasque
= T. quinckeanum (Zopf) D.M. MacLeod et Muende
= T. sarkisovii L.G. Ivanova et I.D. Poljakov

Trichophyton simii (Pinoy) Stockdale et al. Arthroderma simii [7,27]

Stockdale et al.
! Trichophyton verrucosum E. Bodin [31, 40, 56, 65]

= T. verrucosum var. album (Sabour.) Georg
= T. verrucosum var. discoides (Sabour.) Georg
= T. verrucosum var. ochraceum (Sabour.) Georg

GEOFILNI DRUHY
| Microsporum aenigmaticum Hubka et al. [43] Nannizzia
Microsporum cookei Ajello Arthroderma cajetanum [10,46] Lophophyton
(Ajello) Ajello et al.
Microsporum duboisii (Vanbreus.) Cif. [43,90] Nannizzia
! Microsporum fulvum Uriburu Arthroderma fulvum [28,43,90,98, Nannizzia fulva
= M. boullardii Dominik et Majchr. (Stockdale) 104]
= M. ripariae Hubdlek et Rush-Munro Weitzman et al.
= Keratinomyces longifusus Floridn et Galgoczy
Microsporum gallinae (Mégnin ex Guég.) Grigoraki Arthroderma grubyi [28, 34] Lophophyton
= M. vanbreuseghemii Georg et al. (Georg et al.) Ajello et al. gallinae
! Microsporum gypseum (E. Bodin) Guiart et Grigoraki Arthroderma gypseum [43,90, 98, 104] Nannizzia gypsea
= M. appendiculatum Bhat et Miriam (Nann.) Weitzman et al.
Microsporum incurvatum (Stockdale) P. L. Sunet YM. Ju  Arthroderma incurvatum  [43,90, 98, 104] Nannizzia
(Stockdale) Weitzman et al. incurvata
Microsporum mirabile J. S. Choi et al. Arthroderma mirabile [46] Lophophyton
J. S. Choi et al.
Microsporum nanum C. A. Fuentes Arthroderma obtusum [43,90] Nannizzia obtusa
(C. O. Dawson & Gentles)
Weitzman et al.
! Microsporum persicolor (Sabour.) Guiart et Grigoraki Arthroderma persicolor [43,51,90,99] Nannizzia persicolor
(Stockdale) Weitzman et al.
Microsporum praecox Rivalier ex A. A. Padhye et al. [43,90] Nannizzia
Microsporum racemosum Borelli Arthroderma racemosum  [10, 46] Lophophyton
(Rush-Munro et al.)
Weitzman et al.
Trichophyton ajelloi (Vanbreus.) Ajello Arthroderma uncinatum  [10, 15, 26] Keratinomyces ajelloi
= Epidermophyton stockdaleae Prochacki et Eng.-Zas. C.0O. Dawson et Gentles
= T. agjelloi var. nanum (J. Kunert et Hejtm.) Ajello
Trichophyton eboreum Brasch et Griser Arthroderma olidum [10, 14] Keratinomyces
C. K. Campb. et al.
! Trichophyton onychocola Cmokova et al. [42] Keratinomyces
! Trichophyton terrestre Durie et D. Frey Arthroderma quadrifidum  [10, 15, 79] Keratinomyces
C. O. Dawson et Gentles
Trichophyton vanbreuseghemii Rioux et al. Arthroderma gertleri [8,10] Keratinomyces
H. Béhme

IVykii¢nik oznaCuje druhy, které byly odhaleny v klinickém materidlu ¢eskych pacientd pfi posledni epidemiologické studii na naSem tvize-
mi [44].

2Uvedena jsou jen jména taxonti podpoienych, nebo synonymizovanych na zakladé molekuldrnégenetickych dat a jen jejich nejbéZnéji tva-
ry (kombinace). Dals{ béZnd synonyma uvadi napt. de Hoog [17].

3Jména, kterd maji podle soutasné nomenklatury stejnou véhu jako jména ve sloupci doporucenych jmen. Jedn4 se piedevsim o jména po-
hlavniho stadia (teleomorfy). Se jmény se d4 setkat zejména v databdzi GenBank, kde stdle u fady skupin hub prevlada klasifikace podle
jména pohlavniho stadia.

4Jen zdroje, které podpotily tento druh a jeho rozliSeni od blizce pitbuznych druhd.

5Na zéklad€ konceptu prezentovaného prof. Yvonne Griser na kongresu 6th Trends in Medical Mycology (Kodari, Ddnsko) v prednésce “Sa-
me fungus, new names?*

156 Ces-slov derm, 89, 2014, No. 4, p. 149-212



stuji vétSinou dvé platnd jména, kterd maji podle dudlniho
systému stejnou vahu. JiZ nynf ale I1ze doporucit k béZné-
mu pouZzivani jen nékterd jména, kterd odpovidaji soucas-
né taxonomii dermatofytd a jejich uzivani navic redukuje
zmény provedené v budoucnu na minimum. Témi jsou
u dermatofytd hlavné jména nepohlavnich stadii. Z krokd,
které jiZ byly podniknuty je zfejmé, Ze jméno Arthroder-
ma vztahujici se k pohlavnimu stadiu, nebude nadéle uZi-
vano, a proto Ize jiZ dnes jeho pouZivani minimalizovat
(kromé pfipadii, kde nepohlavni stadium nemd jméno, ne-
bo je jeho ndzev méné pfesny, viz ddle).

Tabulka 1 obsahuje seznam doporucenych jmen a téch,
kterd lze pouZivat jako alternativni. Alternativni jméno je
vhodné pouzivat v téch piipadech, kde nékolik riznych
biologickych druhd (napt. A. quadrifidum, A. lenticulare
a A. insingulare) ma pro nepohlavni stadium identické
jméno (T. terrestre). V ptipad€ T. terrestre se vSak podle
naSich vysledkt [44] v klinickém materidlu ¢eskych pa-
cienti vyskytoval vzdy druh A. quadrifidum, je ale moz-
né, Ze v jinych geografickych oblastech se mohou vysky-
tovat i jiné druhy tohoto komplexu. V takovém ptipadé je
vhodné uvadét obé jména napt. ve forme ,, 7. terrestre (A.
quadrifidum)“, dokud nebude definitivné zvoleno vhodné
jméno pro vSechny tfi druhy podle vysledku fylogenetic-
kych studii a novych pravidel Kédu (viz déle).

TAXONOMICKE ZMENY U KLINICKY
VYZNAMNYCH DRUHU

Nisledujici odstavce se tykaji predevsim zmén, které
byly ucinény v poslednich dvou desetiletich s vyznam-
nym prispénim molekuldrné genetickych metod. Pro hru-
bou orientaci jsou uzivdna jména druhovych komplexd,
ktera v taxonomii dermatofyt nesou nazev fylogeneticky
nejbliz§tho pohlavniho stadia (viz obr. 1), i kdyz pro kli-
nickou praxi nemaji tato oznaceni velky vyznam. Dnes je
uzndvano zhruba 50-60 druhti dermatofytl a tento pocet
je pravdépodobné témér kone¢ny kvili velmi intenzivni-
mu vyzkumu trvajicimu bezmdla dvé stoleti. Z tohoto po-
¢tu je zhruba 35 druhi znamo z lidského klinického mate-
ridlu (viz tab. 1, obr. 1), ale podstatna ¢ast je vzacna, ne-
kdy zndmad jen ze specifickych endemickych oblasti, ¢i
nékolika malo nélez. Béhem probihajici epidemiologic-
ké studie dermatofytéz v CR byla v klinickém materidlu
od Ceskych pacient odhalena druhovd diverzita ¢itajici
15 druhti [44, 70]. Jedn4 se pravdépodobné o vycet viech
hlavnich ptivodct dermatofytéz v CR, dal§i vzacné druhy
mohou byt zachyceny pfi dlouhodobéj$im vyzkumu, nebo
jako importované ndkazy. Detailn€j$i studie dermatofyt6z
u zvitat na naSem Uzemi chybi, ale d4 se ocekdvat, Ze by
spektrum druhd ddle obohatily.

Z molekuldrné genetickych dat jasné vyplynulo, Ze
T. mentagrophytes je komplex nékolika zoofilnich druhd
(hostitelé vSech zoofilnich druht jsou shrnuti v tabulce 2).
Pohlavni stadia A. vanbreuseghemii a A. benhamiae, kterd
byla v minulosti ob& pfisuzovana tomuto druhu, jsou od
sebe fylogeneticky vzddlend a reprezentuji odli$né druhy
(viz obr. 1) [26, 27]. Pomérné prekvapivé bylo zjisténi, Ze
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A. simii je pro T. mentagrophytes s. str. nejpribuzn€j$im,
pohlavné se rozmnoZujicim druhem, pfestoZe jiZ v minu-
losti Weitzman a Padhye [112] diskutovali o blizkosti, ¢i
dokonce identité téchto druhti. Do komplexu A. simii pat-
i kromé zoofilniho 7. mentagrophytes také blizce pribuz-
ny, i kdyz ekologicky a morfologicky odlisny, antropofil-
ni druh T. schoenleinii [34, 82]. Endemickymi oblastmi
vyskytu obou druhti jsou dnes pfedevsim Blizky a Stfedni
vychod, Afrika a Austrdlie [6, 18, 34, 82]. Pfibuznost dru-
hi potvrzuje i podobnd klinickd manifestace infekei, oba
jsou mimo jiné schopné vyvolat infekce typu favus,
T. schoenleinii u Clovéka a T. mentagrophytes u mysi
(kmeny dfive oznaCované jako T. quinckeanum) a velblou-
dd (kmeny dfive oznaované jako T. sarkisovii a T. lange-
ronii). Na naSem uzemi se T. mentagrophytes pfirozené
nevyskytuje, a proto neni vhodné jméno v klinické praxi
naddle pouZivat (moZnost importu infekce z endemickych
oblasti ale samoziejmé existuje). Druhy v minulosti klasi-
fikované morfologicky jako 7. mentagrophytes a jeho va-
riety (v pojeti jaké navrhoval napf. Emmons et al. [20])
byly podle fylogenetickych studii rozdéleny mezi mini-
malné tfi druhy (7. mentagrophytes s. str., T. interdigitale
a T. erinacei). VétSinu zoofilnich infekci, které byly i u nds
tradi¢né prisuzovany T. mentagrophytes, pusobi T. interdi-
gitale [44], ktery patii do komplexu A. vanbreuseghemii
(viz nize). T. interdigitale v dneSnim pojeti zahrnuje kme-
ny jak zoofilniho, tak lidského pivodu a je v naSich pod-
minkdch velmi béZnym druhem. Zoofilni kmeny jsou pfi-
tom morfologicky velmi podobné T. mentagrophytes s. str.
podle nového konceptu (neotyp byl stanoven v roce 1999
[27]), 1 kdyZ se jednd o ekologicky a fylogeneticky odlisné
druhy. Zbyvajici izolaty ptivodem ptedevsim z jezku, dfi-
ve klasifikované jako T. mentagrophytes var. erinacei, jsou
dnes fazeny do samostatného druhu 7. erinacei uvniti kom-
plexu A. benhamiae (viz dale). Vlastni T. simii (teleomorfa
A. simii), podle kterého je pojmenovian cely komplex, je
pomérné mdlo prozkoumany druh, z minulosti zndmy
hlavné z primatt v Indii a pfilehlych stitech a také od ce-
stovateld, ktefi navstivili tyto oblasti [52]. Ochotnd tvorba
pohlavniho stadia v kfiZicich experimentech upomind spi-
Se na nékteré druhy geofilnich dermatofytti nebo dermato-
7e primdrni hostitel tohoto druhu jesté nebyl objeven. Spo-
radické ndlezy T. simii jsou zndmy z celého svéta (USA,
Brazilie, Egypt, Némecko, Iran aj.) [7] a v poslednich le-
tech byl druh prokazan také z plidy a u evropskych pacien-
tt, ktefi nikdy nevycestovali do zahraniéi [7, 6], coZ vzbu-
dilo diskuse o moZné geofilni ekologii druhu [7, 34].
Komplex A. vanbreuseghemii zahrnuje klinicky vy-
znamné antropofilni a zoofilni druhy 7. interdigitale,
T. tonsurans a T. equinum (viz obr. 1). K¥iZicimi pokusy
zaloZenymi na kmenech identifikovanych molekuldrné
genetickymi metodami bylo zji§téno, Ze A. vanbreuseghe-
mii je pohlavni stadium druhu T. interdigitale. Schopnost
pohlavné se rozmnozovat si v§ak zachovaly jen izoléty
zviteciho pivodu, kdeZto lidské izolaty reprezentuji jen
klon odvozeny od zoofilnich kmenti, ktery ztratil schop-
nost tvorby pohlavniho stadia. VSechny izoldty maji jen
jediny pérovaci typ MT+ a s referencnimi parovacimi

157



kmeny A. vanbreuseghemii tvoti plodnice bez askospér
[105]. Antropofilni kmeny T. interdigitale vykazuji Cas-
to typickou morfologii, kterd odpovida diivéjSimu kon-
ceptu T. interdigitale, a zahrnuje nasledujici znaky: bilé,
vzdu$né kolonie se zlutou spodinou, mikrokonidie jsou
kulovité az klavatni, makrokonidie a spirdlni vldkna vétsi-
nou chybi, nebo jsou mdlo Casté (obr. 2). Zoofilni kme-
ny T. interdigitale maji nejcastéji kolonie granularni,
v odstinech okrové a hnédé s hnédou nebo hnédocervenou
spodinou, mikrokonidie jsou nejcastéji kulovité, doutni-
kovité makrokonidie a spirdlni vldkna jsou vétSinou pfi-
tomna (viz obr. 2). Nezfidka se ale vyskytuji i prechodné
varianty mezi obéma typy a €asto i jediny kmen produku-
je oba typy morfologie v téZe kolonii v zdvislosti na ino-
kulu (viz obr. 2) [40, 76]. Morfologie zoofilnich kment
T. interdigitale asi nejlépe odpovida izolatim dfive urco-
vanym jako T. mentagrophytes var. granulosum [76]. Pro
toto jméno ale neexistuje typovy materidl a pojeti riznych
autort se vyrazné liSilo. Jednd se o jedno z nejvice kon-
troveznich jmen vibec a nékterymi autory byl T. mentag-
rophytes var. granulosum oznacovan jako nepohlavn{ sta-
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Obr. 2. Morfologie Trichophyton interdigi-
tale v souCasném pojeti

Kolonie riznych kmenu T. interdigitale po
14 dnech kultivace ve tmé pfi 25 °C na
SGA (Sabourauduv agar; Himedia, Milano,
Itélie), spodina kolonif v dolni fadé (a).
Morfologie typickd pro antropofilni kmeny
v levych dvou sloupcich a pro zoofiln{
v pravych dvou sloupcich (izolaty zleva:
CCF 4825, CCF 4822, CCF 4823
a ME1269/11). Nékteré kmeny mohou vy-
kazovat oba typy morfologie nardz (b);
(c—e) doutnikovité makrokonidie; (f-g) ko-
nidiofory nesouci mikrokonidie; (h) mikro-
konidie; (i—j) spirdlni vldkna; v§echna mé-
fitka 10 pm.

dium od A. benhamiae [3], v pojeti jinych autori, véetné
napf. Kuklové et al. [67], se evidentné jednalo o zoofiln{
T. interdigitale. Odlisna je i klinickd manifestace a vétsi-
nou plati, ze antropofilni kmeny T. interdigitale pisobi
u ¢lovéka infekce manifestujici se jako t. pedis a t. ungui-
um, které maji tendenci k chronicité. Naproti tomu zoofil-
ni kmeny 7. interdigitale ptusobi silné zanétlivé infekce
typu t. corporis (obr. 3) a jsou pfenesené nejcasteji z hlo-
davcu, pst a kocek [40, 76]. Rozdilné je i rozlozeni téch-
to infekei v populaci v zdvislosti na véku a pohlavi paci-
entl (obr. 4). Druh T. interdigitale ma tedy v dne$nim po-
jeti Siroké hostitelské spektrum zahrnujici savce vcetné
Clovéka (tab. 2), a vyznacuje se dvéma riznymi morfolo-
gickymi typy, jejichZ rozeznavani mlze mit i prakticky
klinicky vyznam. Vzhledem ke klondlni povaze lidskych
izoldtl je mozné jejich odliSeni od ptivodem zvitecich izo-
l1atd napt. pomoci sekvence ITS rDNA, které mlze byt
piinosné u kmend s prechodnou morfologii [40]. Odlisen{
dal§imi metodami jako PCR-fingerprinting, nebo
MALDI-TOF hmotnostni spektrometrii je obtizné, nebo
nemozné kvuli blizké piibuznosti obou forem [44, 77].
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Obr. 3. Klinicky obraz infekci pisobenych druhem T. in-
terdigitale v souasném pojeti

Tinea unguium ptisobend antropofilnimi kmeny 7. inter-
digitale (a) a tinea corporis (b, ¢) piisobend zoofilnimi
kmeny T. interdigitale.

Obr. 4. RozloZen{ antropofilnich a zoofilnich kment 7. interdigi-
tale u Ceskych pacientti podle véku a klinické manifestace
Zoofilni kmeny pisobi tinea corporis (modrd kfivka) s pfevahou
u Zen a klesajici incidenci s vékem. Antropofilni kmeny jsou pti-
vodci tinea unguium (Cervend kiivka) a tinea pedis (zelend kiiv-
ka). Tinea unguium postihuje obé pohlavi ve stejné mife a md
stoupajici incidenci s vékem. Tinea pedis postihuje hlavné muze
ve véku 20-30 let. Data pochdzi ze studie provedené od Cervence
2011 do Cervna 2013 u Ceskych pacientd [44].

Tabulka 2. Pfehled zoofilnich dermatofyti a jejich hostitelského spektra

Druh

Arthroderma benhamiae
Microsporum canis
Trichophyton bullosum
Trichophyton equinum
Trichophyton erinacei
Trichophyton eriotrephon
Trichophyton interdigitale (zoofiln{)
Trichophyton mentagrophytes
Trichophyton simii
Trichophyton verrucosum

Hlavni hostitelé (vzacné uvadéni hostitelé)
morce, krélik (¢incila, kiecek, pes, kocka)
kocka, pes, kun (kralik)

kan

kan

jezek (kralik)

hostitelé neznami!

hlodavci, pes, kocka

drobni hlodavci, velbloudi

primdti (pes, kocka, drtibez)

skot

IDruh je zndmy jen z n&kolika pfipadd u ¢lovéka, zoofilni pivod se piedpoklddé na zaklad& klinické manifestace infekef a pfibuznos-

ti druhu s A. benhamiae a dal§imi zoofilnimi druhy
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Dals§imi klondlnimi liniemi, které se v minulosti prav-
dépodobné odstépily od A. vanbreuseghemii, jsou druhy
T. tonsurans a T. equinum. Oba druhy jsou velmi blizce
piibuzné a z tohoto divodu byly brzy po nastupu moleku-
larnich metod pon€kud ukvapené synonymizovény [16,
27]. Synonymizace vzbudila pomérné bouilivé diskuse
[103, 115] a néktef{ autofi oba druhy obhajovali na zdkla-
dé jejich jedinecné ekologie a fyziologie. T. tonsurans je
antropofilni druh, pivodce t. capitis (endothrix) a t. cor-
poris, a je ¢asty hlavné v méné rozvinutych oblastech své-
ta, vyjimkou je Severni Amerika a nékteré evropské zemé
s velkym podilem pfist€hovalci [37, 89]. Pojem t. gladia-
torum byl vytvorfen pro infekce t. corporis u zdpasniki
a dalsich sportovci, které se Casto vyskytuji v lokalnich
epidemiich, s nimiZ se dd setkat i na naSem uzemi
a v okolnich stitech [21, 44]. Hlavnim hostitelem 7. equi-
num je naproti tomu ki a infekce prenesené na ¢lovéka
jsou vzacné [17]. T. equinum na rozdil od T. tonsurans vy-
Zaduje niacin v médiu [23] a vSechny kmeny T. equinum
maji pouze parovaci typ MT+, kdeZto T. tonsurans kmeny
jsou typu MT- [96, 103]. Pozd¢€jsi molekuldrné genetické
studie potvrdily, Ze se druhy daji od sebe odlisit i nékolika
zdménami v sekvencich bézné pouZivanych gend, jako
napt. ITS rDNA a B-tubulinu [84, 103], a jsou rozezndva-
ny i MALDI-TOF hmotnostni spektrometrii [77]. Dnes
panuje vSeobecnd shoda, Ze se jednd o dva odlisné druhy
[17,34].

Komplex A. benhamiae zahrnuje pfinejmenSim pét
zoofilnich druhi (viz obr. 1, tab. 2), vyjimkou je pouze
antropofilni T. concentricum, pivodce t. imbricata s hlav-
nimi endemickymi oblastmi na pacifickych ostrovech,
v jihovychodni Asii a Stfedni a JiZni Americe [9]. Nejvy-
znamnéj$im zastupcem komplexu je druh A. benhamiae,
jehoZ nepohlavni stadium nemd v soucasnosti jméno (7ri-
chophyton sp.), protoZe byl tento druh v minulosti spojo-
van s domnélym nepohlavnim stadiem 7. mentagrophytes
[3]. Pozdé&jsi fylogenetické analyzy [26, 27] i kiiZici expe-
rimenty ale ukdzaly [106, 105], Ze se jednd o odli§né dru-
hy. Rezervodrem A. benhamiae jsou hlavné hlodavci
(morce, krélik, Cincila, kfecek, apod.), méné Casto pes ne-
bo kocka [66, 93, 106, 107]. V nedavné minulosti se druh
rychle rozsitil v Evropé a Japonsku [11, 22, 53, 107]
a v soucasnosti se jednd o nejvyznamnéjsi zoofilni druh
prendSeny na Clovéka v CR [44, 71, 95]. Stejné jako
A. benhamiae, také dal$i zoofilni druhy tohoto komplexu
pisobi predevs§im silné zanétlivou formu t. corporis a ca-
pitis. Rezervodrem T. erinacei (diive T. mentagrophytes
var. erinacei) jsou hlavné jeZci a tento druh je ve zvySené
mife zaznamendvan z Némecka [76, 92] a jsou zndmy
i ptipady z CR [44]. Hostitelem druhu T. verrucosum je
skot, ale nikoliv ovce, jak se diive uvddélo. Jedna z variet
druhu (T. verrucosum var. autotrophicum) uvadéna z ovci
[18, 88] byla totizZ synonymizovana s T. interdigitale [27].
Hostitelem vzacného druhu 7. bullosum jsou koné, ale
pfenos na ¢loveka je vzacny [94]. Druh morfologicky pfi-
pominé T. verrucosum a byl zachycen i z 1éze u kon& v CR
(Lyskova et al., nepublikovana data). Pfirozeny hostitel
druhu T. eriotrephon neni znamy a zoofilni pivod se jen
pfedpoklada na zaklad€ klinické manifestace infekci a fy-
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logenetické pozice druhu (popsdny byly jen 3 pfipady
u &lovéka v Nizozemi a Irdnu) [40, 80, 86].

Trichophyton rubrum komplex nezahrnuje zadné zna-
mé pohlavni stadium. Na zdkladé molekuldrné genetic-
kych dat byly vSechny druhy a variety tohoto komplexu
zahrnuty pod T. rubrum a T. violaceum (viz tab. 1) [33,
30, 35,47-50, 55, 69, 78]. T. rubrum je tak dnes ve vétsi-
né rozvinutych zemi, véetné CR [44, 67], jednoznacné
nejvyznamnéj$im ptivodcem dermatofytéz viibec [89].
Nékteré v minulosti popsané druhy komplexu vykazovaly
unikdtni morfologické (odliSnou pigmentaci kolonii, hyfy
vétvici se v ostrych thlech proti sméru rastu, tzv. ,reflexi-
ve hyphae®; aj.), nebo fyziologické znaky (pozadavky na
vitaminy v médiu, pozitivni uredzovy test aj.), nebo se vy-
znaCovaly urcitou prevazujici klinickou manifestaci, ¢i
endemickym rozsifenim [34]. VSechny tyto druhy jsou od
sebe v podstaté neodliSitelné béZnymi molekuldrné gene-
tickymi metodami a pouze analyza mikrosatelitd umoZiu-
je nékteré z nich rozpoznat na drovni populace [33, 78].
To se dafi napft. u africké populace T. rubrum pisobici
hlavné t. capitis a odpovidajici ¢astecné tradi¢nimu kon-
ceptu T. soudanense. Dalsi populace, pusobici hlavné
t. pedis a unguium v Evropé a Americe, odpovida klasic-
kému konceptu T. rubrum. Asijska populace, kterd pisobi
hlavné t. corporis a t. cruris, ¢astecné odpovidd nékdejsi-
mu konceptu T. raubitschekii [34]. Je doporuceno nadéle
pouzivat pouze druhové jména T. rubrum a T. violaceum,
ostatni epiteta jako napf. ,raubitschekii* a ,,soudanense*
Ize uZivat jako neformdlni variety pro zpfesnéni komuni-
kace [34].

Komplex A. otae zahrnuje celkem tfi blizce pfibuzné
druhy, M. canis, M. audouinii a M. ferrugineum [25, 29,
57]. Zoofilni a kosmopolitné rozsiteny druh M. canis je
jedinym, u kterého je zndmé pohlavni stadium (A. otae)
a jeho hostitelské spektrum (viz tab. 2) zahrnuje kocky,
psy, koné, méné Casto i dalsi savce [13]. Antropofilni dru-
hy M. audouinii a M. ferrugineum jsou klondlni druhy,
které maji specifické endemické oblasti v Africe, respekti-
ve ve vychodni Asii a vychodni Evropé [114]. VSechny
druhy komplexu jsou od sebe odliSitelné nékolika zamé-
nami v sekvencich béZné pouzivanych gent, jako jsou ITS
rDNA a B-tubulin [85], nebo fingerprintovymi metodami
[25, 69].

Rod Epidermophyton obsahuje podle dne$niho kon-
ceptu pouze jediny druh, a sice antropofilni E. floccosum.
Ostatni druhy fazené do rodu byly uZ v minulosti synony-
mizovany s E. floccosum a jinymi druhy dermatofytu.
Druh E. stockdaleae byl synonymizovén s T. ajelloi aZ na
zékladé molekuldrné genetickych dat [26].

Geofilni druhy se fadi podle nepohlavniho stadia do
rodd Trichophyton, Microsporum a Chrysosporium (pozn.
nékteré druhy Chrysosporium bez vétsiho klinického vy-
znamu byly zafazeny mezi dermatofyty podle fylogenetic-
kych studif). U vétSiny z nich je zndmé i pohlavni stadium,
které se podle poslednich taxonomickych zmén fadi jed-
notn€ do rodu Arthroderma [113, 114]. Dnes je uzndvano
zhruba 35 geofilnich druhd [34], z nichZ asi polovina je
znama z lidského klinického materidlu (viz tab. 1). Proto-
7e geofilni druhy rodu Trichophyton a Microsporum re-

Ces-slov derm, 89, 2014, No. 4, p. 149-212



prezentuji linie vzdédlené od primarné patogennich zastup-
ct téchto roda (viz obr. 1), budou muset byt prevedeny do
jinych roda (viz déle). Na rozdil od primédrné patogennich
dermatofytd nebyla diverzita geofilnich dermatofytd jesté
zcela vyCerpdna a za poslednich 10 let byly z klinického
materidlu popsdny druhy 7. eboreum, M. mirabile, T. ony-
chocola a M. aenigmaticum [10,42,43,46]. VSechny dru-
hy byly podpofeny polyfazickym pfistupem a zachyceny
u pacientl vySetfovanych v Evropé, posledni 2 zminova-
né druhy dokonce u Ceskych pacientt [42, 43].

Také ekologie nékterych druhit musela byt prehodnoce-
na na zaklad€ novych poznatkid. Napiiklad druh M. persi-
color, diive klasifikovany jako zoofilni, je dnes po lep$im
poznani ekologie povazovany za geofilni. M. persicolor
pusobi infekce u zvitat (Casto psi) a ¢lovéka [44, 45, 75]
a spolu s M. gypseum a M. fulvum patfi v nékterych oblas-
tech k nejbéznéjsim dermatofytim v padé [91]. Déle byl
synonymizovéan geofilni druh M. vanbreuseghemii s M.
gallinae povazovanym za zoofilni (viz tab. 1), a proto je
dnes druh M. gallinae také vétSinou fazen mezi geofiln{
dermatofyty [31, 34, 59].

BUDOUCI TAXONOMIE DERMATOFYTU:
JEDNO JMENO PRO JEDEN DRUH

Budouci zmény ve jménech dermatofyti budou souvi-
set nejen s vysledky fylogenetickych studii, ale i novymi
pravidly zavedenymi Kdédem [74]. Jednd se zejména
o ukonceni dudlniho nazvoslovi u hub. Pivodni iniciativa
One fungus, one name (jedno jméno pro jednu houbu) [38,
110], kterd zruseni dudlni nomenklatury prosazovala, na-
konec dosdhla zavedeni tohoto pravidla do Kédu (praktic-
ky Slo hlavné o zruseni ¢lanku 59, ktery oSetfoval pojme-
novavani pleomorfnich hub). Taxonomie hub se nyni na-
chdzi v prechodném obdobi, kdy je tieba prehodnotit jmé-
na vSech pleomorfnich hub podle té€chto pravidel. Rodova
jména musi byt vybrdna podle principt priority (datum
publikace) bez ohledu na to, jestli se jednd o jméno pro
anamorfu, nebo teleomorfu. Jméno teleomorfy nemd au-
tomaticky prioritu, jak navrhovaly nékteré predchozi
systémy. Existuji ale pfipady rodd, kde ma méné Casto
pouZzivané rodové jméno prednost na zdkladé priority a za-
vedeni zmén striktné podle pravidel by znamenalo roz-
sahlé a z hlediska uZivateld nepiijemné zmény. K dispozi-
ci jsou ale ndstroje, jak dobfe zavedend jména udrzet, kte-
rymi jsou napf. konzervace, nebo zamitnuti nékterych
jmen [39, 74]. Podle novych pravidel také neni mozné od
ledna 2013 navrhovat odli$nd jména pro anamorfu a teleo-
morfu pfi popisu novych druht, jak byvalo zvykem
u pleomorfnich hub.

Dudlni systém nikdy nepfindSel 1ékaiské mykologii jas-
ny profit, na rozdil napt. od fytopatologie. Klini¢ti myko-
logové se v kulturdch téméf vzdy setkdvaji s nepohlavnim
stadiem houby. To plati nejen pro dermatofyty, ale i dalsi
primdrni, ¢i i oportunni patogeny ¢lovéka a zvitat [17].
S pohlavnim stadiem se Ize u dermatofytd aZ na vyjimky
setkat jen na pfirodnim materidlu, nebo je mozZné jeho
tvorbu indukovat cilenymi parovacimi experimenty in vit-
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ro. Dudln{ systém s sebou nesl i nékteré nejednoznacnos-
ti. Napriklad nebylo jasné, zda se maji vytvaret odlisnd
jména pro nepohlavni stadia druhd, kterd od sebe nejdou
jasné morfologicky odlisit, i kdyZ pohlavni stadium je jed-
noznaéné odlisné. U nékolika druht tak vznikla matouci
situace, kdy napt. M. gypseum bylo zaroven jménem ana-
morfy dvou biologickych druht, Arthroderma gypseum
a A. incurvatum. Situace byla vyfeSena aZ v neddvné do-
bé, kdy bylo vytvofeno nové jméno M. incurvatum [104].
Dnes tedy existuji jasné dvojice anamorfa-teleomorfa: M.
incurvatum-A. incurvatum a M. gypseum-A. gypseum. Po-
dobn4 situace stdle pretrvava u T. terrestre, ktery je zaro-
ven anamorfou ti{ biologickych druhd, a sice A. quadrifi-
dum, A. lenticulare a A. insingulare.

Novy systém jmen u dermatofyti bude muset respekto-
vat pfedevsim vysledky fylogenetickych studii a nova pra-
vidla Kédu. Vysledkem by mél byt systém, kde jednotlivé
rody budou mit monofyleticky status a kazdému druhu
bude pfifazeno pouze jediné spravné jméno. O pfipravo-
vanych zménéch odbornd vetejnost jiz nékolik let disku-
tuje a tyto zmeény budou vychdzet predevs§im z multigeno-
vé fylogeneze skupiny dermatofytii, kterd bude predstave-
na v blizké budoucnosti. Shrnuti budoucich zmén bylo
predstaveno v predndSce ,,.Same fungus, new names? na
kongresu 6t Trends in Medical Mycology (2013, Kodarn,
Dénsko; prof. Yvonne Griser). Fylogeneticky strom se-
strojeny na zdkladé nékolika gentt ma velmi podobnou to-
pologii jako strom publikovany dfive na zdkladé sekvenci
ITS rDNA [34], a pfevdzné z téchto dat byl sestrojen
i strom na obrdzku 1. Vyraznéjsi zmény se v budoucnu
vyhnou antropo- a zoofilnim dermatofytim, které tvofi
monofyletické skupiny (viz obr. 1) a obsahuji typové dru-
hy rodd Trichophyton (T. tonsurans) a Microsporum
(M. audouinii). Pro druh A. benhamiae bude tieba vytvo-
fit novou kombinaci 7. benhamiae, ktera zatim oficidlné
neexistuje, i kdyZ je zfejmé, Ze druh pati{ do rodu Tri-
chophyton. Déle se diskutuje o pomérné kontroverznim
zavedeni samostatného jména pro zoofilni kmeny 7. inter-
digitale, kde je k dispozici napt. jméno 7. granulosum,
pro které by ale musel byt vhodné zvolen novy typovy
materidl. Jméno T. interdigitale by se pak tykalo jiZ jen
antropofilnich kmend, stejné jako v minulosti. Zména by
mohla byt vyhodnd pro klinickou praxi, kde by umoZnila
pouzivat rozdilnd jména pro dvé entity s rtiznou ekologif
a pusobici infekce s odlisnou manifestaci (viz obr. 3-4).
Nevyhodou takového postupu by byla nutnost sekvenace
nékterych prechodnych morfologickych forem pro spra-
vnou identifikaci, protoZe ani fada molekuldrnich metod,
véetné MALDI-TOF spektrometrie, antropofilni a zoofil-
ni kmeny kvili genetické blizkosti nerozlisi [44, 77].

Na rozdil od priméarné€ patogennich dermatofytd se daji
rozsahlé zmény jmen oekdvat u geofilnich dermatofytd.
Celosvétové vSak pusobi geofilni druhy nejcastéji jen ko-
lem 1 % vsech dermatofytéz [89], proto tyto zmény z4-
sadné préci kliniki neovlivni. Rodovéd jména se budou
ménit pro geofilni druhy roda Trichophyton a Microspo-
rum. Pro geofilni zastupce Trichophyton je k dispozici ro-
dové jméno Keratinomyces, jehoZ typovy druh je K. ajel-
loi (v soucasnosti T. ajelloi) [111]. SloZitéjsi situace je
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u geofilnich druhtt Microsporum, které tvoii dvé fyloge-
neticky odlehlé skupiny. Prvni skupina obsahuje klinicky
vyznamné druhy jako M. gypseum a M. persicolor, pro
které se nabizi v minulosti pouzivané jméno Nannizzia
(typovy druh N. incurvata) [97]. Druhd skupina obsahuje
jen malo klinicky vyznamnych zastupct, a pravdépodob-
né pro ni bude pouZito jiz dfive navrzené jméno Lopho-
phyton s typovym druhem L. gallinae (dnes Microsporum
gallinae) [72].

Budouci systém dermatofytt tak bude pravdépodobné
obsahovat Sest rodu. Klasické rody Trichophyton, Epider-
mophyton a Microsporum budou zachovédny pro primarné
patogenni druhy, zbyvajici tfi rody budou obsahovat geo-
filni druhy. Tyto zmény jsou shrnuty v pravém sloupci ta-
bulky 1 a na obrdzku 1 (rodova jména v uvozovkéach).
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doskolovani lékart

DOSKOLOVANI LEKARU
KONTROLNI TEST

1. Mezi zoofilni dermatofyty nepatri:

a) Microsporum canis

b) Microsporum persicolor

¢) Trichophyton verrucosum

d) Trichophyton erinacei

2. Nejdulezitéjsim zdrojem infekci pusobenych
A. benhamiae v Evropé je:

a) pada

b) morcata a jini hlodavci

¢) kocky

d) bazény, sauny a sprchy

3. Dualnim nazvoslovim (dual nomenclature)
u hub se rozumi:

a) dvouslovné védecké nazvy druhi hub (rodové a druho-
vé jméno)

b) navrzeni stejného druhového jména nezavisle na sobé
riznymi autory

¢) odli$ny systém jmen pouzivany lékarskymi mykology

d) pouzivani odlisného jména pro pohlavni a nepohlavn{
stadium téhoz druhu

4. Které tvrzeni o druhu Trichophyton mentagrophytes
v jeho novém pojeti je nepravdivé:

a) je ptvodcem infekci typu favus u mysi a velblouda

b) jeho endemickymi oblastmi jsou pfedevs§im Blizky
a Stredni vychod a Afrika

¢) izolaty diive urCované jako 7. mentagrophytes patii
dnes hlavné do T. interdigitale

d) jednd se o bézny druh na naSem tizemi

5. Nejcastéji na ¢lovéka pirenasenym zoofilnim
dermatofytem je v soucasnosti v CR:

a) Arthroderma benhamiae

b) Trichophyton mentagrophytes

¢) Microsporum canis

d) Trichophyton interdigitale

6. Infekce pusobené antropofilnimi kmeny Trichophy-
ton interdigitale se nejcastéji manifestuji jako:

a) tinea faciei a tinea barbae

d) tinea pedis a tinea unguium

b) tinea corporis a tinea cruris

¢) tinea capitis (endothrix)

7. Zoofilni kmeny Trichophyton interdigitale:

a) tvori v kultufe nejcastéji bilé, vzdusné kolonie se zlu-
tou spodinou

b) pisobi infekce typu tinea pedis a tinea unguium

¢) plsobi infekce typu tinea corporis, jejichZ incidence
vyrazné roste s vékem pacientl

d) maji Siroké hostitelské spektrum zahrnujici mimo jiné
hlodavce, psy a kocky

8. Které tvrzeni plati o sou¢asném pohledu na druhy
Trichophyton tonsurans a T. equinum:

a) T. equinum je synonymem T. tonsurans

b) T. tonsurans je synonymem 7. equinum

¢) jedna se o samostatné druhy s odliSnymi primarnimi
hostiteli

d) jednd se o samostatné druhy se stejnymi primarnimi
hostiteli

9. Geofilni dermatofyty:

a) pasobi v rozvinutych zemich jen asi 1 % vSech derma-
tofytéz

b) jsou druhové mélo pocetnou skupinou ve srovnani
s atropofilnimi dermatofyty

¢) necekaji v budoucnu vyrazné taxonomické zmény

d) se bézné prendsi i mezilidskym kontaktem

10. Iniciativa One fungus, one name
(jedno jméno pro jednu houbu):

a) dosdhla oficidlniho zruseni dudlni nomenklatury u hub

b) se snazila o zavedeni jednoslovného pojmenovavani
hub

¢) prosazovala systém zaloZeny na jménech nepohlavniho
stadia

d) prosazovala systém zaloZeny na jménech pohlavniho
stadia

Pozn. Spravnym zodpovézenim otdzek kontrolniho testu ziskate 2 kredity kontinudlniho vzdélavani 1ékait CLK, které
budou zasilany redakci jedenkrat ro¢né po uzavieni ro¢niku casopisu. Spravné odpovédi na otazky kontrolniho testu bu-
dou uverejnény v pristim &isle ¢asopisu. Odpovédi posilejte na e-mailovou adresu: kozni@If1.cuni.cz vZdy nejpozdéji

do jednoho mésice od vydani daného ¢isla.

Odpovédi na otdzky kontrolniho testu publikovaném v €. 2/2014:

Pankova R.: Psychofarmaka v dermatologii

Spravné odpovédi: 1a, 2a, 3d, 4c, 5d, 6d, 7b, 8d, 9a, 10d.
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Abstract

A previously undescribed Trichophyton species was isolated from the nail of a 33-year-old
man with a history of probable distal lateral subungual onychomycosis (without confir-
mation by mycological examination). The infection occurred for the first time five years
earlier (in 2006) and affected the right great toenail, with complete clinical remission
after treatment with ciclopirox olamine. This undescribed species was isolated during
probable relapse in 2011, but its etiological significance was not confirmed, that is, direct
microscopy was negative and additional clinical samples were not collected. The species
is probably geophilic based on phylogenetic analysis (internal transcribed spacer [ITS]
rDNA) and is most closely related to the anamorphic T. thuringiense, homothallic Arthro-
derma ciferrii (anamorph T georgiae), and heterothallic A. melis. The new species is
characterized by yellowish colonies, red reverse on several media, positive urease test,
negative hair-perforation test, absence of growth at 34°C, absence of macroconidia, for-
mation of one-celled clavate microconidia, and spiral hyphae. The species grows well
on sterilized human hairs placed on agar medium without any additional nutrients and
forms gymnothecium-like structures covered by peridial hyphae. The combination of
unique micro- and macromorphological features and physiological and sequence data
from four unlinked loci (ITS, benA, RPB2, and act1 gene) justified the proposal of a new
species T. onychocola sp. nov.

Keywords: Arthroderma, geophilic dermatophytes, keratinophilic fungi, onychomycosis, Onygenales, tinea unguinum.

The European Molecular Biology Laboratory (EMBL) HF937405, HF937401, HF937393, and HF937400,

database accession numbers for the internal transcribed respectively.

spacer rDNA, benA, RPB2, and actl of the ex- The MycoBank (http://www.mycobank.org) accession
type strain of Trichophyton onychocola sp. nov. are number for Trichophyton onychocola sp. nov. is

MB804199.

© The Author 2014. Published by Oxford University Press on behalf of The International Society for Human and Animal Mycology.
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Introduction

Dermatophytes are members of the order Onygenales and
are one of the most common human and animal pathogens.
In the last two decades, substantial changes have been made
in the taxonomy of dermatophytes based on data derived
using molecular methods [1,2]. Numerous names of well-
recognized species have been synonymized, some of them
then reappraised and their separate species status again jus-
tified. The species concept in anthropophilic and zoophilic
dermatophytes is especially problematic as they represent
phylogenetically young and genetically similar species with
incomplete reproductive barriers [3-6]. Genealogical con-
cordance, phylogenetic species recognition, and biological
species concept (based on mating experiments), which are
popular in many fungal groups, have limited application
as separate identification procedures in these taxa [4,5,7].
In contrast, the DNA sequence divergencies in geophilic
dermatophytes are much more pronounced than in an-
thropophilic and zoophilic species, and species boundaries
can be also established using mating experiments [3,8-10].
Only two dermatophytic species, Trichophyton eboreum
(teleomorph Arthroderma olidum) [8,9] and Microsporum
mirabile (teleomorph A. mirabile) [10], were described in
the last two decades despite the increasing application of
molecular taxonomic techniques. Other taxa described in
this period [11,12] were later synonymized with previously
described species [2,13].

During a two-year molecular-epidemiological study
that focused on dermatophytes, with the exception of
T. rubrum, in the Czech Republic, a species with unusual
morphological features was isolated from a case of sus-
pected onychomycosis. This species showed a unique fin-
gerprinting pattern and internal transcribed spacer [ITS]
rDNA sequence [Hubka V, et al. One year overview of
non-T. rubrum dermatophytes isolated in Czech Republic
and identified by molecular methods. 18th Congress of the
International Society for Human and Animal Mycology,
Berlin, Germany, 2012, P541]. Additional morphological,
physiological, and molecular data collected in this study
confirmed isolation of an undescribed species that is de-
scribed here based on a polyphasic approach.

Case report

A 33-year-old man presented in November 2011 with sus-
pected onychomycosis of his right great toenail. Yellow dis-
coloration, hyperkeratosis, and onycholysis were present
on the medial margin of the plate of the entire nail; other
toenails as well as fingernails were without abnormalities.
There was a history of probable onychomycosis (not ver-
ified by mycological examination) of the same nail five
years previously (in 2006) that had been treated with 1%

ciclopirox olamine solution. However, the nail abnormali-
ties reappeared 12 months after the initial remission asso-
ciated with the indicated treatment. A working diagnosis
of recurrent distal lateral subungual onychomycosis was
made, and the patient underwent mycological examination
to confirm the diagnosis.

At the time of nail sampling, the patient was treated
with perindopril for hypertension and was dispensarized
due to suspected glomerulonephritis. The patient did not
have diabetes, peripheral arterial disease, or psoriasis and
had not undergone any immunosuppressive treatment. He
did not take any other medication on a regular basis, and
also his professional history was insignificant.

The mycological examination was performed in Novem-
ber 2011; the direct microscopic nail examination was neg-
ative for the presence of fungi (20% KOH). Remaining
portions of the clinical samples were placed on two slants
of Sabouraud glucose agar (SGA) without chlorampheni-
col (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France) and one slant
of SGA with chloramphenicol containing 400 mg/l of cy-
cloheximide (Fluka, Buchs, Switzerland). A pure culture of
a fungus was observed that was first identified as T. rubrum
based on intensive red reverse pigmentation on SGA slants.
Later, the colonies became granular, and abundant spiral
hyphae were observed. These hyphae precipitated, in turn,
modifying the identification to probable T. mentagrophytes
(T. interdigitale according to the recent taxonomy). The iso-
late was sent to the Department of Botany, Charles Univer-
sity, Prague, where further morphological, physiological,
and molecular analyses were conducted. Neither treatment
nor further examination were possible because the patient
did not return for therapy.

Materials and methods

Cultivation, morphology, and preservation

The isolates were grown on a set of media that included
malt extract agar (MEA; Oxoid, Basingstoke, UK), SGA
[14], potato dextrose agar (PDA; Roth, Karlsruhe, Ger-
many), potato carrot agar (PCA) [14], and oatmeal agar
(OA; Oxoid). A second set of media was supplemented
with sterilized hair from blond children and placed on
the medium surface, which consisted of OA, Takashio
medium (1 g peptone, 2 g glucose, 1g MgSO4 - 7 H,0,
1 g KH,PO4, and 20 g distilled water), and agar medium
without any other additions (20 g agar and 1000 ml dis-
tilled water). The plates were incubated at 25°C in the
dark and checked weekly for 3 months for growth and
morphologic features. Colony color determinations were
made using the ISCC-NBS Centroid Color Charts (Foster,
J. C., 2004; http://tx4.us/nbs/nbs-1.htm). Growth at 27, 30,
34, and 37°C was evaluated on MEA after incubation for
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7 days. An in vitro hair perforation test and a urease test
were performed in accordance with the report by Ajello and
Georg [15] and Philpot [16], respectively. The ex-type strain
of T. onychocola was deposited into the Culture Collection
of Fungi (CCF), Department of Botany, Charles Univer-
sity in Prague (CCF 42597) and into the Centraalbureau
voor Schimmelcultures (CBS), Utrecht, Netherlands (CBS
1329207).

Molecular studies

DNA was isolated as described by Hubka et al. [17]. Poly-
merase chain reaction (PCR) conditions used for amplifica-
tion of the ITS region, partial benA gene (encoding beta-
tubulin), and partial RPB2 (encoding RNA polymerase
beta) were as described by Novakova et al. [18]. The act1 lo-
cus (encoding actin) was amplified using primers ACT-512F
(5'-ATGTGCAAGGCCGGTTTCGC) and ACT-783R (5'-
TACGAGTCCTTCTGGCCCAT); the annealing tempera-
ture was 60°C. PCR product purification and sequencing
were performed at Macrogen Europe (Netherlands, Am-
sterdam) using the terminal primers. The sequences were
inspected and alignments were performed as described by
Hubka and Kolarik [19]. Maximum-likelihood (ML) anal-
ysis was performed using the same parameters as those
described by Novakova et al. [18]. Additional alignment
characteristics are listed in the caption of Fig. 1. Sequences
were deposited into the EMBL database under accession
numbers listed in Fig. 1 (bold print).

Results

Molecular analysis

The ITS rDNA region of isolate CCF 4259 (=CBS 132920)
showed 96%-97% similarity when using BLAST similar-
ity search to the ex-type isolate of A. melis CBS 669.80T
(766/787 bp; AJ877216), T. thuringiense CBS 417.717
(7621786 bp; AJ877215), and A. ciferrii CBS 272.667
(554/578 bp; AJ877217). In phylogenetic analysis, these
taxa created a well-supported clade (Fig. 1) that was located
in between other geophilic Trichophyton species. Three ad-
ditional loci (benA, RPB2, and act1) were sequenced in the
ex-type isolates of mentioned species. In all three cases, the
isolate CCF 4259 was found to have only a 93%-96% sim-
ilarity to these taxa, suggesting discovery of an undescribed
species.

Taxonomy

Trichophyton onychocola Cmokova, Hubka, Skorepova &
M. Kolarik sp. nov., MB804199, Figs 2 and 3.

Diagnosis: The species has yellowish colonies with red
reverse on SGA, PCA, and PDA; is unable to grow at

34°C; on nutrient-poor media or on media supplemented
with human hairs produces sterile ascomata-like structures
with peridial hyphae consisting of dumbbell-shaped peridial
cells; produces abundant pyriform or clavate microconidia,
spiral hyphae, chlamydospores; does not produce macro-
conidia.

Type: Czech Republic, Prague, General University Hos-
pital in Prague, the great toenail of 33-year-old man, 14
November 2011, Dr Magdalena Skorepova, SK 3941/11
(PRM 860611, a dried herbarium specimen — holotype;
PRM 860612 — isotype; CCF 42597 = CBS 1329207 -
cultures ex-holotype).

Description: Colonies on SGA attaining 31-36 mm di-
ameter in 21 d at 25°C, colony color yellowish white
(#FOEADG) to light greenish yellow (#EAE679), floccose,
central part of colony raised, crateriform, reverse light or-
ange (#FABS7F). Colonies on MEA attaining 35-40 mm
diameter in 21 d at 25°C, colony color yellowish white
(#FOEADG) to pale yellow (#F3ESAB), coarsely granular,
flat, reverse light yellow (#F8DE7E) in the marginal part,
deep yellow (#AF8D13) in the center. Colonies on PCA at-
taining diameter of 42-55 mm after 21 d at 25°C, colony
color similar to that on MEA, finely granular, plane, re-
verse deep yellowish pink (#E66761). Colonies on PDA
attaining 39-48 mm diameter in 21 d at 25°C, colony color
and texture similar to PCA, reverse vivid yellowish pink
(#FFB7AS5). No growth observed at 37°C on all media
tested above. Hair perforation test negative, urease test
positive.

Micromorphology observed on SGA. Vegetative
mycelium consists of hyaline, smooth, septate hyphae, 1.3—
2.8 um in diameter. Racquet hyphae sometimes present,
mostly associated with ascomata-like structures, spiral hy-
phae abundantly present. Microconidia abundantly pro-
duced, borne singly on short lateral branches, terminally or
sessile on the hyphae, pyriform to clavate, smooth-walled,
nonseptate, 2.6-5.2 x 1.4-2.6 um. Ascoma-like struc-
tures develop after 5-6 weeks of cultivation on nutrient-
poor media with addition of sterilized hair from children,
200-650 um, solitary or in clusters, globose to subglo-
bose, white at first, becoming pale yellow. Peridial hy-
phae hyaline, septate, uncinately branched, sometimes ter-
minated by spiral appendages with curled ends or by
blunt prominences, peridial dumbbell-shaped cells, sym-
metrical, echinulate, 4.9-16.4 um in length and 2.4-5.1 um
in width at the enlarged ends and 1.7-3.1 um at constric-
tions. Thick-walled chlamydospores frequently present af-
ter 6—7 weeks of cultivation on MEA, in limited num-
bers on other media, mostly arranged in chains, variable
in shape, asymmetrical, spherical, or barrel-shaped, thick
walled, up to 6 um wide. The optimal temperature for
growth was between 18°C and 25°C, maximum growth
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Figure 2. Trichophyton onychocola CCF 4259 colonies after three weeks of cultivation at 25°C on SGA (a) and reverse (b); on MEA (c) and reverse (d);
microconidia on short pedicels or sessile (e, g) on the hyphae (conidiophore); clavate microconidia (f); spiral hypha (h); slightly branched conidiophore

(i); chlamydospore-like cells and swollen hyphae (j,k). Scale bars, 10 um.

temperature was 30°C, the species did not grow at 34°C
(Fig. 4).

Etymology: “inhabiting nails”: combining onyx, ony-
chos = nail (from the Greek) and colo, -ere, -ui, cultus = in-
habit (from the Latin).

Discussion

Atypical causal agents are isolated in dermatomycology
with increasing frequency. Several new infectious agents
known only from dermatomycological specimens were de-
scribed recently, belonging, as do dermatophytes, to the
order Onygenales. Onychocola canadensis [20-22] and
Auxarthron ostraviense [23] are examples of such fungi.
Geophilic T. eboreum, which represents the most recently
described Trichophyton species, was associated with cases
of tinea pedis in a patient who was positive for the hu-
man immunodeficiency virus [8] and in erythematous skin

lesions of an otherwise healthy patient [24]. However, the

etiological significance of the isolated fungus in both cases
was not confirmed with sufficient confidence. The geophilic
nature of T. eboreum was first predicted by sequence data
analysis (the species was close to geophilic Trichophyton
species) [8] and later confirmed by repeated isolation of the
species from badger and rabbit burrows [9].

Similarly, based on phylogenetic analysis, it is proba-
ble that the species described here is also a geophilic Tri-
chophyton species since all such fungi are phylogenetically
related and concentrated in one clade (Fig. 1). However,
gymnothecium-like structures observed in T. onychocola
(Fig. 3), which lack ascospores and may represent structures
analogous to the cleistothecium-like structures covered by
dumbbell-shaped hyphae, were described by Brasch and
Griser [8] in T. eboreum. As shown by Campbell et al.
[9], T. eboreum is, in fact, a heterothallic species, and two
opposite mating-type isolates are needed for ascospore pro-
duction. This observation may suggest that T. onychocola
is also a heterothallic species. Mating experiments with the
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Figure 3. Gymnothecium-like structures present on OA with sterilized human hairs and observed under stereo microscope (a) and light microscope
(b); scale bar, 50 um. Peridial hyphae consisting of ossiform peridial cells (c); scale bar, 10 um.
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Figure 4. Average growth (mm) of four ex-type isolates representing
Trichophyton onychocola and three most closely related species on MEA
at various temperatures and evaluated after 7 days.

ex-type isolates representing related species were provided
on various media without success (data not shown). No iso-
late that is phylogenetically similar to the ex-type of T. ony-
chocola is currently available for mating experiments, and
this species is described here without teleomorph.
Although the isolation of common onychomycosis
agents (e.g., T. rubrum and T. interdigitale) from cases is
generally considered to be sufficient to establish these fungi
as etiologic agents, this is not true for geophilic dermato-
phytes and less common agents of onychomycosis for which
postive direct microscopy and repeated isolation should be
conducted to verify their etiological significance. Our T.
onychocola isolate probably does not represent the true
causal agent of suspected onychomycosis in the presented
case. Its pathogenic role was not confirmed by repeated
isolation in temporally separated samples, and direct mi-
croscopic examination was negative at the time of sam-
pling. Close relatives of this species are members of the

T. terrestre complex and other so-called dermatophytoids,
which are usually considered to be nonpathogenic. It is
likely that T. onychocola represents a fungus that accom-
panies the true causal agent of infection or saprophyte at-
tached to the nail in the area of a previous onychomyco-
sis. Other noninfectious nail changes, which are commonly
associated with an increased level of saprophyte and der-
matophytoid isolation, cannot be excluded. However, the
history of distal lateral subungual onychomycosis in our
patient is probably the result of the lesion with typical mor-
phology, which occurred on the same nail five years earlier
and healed after antimycotic therapy with a 1% solution of
ciclopirox olamine. Trichophyton onychocola was the only
microbial agent isolated after five years when recurrence of
the nail infection appeared. However, a more detailed in-
vestigation of the case was not possible because the patient
did not return for follow-up inspection and therapy.

The good growth of T. onychocola on human hairs,
placed on the agar medium without any other additional
nutrients, could indicate that this species is capable of using
human keratin as its only nutrient source. However, kera-
tinized substrates are also composed of proteins and fatty
acids, which could serve as nutrient sources for the fungi.
Moreover, perforation structures were not observed in this
species, and additional test should be performed in order to
confirm keratinolytic abilities of T. onychocola [25,26].

The species most closely related to T. onychocola are
homothallic A. ciferrii [27], heterothallic A. melis [28], and
anamorphic T. thuringiense [29]. Two of them, A. melis
and T. thuringiense, were similarly to T. onychocola origi-
nally described as from the central Europe region, and both
species were isolated from soil and associated with mam-
mals [28,29]. In contrast, A. ciferri was first described in
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soil and opossum hairs in the United States [27]; it was sub-
sequently isolated in central Europe [30,31]. This may sug-
gest that all of these species coexist in relatively similar eco-
logical and geographical conditions. Neither ascomata nor
sterile ascomata-like bodies (as observed in T. onychocola;
Fig. 3) are produced on human hairs by T. thuringiense.
In addition, the colonies of T. thuringiese are fasciculate
or cottony on all media, and the species produce large
chlamydospores that reach up to 15 pm in diameter [29].
Arthroderma ciferii differs from T. onychocola by having
wider peridial hyphae at the swelling ends and a length of
constricted zone that is shorter (“ossiform” peridial cells
in T. onychocola; Fig. 3; “burger-shaped” in A. ciferii).
Two- to six-celled macroconidia are abundantly produced
by T. thuringiense, and two- to four-celled macroconida
are less frequently produced by A. ciferrii and A. melis. In
contrast, no macroconidia were observed in T. onychocola.
Hair-perforating organs develop in A. melis when grown
on human hairs in contrast to T. onychocola. The latter
also has distinctive pale yellow colonies with red reverse
on SGA (Fig. 2), PCA, and PDA in contrast to colonies of
related species, which are white or brown with pink tint.
Arthroderma ciferrii was the most rapidly growing species
and also the only one able to grow at 34°C (Fig. 4). The
growth profile of T. onychocola was most similar to that
of T. thuringiense, with a maximum growth temperature at
30°C. Arthroderma melis grew only at 27°C.
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Abstract

Trichophyton onychocola is a recently described geophilic dermatophyte that has been
isolated from a toenail of Czech patient with a history of onychomycosis due to T rubrum
and clinical suspicion of relapse. In this study, we report a similar case from Denmark
in an otherwise healthy 56-year-old man. The patient had a history of great toenail in-
fection caused by T rubrum in 2004 and presented with suspected relapse in 2011 and
2013. Trichophyton onychocola was the only microbial agent isolated at the second visit
in 2013 and the identification was confirmed by DNA sequencing. Direct microscopic
nail examination was positive for hyphae, however the etiological significance of T. ony-
chocola was not supported by repeated isolation of the fungus. This new species may
be an overlooked geophilic species due to the resemblance to some common species,
for example, zoophilic T interdigitale or some species of geophilic dermatophytes.
We included differential diagnosis with phenotypically similar species; however, it is

© The Author 2015. Published by Oxford University Press on behalf of The International Society for Human and Animal Mycology.
All rights reserved. For permissions, please e-mail: journals.permissions@oup.com
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recommended that molecular methods are used for correct identification. The MAT lo-
cus of Danish strain was of opposite mating type than in the previously isolated Czech
strain and the two isolates were successfully mated. The mating experiments with related
heterothallic species T thuringiense and Arthroderma melis were negative. The sexual
state showed all typical signs of arthroderma-morph and is described by using optical
as well as scanning electron microscopy. The sexual state was induced on a set of agar
media, however low cultivation temperature and the presence of keratin source were
crucial for the success rather than formulation of medium.

Key words: Arthroderma, geophilic dermatophytes, keratinophilic fungi, MAT locus, Onygenales, tinea unguium.

Introduction

Dermatophytes are a group of ecologically and phylogenet-
ically related keratinophilic filamentous fungi comprising
agents causing superficial human and animal mycoses. The
superficial dermatomycoses affect a significant part of the
world’s population [1] and considerable economic costs are
associated with treatment and prevention of these diseases
worldwide [2,3].

The pathogenic potential of geophilic dermatophyte
species is relatively low in comparison with anthropophilic
and zoophilic dermatophytes and they usually cause ap-
proximately 1% of all dermatophytoses [4,5]. Geophilic
dermatophytes encompass a high and still rising number
of species in part due to the increasing use of molecular
methods in species identification. Moreover, in the last few
years, several presumed geophilic dermatophytes have been
isolated from clinical material. Trichophyton eboreum was
associated with a case of tinea pedis [6] and a skin infection
[7]. Soon after the original description, the species was iso-
lated from badger and rabbit burrows and its sexual stage
was discovered in mating experiments [8]. Microsporum
mirabile was isolated from human toenail and two asymp-
tomatic animals, and described together with its sexual state
[9]. Most recently, two new geophilic species were isolated
from Czech patients [10], T. onychocola from a toenail,
[11] and M. aenigmaticum from skin [12]. The descriptions
of both species was based on a single isolate and lacked the
description of sexual states.

In this study, we report a second case of isolation of T.
onychocola from human clinical material. The sexual stage
of this species (arthroderma-morph) was induced by mating
experiments in various cultivation conditions and described

using optical as well as scanning electron microscopy.

Case report

A 56-year-old man of Kurdish descent living in Copen-
hagen presented in October 2012 with suspected ony-

chomycosis of his left great toenail. Aside from noninsulin
dependent diabetes, he was healthy. Prior to the current
episode, the patient had a history of Trichophyton rubrum
onychomycosis in the same toenail verified by culture in
2004. Treatment with itraconazole for 3 months and 5%
amorolfine solution for one year cleared the infection. In
2011, the condition relapsed. Both culture and polymerase
chain reaction (PCR) analysis were positive for T. rubrum.
Successive 3 months treatment with terbinafine and itra-
conazole combined with 5% amorolfine solution was pre-
scribed. However, PCR analysis in June 2012 was still pos-
itive for T. rubrum. This led to the referral of the patient
to the department of dermatology and discontinuation of
itraconazole.

At the out-patient clinic hyperkeratosis and nail dystro-
phy in the distal part of the left great toenail were observed.
However, nail growth in the entire proximal half was nor-
mal and no other nails were affected. Nail sampling and
mycological examinations were done and both direct mi-
croscopy (10% KOH) and culture were negative. Hence,
the infection was regarded in remission which was con-
firmed at follow-up in January 2013.

In September 2013, the patient presented with distal
and lateral nail dystrophy and yellow discoloration sug-
gesting reinfection (Fig. 1). Direct microscopic nail ex-
amination (10% KOH) showed few hyphae and spores.
Culture (Sabouraud glucose agar, SGA, with and without
chloramphenicol and cycloheximide) was positive. Colonies
were granular and spiral hyphae were observed. A tentative
diagnosis of T. mentagrophytes infection was suggested
(zoophilic T. interdigitale according to current taxonomy
[13]). At the reference laboratory the isolate was found to
have only one base pair difference (1/600 bp) when com-
pared to the ITS sequence of species recently described and
proposed under the name of T. onychocola (strain CBS
1329207 = CCF 42597 = UAMH 11826"; EMBL accession
number HF937405). In comparison, the isolate shared 96 %
sequence identity to Arthroderma melis (CBS 669.80T).
The partial B-tubulin gene sequence was identical with the
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Figure 1. Affected toenail with distal and lateral nail dystrophy and yellow discoloration. This Figure is reproduced in color in the online version of

Medical Mycology.

ex-type strain of T. onychocola and showed 94% similar-
ity to A. melis. The isolate was deposited into the Culture
Collection of Fungi (CCF), Department of Botany, Charles
University, Prague as CCF 4802.

The patient was informed but did not wish to un-
dergo further treatment. Between the negative culture and
microscopy in October 2012 and the clinical relapse in
September 2013, the patient had not travelled abroad. He
had visited the Czech Republic once in 2004.

Materials and methods

Molecular studies

DNA isolation from nail samples and a multiplex PCR
for detection of dermatophytes and direct identification
of T. rubrum was performed according to Brillowska-
Dabrowska et al. [14,15]. ArchivePure DNA yeast and
Gram2+ kit (5 PRIME Inc., Gaithersburg, Maryland) was
used for DNA isolation from 7-day-old cultures according
to manufacturer instructions as updated by Hubka et al.
[16]. The reaction mixture and PCR protocol was described
by Hubka et al. [17]. Primers ITS1 and I'TS4 [18] were used
for amplification of ITS rDNA region. Partial 8-tubulin was
amplified with primer pair Bt2a and Bt2b [19]. All terminal
primers were used for DNA sequencing.

Sequences were inspected and assembled using Bioedit
v. 7.0.0 (www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html). Align-
ments of the regions were performed using the FFT-NSi
strategy, as implemented in MAFFT v. 6.861b [20]. The
ITS and B-tubulin loci were combined, and maximum like-
lihood (ML) analysis was performed using MEGA6 [21]

with bootstrapping (1000 replicates). The analysis was per-
formed with the K2+G model as estimated using the same
software. The retrieved sequences were mostly published
in studies by Rezaei-Matehkolaei et al. [22], Beguin et al.
[23], Hubka et al. [12,24], Choi et al. [9], and Lyskova et al.
[25]; and the EMBL/GenBank accession numbers are listed
in Table 1.

We tried to amplify the idiomorphs of the MAT locus
from T. onychocola and its relatives by using all primer
combinations previously published by Kano et al. [26,27],
Lietal.[28],and Symoens et al. [29] with respective amplifi-
cation conditions. Trichophyton onychocola, A. melis, and
T. thuringiense and several other species of geophilic der-
matophytes were included, namely, T. terrestre CCF 4826,
M. aenigmaticum CCF 46087, and M. incurvatum CCF
4753. The identity of the products was verified by DNA
sequencing; product purification and sequencing were per-
formed at Macrogen Europe (Amsterdam, the Netherlands)
using both terminal primers.

Mating experiments

Opposite mating types of T. onychocola CCF 42597 and
CCF 4802, A. melis CBS 669.80" and T. thuringiense CBS
417.717 were paired in all possible combinations on malt
extract agar (MEA; malt extract from Oxoid, Basingstoke,
UK), potato dextrose agar (PDA; Roth, Karlsruhe, Ger-
many), potato carrot agar (PCA [30]), oatmeal agar (OA;
Difco, La Ponte de Claix, Francie), Takashio medium (1 g
peptone, 2 g glucose, 1 g MgSO4-7 H,0, 1 g KH,POy4, 20
g agar and 1 1 distilled water), Sabourad’s dextrose agar
(SGA, Himedia, Milano, Italy) and water agar (20 g agar
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Table 1. A list of fungi and sequence accession numbers (those in bold were generated for this study) used for phylogenetic

analysis.

GenBank/EMBL Accession Nos.

Species and Strain No. ITS rDNA B-tubulin MAT locus
Trichophyton tonsurans CBS 130822 JN134085 JF731071

Trichophyton interdigitale IHEM 19024 JQ407192 JQ407162

Trichophyton interdigitale IHEM 584 JQ407200 JQ407159

Trichophyton simii IHEM 4420 JQ407210 JQ407138

Trichophyton mentagrophytes CBS 318.56 797995 -

Trichophyton erinacei CS379 JN134091 JF731117

Arthroderma benhamiae THEM 4710 JQ407182 JQ407137

Trichophyton rubrum CBS 130821 JN134065 JF731065

Trichophyton violaceum CBS 130937 JN134104 JE731088

Epidermophyton floccosum NBRC 9045 JN134157 JE731127

Microsporum persicolor CCF 4541 HGS518405 HGS18414

Microsporum incurvatum CCF 4753 - MAT1-2 LMé644235 LN651122 LN624595
Microsporum fulvum CCF 4676 HGS518409 HGS518417

Microsporum aenigmaticum CCF 4608 - MAT1-2 HGS518404 HG518421 LN624594
Microsporum gypseum CBS 258.61 AJ970141 HGS518420

Microsporum mirabile CBS 124422 HQ825137 HQ916946

Microsporum racemosum CBS 423.74 HQ825139 HQ916948

Microsporum canis CBS 130811 JN134125 JF731099

Microsporum audouinii NBRC 6074 JN134145 JF731113

Trichophyton terrestre (A. quadrifidum) CCF 4826 - MAT1-1 LN651123 LN651121

Trichophyton thuringiense CBS 417.71 - MAT1-2 AJ877215 HF937402 LN624596, LN713931
Arthroderma melis CBS 669.80 - MAT1-1 AJ877216 HF937404

Trichophyton georgiae (A. ciferrii) CBS 272.66 — homothallic AJ877217 HF937403

Trichophyton onychocola CCF 4259 - MAT1-1 HF937405 HF937401

Trichophyton onychocola CCF 4802 - MAT1-2 LN589976 LN589971 LN624597, LN713932
Auxarthron umbrinum CCF 4062 (outgroup) FR839683 FR851846

and 1 1 distilled water) plates, and were incubated at 17
and 25°C in the dark. Second set of the same media was
supplemented by sterilized blond child hairs placed on the
medium surface. All plates were inoculated in duplicates
and all strain were plated also alone on each medium as
a control. The plates were sealed with Parafilm and exam-
ined weakly for 3 months under a stereomicroscope for the
production of ascomata.

Phenotypic studies

Lactic acid with cotton blue was used as a mounting
medium for observation of the micromorphology of the
subcultures. Photographs were taken on the Olympus BX-
51 microscope (Olympus DP72 camera) using Nomarski
contrast. Macromorphology of the colonies was docu-
mented using binocular loupe Olympus SZ61 (with Olym-
pus Camedia C-5050 Zoom camera) or Canon EOS 500D.
Scanning electron microscopy (SEM) was performed using
a JEOL-6380 LV scanning electron microscope (JEOL Ltd.
Tokyo, Japan). Pieces of colonies or mature ascomata were

fixed in osmium tetroxide vapours for one week at 5-10°C
and gold coated using a Bal-Tec SCD 050 sputter coater.
The specimens were observed using 40 um spot size and
15-25 kV accelerating voltage.

Results

Amplification of MAT genes and mating
experiments

The amplicons of MAT1-2 gene were only observed when
using primer pairs TmHMG3R and TmHMG3S [27], or
MF1 and MF2 [29]; the PCR with other primer pairs was
unsuccessful. In the first case, the PCR yielded fragments
with approximate length of 100 bp (Fig. 2) from the Dan-
ish isolate of T. onychocola CCF 4802, T. thuringiense
CBS 417.717 and also from M. incurvatum CCF 4753
and M. aenigmaticumm CCF 4608”7 (GenBank Acc. Nos.
LN624594-1.N624597). In the second case, the 350 bp
long fragments were amplified in the same isolates (Gen-
Bank Acc. Nos. LN713931-LN713932). The fragments of
MAT1-1 gene were not successfully amplified by any of
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Figure 2. Amplification of partial MAT1-2 gene for T onychocola and
other geophilic dermatophytes with primers TmMHMG3R and TmHMG3S
[27] visualized by gel electrophoresis. Trichophyton onychocola CCF
4802 (A); T. onychocola CCF 42597 (B); T. thuringiense CBS 417.717 (C);
Microsporum aenigmaticum CCF 4608T (D); Arthroderma melis CBS
669.807 (E); T terrestre CCF 4826 (F); M. incurvatum CCF 4753 (G);
GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas) was used as a size
marker.

the primer pairs used (see methods). However, MAT1-1 id-
iomorph was expected in all remaining non-MAT1-2 iso-
lates, including Czech isolate of T. onychocola CCF 42597
and A. melis CBS 669.807.

Opposite mating types of T. onychocola and its relatives
were paired in all possible combinations and the results of
mating experiments are schematically shown in Figure 3.
Fertile gymnothecia were first observed after 4-5 weeks of
cultivation only in crosses of T. onychocola CCF 4259" and
CCF 4802. Interspecies crosses between T. onychocola, T.
thuringiense, and A. melis yielded no ascomata. The induc-
tion of the sexual state was only successful at 17°C and on
water agar, MEA, OA, PCA and Takashio medium; SGA
and PDA, and all plates incubated at 25°C were without
gymnothecia. No ascomata were observed on plates with-
out hairs. None of the tested isolates produced gymnothecia
when inoculated alone.

Description of the sexual state of T onychocola
(Figs 4 and 5)

Heterothallic fungus, ascomata (gymnothecia) globose, pale
orange-brown, most commonly 400-600 (-750) um in di-

ameter including peridial hyphae. The ascomata are covered
by a felt of peridial hyphae having a diameter of 40-80
pum. Peridial hyphae hyaline, septate, uncinately branched,
sometimes terminated by a claw-like projection or smooth-
walled spiral appendages. Spiral appendages of ascomata
usually do not exceed markedly the layer of peridial hyphae
and were usually hidden within it. Peridial cells dumbbell-
shaped, symmetrical, echinulate, 7.5-11.5 pm in length and
2.4-5.1 pum in width at enlarged ends and 1.7-3.1 um at
constrictions. Asci globose to subglobose, 8-spored, 5-6 um
diam. Ascospores faintly yellowish, biconcave with circular
projection when viewed from above, 2.2-2.9 yum in diam,
height 1.6-2 pm.

Ascomata resembling structures develop on nutrient
poor media (water agar, PCA, OA, Takashio medium) with
addition of keratin source. They are whitish and occur on
the hairs as well as on the agar surface together with as-
comata. They are also abundantly present when the par-
ticular isolates are inoculated alone. Their shape is globose
but commonly irregular, they occur solitary or in clusters.
They are composed of conidiophores producing conidia and
never contain ascospores the surface is covered with abun-
dant spirally coiled appendages protruding up to 250 um
above the surface. Dried cultures with cleistothecia were de-
posited into the herbarium of the Mycological Department,
National Museum in Prague (PRM) as PRM 924058 and
PRM 924059.

The asexual state and colony morphology of both iso-
lates of T. onychocola were identical and described by
Hubka et al. [11]. The inability to grow at 34°C on MEA
was also confirmed in Danish isolate CCF 4802 as previ-
ously observed by Hubka et al. [11] in the ex-type strain
CCF 4259. Red pigment was produced into hairs by T.
onychocola isolates on water agar.

Differentiation of T onychocola from related
or phenotypically similar dermatophytes

The morphological and physiological features that can be
useful in differentiation of T. onychocola from closely re-
lated geophilic dermatophytes or other phenotypically sim-
ilar dermatophytes are summarized in Table 2. Here we
only summarize our observations or mention some features
that are not included in Table 2. All species included in
differential diagnosis are heterothallic with exception of
homothallic A. ciferrii (T. georgiae) [31,32] and clonal T.
rubrum [33-35]. Arthroderma ciferrii is able to grow at
34°C in contrast to T. onychocola and the colonies of
the ex-type strain CBS 272.66 attained a diameter of 9—
11 mm after 7 days on MEA at 30°C in contrast to 5—
8 mm large colonies of T. onychocola. Other differences
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Figure 3. Maximum likelihood tree showing relationships of T. onychocolato other dermatophytes. The branch with T onychocola and related species
was extended vertically (the horizontal distances between species were not changed) to show results of mating experiments. Successful mating
experiments are designated by symbol “+” and unsuccessful by “—" The thick branches denote 90% bootstrap support or higher. The EMBL/GenBank
accession numbers are listed in Table 1. This Figure is reproduced in color in the online version of Medical Mycology.

GTOZ ‘T AInc uo 189nb Aq /BJo'sfeulnopioixo:Awwy/:dny wouy pepeojumoq


http://mmy.oxfordjournals.org/

Hubka et al. 7

Figure 4. Mating between two opposite mating type strains of T. onychocola, CCF 4802 (MAT1-2) and CCF 42597 (MAT1-1). Paired culture on oatmeal
agar supplemented by blond child hairs after 5 weeks of cultivation at 17°C (A); detail of the same culture with ascomata and ascomata-like structures
(B); red pigment produced into hairs on water agar (C); detail of pale orange-brown ascomata (D); ascoma (gymnothecium) covered by peridial
hyphae (E, F); detail of peridial hyphae (G, H); asci (l); ascospores (J); ascomata-like structures covered by abundant spiral appendages (K, L); detail
of spiral appendages (M). Scale bars: E, F 100 xm; G 50 um; H-J 10 xm; L 100 um; M 10 um. This Figure is reproduced in color in the online version
of Medical Mycology.

GTOZ ‘T AInr uo 159n6 Aq /610°sfeuno [pojxoAwiwy//:dny wody papeojumoq


http://mmy.oxfordjournals.org/

8 Medical Mycology, 2015, Vol. 00, No. 00

Figure 5. Scanning electron microscopy of Trichophyton onychocola. CCF 4802 (MAT1-2) and CCF 4259 (MAT1-1). Ascoma (gymnothecium) covered
by peridial hyphae (A); ascomata-like structure covered by abundant spiral appendages (B); detail of peridial hyphae (C); biconcave ascospores (D);
conidiophores with microconidia (E-G). Scale bars: A 100 xm; B 50 um; C 10 um; D 2 um; E-G 5 um.
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can be found in the shape and dimensions of peridial cells
[31]. The growth profile of T. onychocola is most similar to
that of T. thuringiense [11], but this species does not pro-
duce ascomata resembling structures and the general mor-
phology of colonies is different. Trichophyton thuringiense
also produces multicelled macroconidia and large chlamy-
dospores that were not observed in T. onychocola [11,36].
Trichophyton terrestre is a complex of at least three het-
erothallic biological species [37-39]. The sexual state of
T. terrestre strains isolated from clinical material usually
belongs to A. quadrifidum [5,40,41]. The colonies of this
species are granular and white (later yellowish) with lobed
margins and dissimilar to those of T. onychocola. In ad-
dition, this species does not grow even at 30°C and pro-
duces abundant multicelled, cylindrical macroconidia. We
did not observe red pigmentation on the reverse of colonies
of Czech clinical isolates of A. quadrifidum CCF 4743, CCF
4826, and D294/14 identified by sequence of ITS rDNA,
and all cultures were distinctive by strong odor. However,
isolates with red reverse or producing red soluble pigment
were reported in all members of this complex, namely, A.
quadrifidum, A. lenticulare, and A. insingulare [37-39,42—
45]. The colonies of T. eboreum, another geophilic species
known from clinical material [6,7], are whitish with feath-
ery margins and without reverse colouration; the species
also produces abundant club-shaped, multicelled macro-
conidia. Colonies of zoophilic strains of T. interdigitale and
T. mentagrophytes s. str. are usually brown and granular
with dark brown reverse, the isolates of these species usu-
ally produce at least some cigar-shaped macroconidia and
are capable of growth at 37°C.

Discussion

Almost all dermatophytes are heterothallic fungi and two
opposite mating type isolates are necessary for induction
of ascomata. The exceptions are homothallic A. curreyi
(with anamorph usually referred to as Chrysosporium sp.)
and A. ciferrii (T. georgiae) [32]. Biological species con-
cept with assessment of biological species boundaries by
mating experiments is in general well applicable on species
of geophilic dermatophytes [8,9,38,39,44,46-48]. In con-
trast, mating experiments can considerably disagree with
concept of classical species of anthropophilic and zoophilic
dermatophytes [34,49-51] as they represent relatively phy-
logenetically young species with incomplete prezygotic re-
productive barriers.

Very specific conditions can be necessary for induction
of sexual state in heterothallic fungi, these include specific
media, temperature, light and presence of host in some
pathogenic fungi [29,46,52-56]. Discovery of fungal genes
responsible for sexual and somatic incompatibility facili-

tated the process of induction of sexual state in many dif-
ferent groups of fungi. Especially characterisation of mating
type (MAT) genes has become a routine part of this pro-
cess in heterothallic species. In this study, we characterised
main MAT idiomorphs in T. onychocola and its relatives
(Fig. 3) using previously developed primers [27,29] and suc-
cessfully induced the production of ascomata (Figs 4 and
5). The gymnothecia were observed on variety of media
but only those supplemented by keratin and cultivated at
17°C (the influence of light was not studied and all crosses
were incubated in the dark). The crosses between opposite
mating type isolates of T. onychocola and related species
yielded neither gymnothecia nor other ascomata-like struc-
tures. Arthroderma ciferrii, however closely related to T.
onychocola, was not included in the mating experiments
because its homothallism was confirmed previously in sev-
eral monoascosporic isolates [31].

Trichophyton onychocola is placed into the basal clades
of the phylogenetic tree of dermatophytes s. . (Fig. 3).
These clades include almost exclusively geophilic and rarely
pathogenic dermatophytes among which T. terrestre is the
best known. Previous phylogenetic studies have shown that
phylogeny correspond well with ecology [13,57]. Phylo-
genetic data, low temperature optimum for growth, mat-
ing behaviour, and morphological similarity of both sex-
ual and asexual state of T. onychocola to other geophilic
Trichophyton species strongly suggest that the species is
geophilic. At this time, T. omychocola is only known
from two collections from the temperate zone in Europe.
Arthroderma melis and T. thuringiense, two closely re-
lated geophilic species, were also described from the cen-
tral Europe region [36,44], and an additional isolate of T.
thuringiense CBS 124118 (=CBS 132929 = DSMZ 25999)
was later isolated from a toenail under the suspicion of
onychomycosis [58]. Arthroderma ciferri, another closely
related species, was first isolated from soil and opossum
hairs in the United States [31] and later found in many other
countries of the temperate zone worlwide (UAMH culture
collection catalogue [The University of Alberta Microfun-
gus Collection and Herbarium]). These data may suggest
that all these species coexist in relatively similar ecological
and geographical conditions. However, the identification of
these isolates was mostly not verified by sequence data and
systematic studies on the diversity of soil-borne dermato-
phytes identified by molecular methods are lacking world-
wide. For these reasons the true ecological distribution of
these species remains unknown.

The isolation of common etiological agents of ony-
chomycosis (e.g., T. rubrum and T. interdigitale) is usually
considered to be sufficient to confirm the diagnosis. In rarely
pathogenic geophilic dermatophytes and nondermatophytic
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fungi, however, the positive direct microscopy and repeated
isolation should be conducted before the final diagnosis is
made. Further cases meeting these criteria are needed to
confirm if T. onychocola is a significant agent of super-
ficial infections in humans. It is possible that this species
can be in fact more frequent than it may seem. Morpho-
logical identification of T. onychocola can be challenging
because of its similarity to some common dermatophytes.
Czech isolate was first identified as T. rubrum based on
intensive red reverse pigmentation on SGA slants and later
when the colonies became granular and abundant spiral hy-
phae were observed in microscope slides, the identification
was changed to “zoophilic strain of T. interdigitale” [11].
A similar situation occurred in Danish case (this study). In
general, it is recommended that molecular methods are used
for correct identification, especially in ambiguous cases. In-
ability of T. onychocola to grow at 34°C can be used as a
quick distinguishing feature from common pathogenic der-
matophytes.
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Abstract Trichophyton bullosum is a zoophilic
dermatophyte from the Arthroderma benhamiae com-
plex with a poorly known distribution. In this study,
we report a case of dermatophytosis caused by T.
bullosum in a 6-year-old male horse who had a skin
lesion located in a saddle area. The infection spread
rapidly to the upper chest and to both sides of the
trunk. The dermatophyte was isolated in culture and
identified by sequence analysis of the internal tran-
scribed spacer regions (ITS rDNA). To date, this is the
first verified case of animal infection due to T.
bullosum in Europe following the 2012 report of
human infection in France. We hypothesize that this
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species can be relatively common in horses and
donkeys, but it is confused with other zoophilic
species responsible for infections with similar clinical
manifestations, and when isolated in culture, it is
misidentified as the phenotypically similar 7. verru-
cosum. Previous cases of dermatophytosis caused by
T. verrucosum-like dermatophytes in horses and
donkeys were reviewed together with human infec-
tions transmitted from these animals. This summary
estimates possible distribution width of 7. bullosum.
The taxonomy of T. verrucosum-like dermatophytes is
extremely difficult due to lack of original material and
poor morphology of species. Molecular genetic meth-
ods are necessary to verify the identification of these
fungi. ITS1 or ITS2 region of rDNA alone is sufficient
for correct identification.
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Introduction

Trichophyton equinum and Microsporum canis are the
most common fungal pathogens causing dermatophy-
tosis in horses. These infections are most frequently
found in young animals and typically manifest as dry
lesions, with powdery scales and hairs with breaks
present on their base [1]. The lesions are most
frequently located on the upper chest, flanks, shoulders
and body areas that are exposed to trauma or are in
contact with saddles, bridles and harness [1, 2]. Other
species reported as causative agents of dermatophy-
tosis in horses are 7. mentagrophytes, T. verrucosum
and M. gypseum, while M. praecox and several other
species have been isolated mostly from asymp-
tomatic animals [2—4]. Horse dermatophytosis usually
resolves spontaneously within 1-4 months, but the
treatment is mandatory due to the contagious and
zoonotic nature of the disease. Antifungal therapy
includes topical or oral antifungals, among which
enilconazole, natamycin and griseofulvin have the
widest use [2].

Trichophyton bullosum is an almost forgotten
zoophilic dermatophyte that has been isolated in the
past from the coat of horses in Africa (Tunisia and
Mali/French Sudan at that time) and the Middle East
(Syria) [5]. The species was revalidated using
sequence data and phylogenetically accommodated
in the Arthroderma benhamiae complex [6]. In
2012, the first human infection was reported from
Europe [7], probably transmitted from a donkey
with suspected dermatophyte lesions in a rural area
in France; however, no sample was collected from
the animal.

In this study, we present another case of animal
infection, many decades after the original description
of T. bullosum. Currently, this is the first verified case
of animal infection caused by T. bullosum in Europe.
This case adds to the knowledge base on the ecology of
this little explored dermatophyte. We emphasize that
special attention should be given to dermatophytosis
in horses and donkeys (or in humans who in contact
with them) caused by T. verrucosum-like organisms.

@ Springer

Case Report

A 6-year-old Quarter Horse developed a weeping
lesion in a saddle area (approximately 10 cm in
diameter) with a subsequent loss of the coat in October
2013. The focus had irregular margins covered with
pustules. The horse was restless and lost weight,
probably due to intense itching. The lesion spread
quickly to the shoulders, hip bones, withers and upper
chest (Fig. 1). Initial therapy included topical antibi-
otics and was unsuccessful, and the skin scales were
subsequently taken (November 19 2013) for myco-
logical examination.

The scales were examined by fluorescence micro-
scopy (whitening agent Blankophor; Bayer, Lev-
erkusen, Germany), and fungal septate, branched
hyphae and arthrospores were revealed. Cultures were
grown on Sabouraud dextrose agar (SDA; Trios,
Prague, Czech Republic) at 25 °C for 1 month. After
several days, the hyphae of a slow-growing dermato-
phyte were visible. The strain grew better at 35 °C
compared with 25 °C and was first morphologically
identified as T. verrucosum (very slow growth and
presence of chlamydospores in slides).

Following the verification of fungal etiology, the
horse was treated with whole-body baths with an
emulsifiable solution of enilconazole. Subsequently, a
slow improvement was observed, and the lesions
stopped weeping; however, considerable marginal
scaling remained. The bath with enilconazole was

Fig. 1 Dermatophytosis (ringworm) in a horse caused by
Trichophyton bullosum. The rounded or irregular lesions are
visible in the saddle area, withers and hip bone area
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repeated after 10 days. Following this approach,
remission was observed, and the lesions became
smaller and without scaling. Afterward, the lesions
were treated locally with flutrimazole spray once a day
for 3 weeks. The skin started to regrow with weak soft
hairs at first. Complete remission was observed in
March 2014.

At the time of infection, the horse was stabled at a
race stable in Mlekojedy (Czech Republic) with other
horses and with no history of being abroad. Control
swabs, with negative results, were also taken from the
other horses stabled in the same building. Before the
infection occurred, the horse did not show any signs of
injury or trauma and was used for a horse race. In June
2013, during flooding season, the horse was trans-
ported for 1 week to the stud farm Xaverov and at the
beginning of October 2013 to a race in Lysa and
Labem (Czech Republic). It was stabled with horses
and was never in the contact with cows, sheep or other
animals. The source of the infection was not found.
Currently, the horse has been moved to another stable
in Korycany, and it is healthy and in good nutritional
status. All lesions are completely healed and filled in
with fine hairs.

Materials and Methods
Phenotypic Studies

The subcultures were grown at 25 °C on MEA (malt
extract agar; Oxoid, Basingstoke, UK) and SDA
with chloramphenicol and cycloheximide (SDACC;
Trios, Prague, Czech Republic) for further myco-
logical examination of the micro- and macromor-
phologies. Lactic acid with cotton blue was used as
a mounting medium for observation of the micro-
morphology of the subcultures. Photographs were
taken with an Olympus BX-51 microscope (Olym-
pus DP72 camera) using Nomarski contrast. Macro-
morphology of the colonies was documented using
either a binocular loupe Olympus SZ61 (with
Olympus Camedia C-5050 Zoom camera) or Canon
EOS 500D.

Physiological tests with T1-T7 agar media were
conducted according to the previously described
procedure [8, 9]; growth on commercial (HiMedia,
Mumbai, India) and laboratory-made media was
tested. In vitro hair perforation and urease tests were

performed according to Ajello and Georg [10] and
Philpot [11], respectively. The ability of species from
A. benhamiae complex to grow at 25 and 37 °C was
tested on MEA and evaluated after 7 and 14 days.

Molecular Studies and Phylogenetic Analysis

The sequence of the internal transcribed spacer of the
ribosomal DNA (ITS rDNA—involving the ITS1-
5.8S-ITS2 cluster) was amplified following the proce-
dure described below. DNA was isolated from 14-day-
old colonies growing on MEA. Archive Pure DNA
yeast and a Gram?2 + kit (SPRIME Inc., Gaithersburg,
MD, USA) was used for DNA extraction according to
procedure modified by Hubka et al. [12]. The PCR
mixture (25 pl) contained 50 ng of genomic DNA,
20 pmol of each primer, 0.2 mM of dNTPs (dNTP
master mix; Invitek, Berlin, Germany) and 1 U of M
Maximo Taq DNA polymerase with the respective
buffer (GeneOn GmbH, Nuernberg, Germany). The
ITS rDNA was amplified using the primers ITS5 (5'-
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG) and ITS4 (5'-
CCTCCGCTTATTGATATGCTTAAG) and condi-
tions described by Hubka et al. [13]. PCR product
purification and sequencing were performed at Macro-
gen Europe (Amsterdam, The Netherlands) using the
terminal primers and internal primers ITS2 (5'- GCTG
CGTTCTTCATCGATGC) and ITS3 (5'- GCATCGA
TGAAGAACGCAGC). The sequences obtained in
this study were deposited into the EMBL (The
European Molecular Biology Laboratory) database
under accession numbers listed in Table 1 (bold print).

The sequences were inspected and aligned as
described by Hubka et al. [14]. Phylogenetic analysis
was conducted in MEGAG6 [15] with 1000 bootstrap
replicates. A suitable substitution model was deter-
mined in MEGAG6, which proposed the T92 + I model
as the best fitting. The analysis involved 29 nucleotide
sequences. There were a total of 575 positions in the
final dataset with 160 variables and 96 of which were
parsimony informative. All positions with <70 % site
coverage were eliminated. The phylogenetic tree was
calculated with Neighbor-Joining (NJ) and Maximum
Likelihood (ML) analyses. Initial tree for the heuristic
search before ML analysis was obtained automatically
by applying NJ and BioNIJ algorithms to a matrix of
pairwise distances estimated using the maximum
composite likelihood approach, and then selecting
the topology with superior log likelihood value.
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I Table 1 Physiological tests results for 7. bullosum and selected dermatophyte species read after two weeks of incubation

205
206
207
208
209
210
211
212

Species Physiology ITS sequence
accession number

T1" T2 T3 T4 T5 T6 T7 Urease Hair Growth at
perforation  37/25 °C

A. benhamiae complex

T. bullosum CCF 4831 - - 4+ + + -  +,d - >1 LN589975
T. concentricum? - + 4+ 4+ 4+ - 9w - - <0.5/0 -
T. erinacei CCF 4473 + + + + + - 4+ + + ~1 LN736306
T. erinacei IHEM 19621 + + 4+ 4+ + W+ ow + 0 LN736305
T. erinacei® + + + 4+ 4+ + + +,w v No data -
T. eriotrephon CBS 22025 + + + + w - % 4 - <0.5 FM992674
T. verrucosum CCF 4889 - w + 4+ + - - +,d - >1 LN614527
T. verrucosum® - + 4+ + - - = - >1
A. benhamiae CCF 4851 w + 4+ + + v w ow - ~1 LN736302
A. benhamiae CCF 4847 + + 4+ 4+ + W o+ o+ + ~1 LN736303
A. benhamiae CCF 4848 + + + + + S+ o+ 7ie ~1 LN589972
A. benhamiae CCF 4853 + + 4+ 4+ + W+ o+ + ~1 LN736304
A. benhamiae African race  + + + + 4+ - + 4+ + <1 JQ407180
IHEM 4032

Other dermatophytes included for comparison
T. equinum CBS 292.81 - - W - 4+ - + ~1 EF04327
T. equinum CBS 127.97% - - - - 4+ - AR - No data ABWI01001612
T. tonsurans CBS 496.48°  + + + + 4+ + 4+ + - No data EF043270
T. tonsurans CCF 4930 w + + 4+ w - - 4+ + <1 LN736307
T. schoenleinii* + + + + + 4+ + v - Grow at 37 -
M. aenigmaticum CCF + + 4+ 4+ + =+ + + 0 HG518404

4608"

Data based on commercial media (HiMedia) are presented; the differences between commercial media and laboratory-made media
are indicated by superscript symbols — and $

T Tl—vitamine-free casamino acid agar, basal medium for agars T2-T5, T2 = T1 + inositol, T3 = T2 + thiamine,

T4 = T1 + thiamine, TS5 = T1 + nicotinic acid, T6—vitamine-free ammonium nitrate agar, basal medium for agar T7,
T7 = T6 + v-histidine; “—"—no growth, “+”—growth, “v”’—variable, “w”—weak, “d”—delayed (negative or weak after
1 week, positive after 2 weeks)

" The test was scored as negative when laboratory-made media were used

$ The test was scored as positive when laboratory-made media were used

All data were generated in this study with following exceptions

!t Data published previously by de Hoog et al. [16], and strain numbers were not mentioned
¥ Data published previously by Griiser et al. [9]

# Data published previously by Hubka et al. [21]

Maximum parsimony (MP) bootstrap consensus tree Results
inferred from 1000 replicates was calculated using the
same software. Branches corresponding to partitions Molecular Studies

reproduced in <50 % bootstrap replicates were col-
lapsed. The MP tree was obtained using the subtree The ITS rDNA sequence of T. bullosum obtained in
pruning—regrafting (SPR) algorithm in which the this study was deposited into the EMBL (European

initial trees were obtained by the random addition of Molecular Biology Laboratory database) under the
sequences (10 replicates). accession number LN589975.
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Species identification was based on a sequence
similarity search using the BLAST server. The
resulting sequence was almost identical (603/604
identical base pairs) with the T. bullosum sequence
FM992675 [6]. This sequence is derived from the
isolate CBS 363.35, which is considered to be an
authentic Lebasqués strain of 7. bullosum [6]. Mor-
phologically similar species 7. verrucosum showed
only 96 % similarity by using BLAST similarity
search. Both ITS1 and ITS2 region alone are sufficient
for distinguishing 7. bullosum and T. verrucosum as
they include several conserved substitutions. Two
substitutions are also present in conservative 5.8S
rDNA region (Suppl. Figure 1).

Phylogenetic analysis based on ITS region of IDNA
(Fig. 2) placed T. bullosum into the predominantly

95/98 = [Z97997] CBS 677.86

[LN736306] CCF 4473

[FM992674] CBS 220.25

[JN134089] CS 361
[298003] CBS 134.66

99/99

98/98 \—| [LN614529] CCF 4612
[LN614527] CCF 4899

[LN736304] CCF 4853

92/-

99/99
|
61/66

Arthroderma

T. erinacei

T. eriotrephon

T. verrucosum

zoophilic A. benhamiae complex together with T.
erinacei (95 % similarity), T. eriotrephon (95 %), T.
verrucosum, T. concentricum (95 %) and both races of
A. benhamiae (American—European with 96 % and
African with 97 % similarity). The African race of A.
benhamiae was the most closely related species based
on BLAST similarity search as well as phylogenetic
analysis. The tree topology was almost identical when
using NJ and ML methods (Fig. 2). The clade
containing 7. bullosum and African race of A.
benhamiae did not group with A. benhamiae complex
in MP bootstrap consensus tree (Suppl. Figure 2) and
created separate clade. This result is not in direct
contradiction with previous analyses because of
unresolved and weakly supported deeper branching
in the tree.
primary hosts  distribution
hedgehog (Erinaceus Western Europe, Baltic states,

europaeus) Italy, Scandinavia, New Zealand

unknown animal Netherlands, Iran

cattle; able to infect
wide spectrum of
animals

worldwide

benhamiae complex

\ 91/95

[J

63/55 66/75

Trichophyton

s. str.
A

99/98 [JQ407180] IHEM 4032

100/ 100

A. benhamiae
(American-European
race)

[LN589972] CCF 4848
[LN736302] CCF 4851

[298015] CBS 623.667

[298012] CBS 196.26 .
sw/e7 |[EU083908] IHEM 224oeT' concentricum
»A. benhamiae“
Q407181] IHEM 4033 (African race)
[JF308286] IHEM 34321
[FM992675] CBS 363.35
[FM992676] CBS 557.50
[LN589975] CCF 4831~

99/100 ; [297995] CBS 318.56" T. mentagrophytes
4 [Z298011] CBS 855.71 T. schoenleinii

T. bullosum

[Z98017] CBS 417.65" A. simii
[KC146353] ATCC 9533 T. interdigitale
[298014] CBS 646.73 A. vanbreuseghemii
[EF067316] CBS 244.84 T. equinum

98/97 &= [EF043270] CBS 496.48" T. tonsurans
[297993] CBS 392.58" T. rubrum

94/92

100/100 r
[AJ270811] CBS 319.31 T. violaceum

—_—
0.02

guinea pig, rabbit,

chinchilla, dog Europe, America, Japan (hosts

are kept as pets worldwide)

Pacific Islands, Southeast Asia,

human Central and South America

naturally Central and Eastern Africa
(host kept as pet worldwide)

hedgehog (Aterelix
albiventris)

horse, donkey, mole? Syria, Sudan, Tunisia,
France, USA?, Czech Republic

Arthroderma vanbreuseghemii
/ A. simii complex

Trichophyton rubrum complex

[HF937405] CCF 4259 T. onychocola (outgroup)

Fig. 2 Neighbor-joining (NJ) tree based on ITS rDNA region
showing the relationships of 7. bullosum to other anthropophilic
and zoophilic Trichophyton species. Numbers on internodes are
bootstrap proportions resulting from NJ and maximum likeli-
hood (ML) analyses. When bootstrap proportions in NJ as well

as ML analyses were >90 % the internode line is thick. Only
supports higher than 50 % are shown. The ex-type strains are
designated with superscript T. The primary hosts and geograph-
ical distribution of species in Arthroderma benhamiae complex
are designated in the right part of the figure
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Morphology

The colonies of the case isolates were slow growing
(Fig. 3a, b), attaining a 9-11 mm diameter after
1 month on SDACC (13-20 mm after 3 months) and
17-24 mm diameter after 1 month on MEA. They
were cream colored, waxy and slightly elevated in the
center, later becoming slightly lanuginous in some
areas. The intensive submerged growth was apparent
in the marginal parts with dendritic branching of
submerged mycelium (Fig. 3c, d, e). Microscopic
examination revealed the presence of intensely septate
vegetative hyphae (Fig. 3f-k), sometimes with an
apparent fragmentation tendency (Fig. 3f). They
included numerous thick-walled, intercalar and termi-
nal chlamydospores, frequently in chains. Chlamy-
dospores were mainly globose, subglobose or elliptical,
or they had an irregular shape. Their diameter measured
between 4 and 9 um, sometimes up to 20 pm. Our
culture is available at the Culture Collection of Fungi
(CCF), Department of Botany, Charles University in
Prague under the number CCF 4831. Dried culture was
deposited into the herbarium of the Mycological
Department, National Museum in Prague (PRM
933844).

Physiology

The results of physiological tests across species from
the A. benhamiae complex are presented in Table 1.
Several non-related species outside the complex that
show similar morphology were also included. The
growth on Trichophyton agars T1-T7 was tested using
commercial media and laboratory-made media. Dif-
ferences in the results between these media were
observed for T. bullosum on TS5 agar, T. eriotrephon on
T6 and T7 agar and A. benhamiae on T6 agar
(Table 1). No variability in A. benhamiae complex
was observed on T3 and T4 media. Growth inhibition
on T1 medium distinguished T. bullosum, T. verruco-
sum and T. concentricum from other species in the
complex. T. bullosum was unable to grow on T2
medium in contrast to the restricted growth of T.
verrucosum CCF 4889. However, the general pattern
of physiological features was identical for 7. bullosum
and T. verrucosum, including a negative hair perfora-
tion test and positive urease test with delayed response
(note: a negative urease test was reported for T.
verrucosum by de Hoog et al. [16]). In conclusion, the
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entire set of Trichophyton agars seems to be insuffi-
cient for differentiation between T. bullosum and T.
verrucosum. In addition, isolate-dependent variability
within species allows limited use of these tests for
rough orientation or in some well-defined examples,
e.g., distinguishing 7. equinum and T. tonsurans.
Trichophyton bullosum and T. verrucosum share the
ability to grow faster at 37 °C than at 25 °C which is
currently unique across dermatophytes.

Discussion
Clinical Manifestation and Therapy

The foci of infection caused by 7. verrucosum-like
isolates in horses are mainly located on the saddle
area, shoulders, chest and withers, and less commonly
on the head, neck, buttocks and extremities (Table 2).
Several well-documented infections in donkeys exist,
which are manifested predominantly by lesions not
only on the head and neck [17, 18] but also on the
forelimbs and buttocks [17], while other reports have
lacked a detailed clinical description (Table 2). The
majority of these lesions showed circular arrange-
ments and were covered by crusts or pustules and
characterized by the loss of hair and a hyperemic
margin. Following the acute period, the skin becomes
scaly. The infected hairs are usually microscopically
described as large-spored ectothrix (ectothrix megas-
pore) with the size of arthroconidia ranging from 5 to
10 pm in diameter [19]. In the present study, the
infection caused by 7. bullosum spread rapidly from
the saddle area to other parts of the body. The lesions
were also pruriginous and affected the behavior of the
animal.

Horse dermatophytosis is usually a self-limiting
disease that resolves spontaneously within several
months [2, 20]. Treatment of the affected horses
remains necessary to shorten the duration and to
reduce the severity of the infection. In addition,
treatment of these horses and their environment
prevents the spread of the disease to other animals,
including humans [20]. Enilconazole (wash or spray
with diluted emulsion) and natamycin (topical sus-
pension or spray) are the only drugs officially regis-
tered in the majority of European countries as
veterinary products for the treatment of horse der-
matophytosis and treatment is highly effective in
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Fig. 3 Trichophyton bullosum CCF 4831; colonies after
3 months of incubation at 25 °C on SDACC (a) and on MEA
(b); detail of colonies on SDACC (c-e); vegetative hyphae
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disintegrating into arthroconidia or with numerous irregularly
shaped intercalar or terminal chlamydospores (f-k); scale bars
10 pm
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Table 2 Overview of published infections of horses and donkeys caused by isolates identified as Trichophyton bullosum and T.
verrucosum, including human cases transmitted from these animals

Species Identification Host (number of Country; year Site of infection (age Reference

identification methods used in  infected hosts) of publication and sex of patients

original studies (isolation) when available)

T. bullosum Morphology Horses (8) Syria (5 horses  Horses 0.5, 1.5, 3,4, 7,9, Lebasque
(original in 1931 and 10 and 13 years old [5, 37],
description), 1932), showed lesions on Heidemann
later ITS rDNA Tunisia (2 shoulders, saddle area, et al. [6]
(FM992675) horses), Mali withers and chest;

(1 horse); strongly affected horse
1933 from Sudan had lesion
also on the head and inner
face of the forelimbs
Morphology, ITS Human (contact with France; 2012 21-year-old male, left Sitterle et al.
rDNA donkey showing forearm [7]
(JF308286) suspected
dermatophytosis) (1)
ITS rDNA Horse (1) Czech Saddle area, shoulder area, This study
(LN589975), Republic; this hip bones area, withers
morphology, study (2013) and upper chest
physiology

T. verrucosum Morphology (as Horses (39); human Denmark, Horse imported from Bodin [18]
‘trichophyton (contact with infected France (Paris Denmark to France with
faviforme, a horses) (5) — Clichy- multiple focuses of
cultures brunes, Levallois); alopecia on shoulders and
saillantes et 1896 (1893) chest; the infection was
irréguliéres’) transmitted to 38 horses

from the same stable with
similar clinical
manifestation; five
patients (males, 27-, 29-
and 32-year-old; the age
is missing for remaining
two) with tinea capitis
(kerion Celsi - 1x), tinea
barbae (1x) and tinea
corporis (forearm - 3x)
Morphology (as Donkey (purchased healthy France (Pantin); Donkey with multiple Bodin [18]
‘trichophyton three months before 1896 (1895) focuses of alopecia on the
faviforme, a manifestation of neck, ears and head;
cultures grises’) infection, stabled alone 36-year-old male - tinea
and pastured without corporis (forearm),
contact with infected 13-year-old girl - tinea
animals) (1); human faciei (cheek), 10-year-
(contact with infected old boy - tinea corporis
donkey) (3) (calves, feet)
Morphology (as Horse France; 1925 No details Fayet [38]
‘T. discoides’)
Morphology Horse (1) France; 1926 No details Brocg-
Rousseu [39]
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Table 2 continued

Species Identification Host (number of Country; year of Site of infection (age Reference
identification methods used infected hosts) publication and sex of patients
in original studies (isolation) when available)
Morphology Horse (1) France; 1927 No details Brocg-
(1925-1926) Rousseu
et al. [40]
Morphology (as Horse (1) Netherlands Withers Baudet [32]
‘T. faviforme’) (Utrecht); 1932
Morphology (as Horses and USA; 1952 Saddle area of horses; no Jillson and
‘T. faviforme’) human details for infected Buckley
(numbers not man [41]
specified)
Morphology Horse (not Canada; 1953 No details Unpublished
specified) data of
F. Blank
mentioned
later in
review [31]
Morphology Horse (1) (was UK; 1955 (1953) No details Ainsworth
pastured with and
cattle heavily Austwick
infected with [42]
T. verrucosum)
Morphology Horses (not Canada; 1955 No details Bakerspigel
specified) and
Bremner
[43]
Morphology and physiology Pony (1) UK; 1957 (1956) Several ringworm Georg et al.
lesions without [19]
specification of body
areas
Morphology and physiology Horse (pastured  USA; 1957 (1953)  Neck and back Georg et al.

with infected
cattle) (1)

[19]

Morphology and physiology Horse (1) USA; 1945 No details Hoerlein [44]
(as T. equinum, but later
reidentified as T. verrucosum
by Georg et al. [19] )
Morphology Donkey (2); USA; 1957 No details Georg and
horse (1) Camp [8]
Morphology Burro (1) USA; 1957 No details Menges and
Georg [45]
Morphology and physiology Human (contact  Germany; 1959 9-year-old boy, location  Janke and
with infected not specified (tinea Newig [35]
horse) (1), corporis); neck and
horse (1) upper chest in horse
Morphology Donkeys, burro, USA; 1960 Not specified Georg [4]
horse
Morphology Horse (5) Czech Republic; No details Otcenasek
1964 (1963) et al. [33]
Morphology Horse (6) Czech Republic; No details Dvorik et al.
1965 (1962-1964) [30]
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Table 2 continued

Species Identification =~ Host (number of Country; year  Site of infection (age Reference
identification methods used infected hosts) of publication and sex of patients
in original (isolation) when available)
studies
Morphology Horse (pastured with Germany; 1- to 3-year-old horses; shoulders, Weiss et al.
cattle infected with 1984 (1982) chest, head, saddle area, croup [46]
T. verrucosum) (16)
Morphology Horse (1) Sudan; 1985 Not specified (inflammatory, purulent  Elmula and
lesion) Idris [47]
Morphology Donkey (3) Israel; 1988 No details Ali-Shtayeh
et al. [28]
Morphology Human (contact with Germany; 17-year-old girl, periorbicular area; no Brasch [36]
horses showing signs 1991 details for horses
of dermatophytosis) (1)
Morphology Human (contact with Slovakia; 29-year-old female, left shoulder and  Simaljakovd
horses showing signs 1995 (1993) forearm; numerous rounded lesion on  and Polak
of dermatophytosis) the body of horses without [34]
(1), horses (10) specification
Morphology Horse (9) Egypt; 1995 No details Mahmoud
(48]
Morphology Human (contact with Australia; 54-year-old male, left leg Korman
horses) (1) 1998 et al. [49]
Morphology Human (contact with Australia; 21-year-old female, face Maslen [50]
horses) (1) 2000
Morphology Human (contact with Italy; 2001 31-year-old male, dorsum, palm and Romano
horses) (3) (1995-1999) wrist of the right hand (contact with et al. [51]
horse showing squamous patches of
hair loss with crusting); 43-year-old
male, upper lip, beard; 39-year-old
male, right jaw, beard
Morphology Horse (2) Iran; 2003 No details Khosravi and
and (1994-1998) Mahmoudi
physiology [29]
Morphology Donkey (2) Sudan; 2005 2- to 3-year-old donkeys, head, neck, = Abdalla et al.

forelimbs, hindquarters [17]

infections caused by T. equinum [20]. Hypochlorite
bleach and enilconazole environmental sprays may be
used to decontaminate the environment [2, 20]. The
efficiency of enilconazole and natamycin therapy for
T. verrucosum infections in horses can be assumed
because both substances are successfully used to
manage cattle ringworm [20]. However, we have not
found any report of antifungal treatment for equine
dermatophytosis caused by 7. verrucosum-like iso-
lates among previously published cases (Table 2).
The horse in our case report was treated with
topical enilconazole emulsifiable solution three times
with intervals of 10 and 15 days. It is generally

@ Springer

recommended to treat the dermatophytosis four times
with intervals of 3-4 days [20]. The prolonged
interval of bathing and incomplete treatment course,
in our case, can most likely explain the prolonged
time of infection. The approach was chosen based on
the decision of the owner and his financial capabil-
ities. After the lesions became dry without presence
of the pustules, the horse was treated with flutrima-
zole spray once a day for 3 weeks until the infection
recovered. It is questionable whether the treatment
influenced the cure time or whether the disease
resolved spontaneously due to its self-limiting
nature.
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Identification of Trichophyton bullosum

The morphology typical for T. bullosum and T.
verrucosum (slow-growing colonies, no sporulation
on SDA, mycelium with numerous chlamydospores
commonly arranged in chains) is found also in T.
concentricum from the A. benhamiae complex. Some-
what similar morphology can be found in non-related
species outside the complex, e.g., relatives of T.
schoenleinii and T. mentagrophytes, some strains of 7.
equinum and M. aenigmaticum [16, 21, 22]. All of
these species can be differentiated from T verrucosum
by different nutritional requirements and the inability
to grow or slower growth at 37 °C in comparison with
25 °C (Table 1 and Gréser et al. [9]).

Both T. bullosum CCF 4831 and T. verrucosum
CCF 4889 were used for nutritional tests in this study
(Table 1), requiring thiamine and inositol for good
growth. However, CCF 4889 grew very restrictedly
also at T2 medium (T1 + inositol, without thiamine).
Georg et al. [19] published data for 92 T. verrucosum-
like strains: 85 % of them required both inositol and
thiamine, and 15 % required only thiamine. Two T.
verrucosum-like strains isolated from horses were
both found to require thiamine and inositol [19].

We first determined the isolate incorrectly as T.
verrucosum based on its micromorphological features
and very slow growth. Because T. verrucosum is
uncommon in horses, we decided to verify the
identification by sequencing the ITS rDNA region,
and the isolate was reidentified as 7. bullosum based
on its sequence identity with the authentic Lebasqués
isolate. We have not found any reliable phenotypic
character distinguishing 7. bullosum and T. verruco-
sum, and molecular genetic methods are necessary to
verify the identification.

Phylogenetic Position of Trichophyton bullosum

The species is phylogenetically clearly distinct from
phenotypically similar 7. verrucosum and included in
the Arthroderma benhamiae complex (Fig. 2). This
species complex contains at least seven species with
diverse host spectra and distribution. All species are
zoophilic with the exception of 7. concentricum,
which is an antropophilic species that causes tinea
imbricata (Tokelau) in the Pacific islands and some
endemic regions in Asia and America [16]. All
zoophilic species in the complex are transmissible to

humans and clinically manifest as highly inflamma-
tory tinea corporis or capitis. Arthroderma benhamiae
is most commonly isolated from guinea pigs and
rabbits, which are also the main source of infections
for human. This pathogen has become a health
problem, particularly in the Central Europe and Japan
where it causes outbreaks of infection, especially in
children [23, 24]. Trichophyton erinacei and one
hitherto unnamed species referred to as ‘African race
of A. benhamiae’ are associated with different species
of hedgehogs [25] with different geographical distri-
butions (Fig. 2). Trichophyton eriotrephon is known
from three cases of human infection [26] that were
probably transmitted from animal, based on the
clinical picture and phylogenetic position of the
species (Fig. 2). Trichophyton verrucosum is a clonal
[27] and slow-growing species, typically associated
with infections in cattle and other ruminants, which
can easily infect other animals, including humans. In
addition to cattle, this species has been reported from
horses, donkeys, rabbits, dogs, cats, pigs, chickens,
canaries, goats, sheep and camels [1, 4, 28-32].

Probable Distribution and Host Spectrum
of T. bullosum

Molecular methods are not routinely used to identify
dermatophytes causing animal infections, and it is
possible that 7. bullosum isolates in Europe and
elsewhere may be confused with 7. verrucosum.
Therefore, it is not clear how broad the host range
actually is for T. verrucosum and T. bullosum or if
there is an overlap within these spectra. We have
evidence based on the published data and data
deposited in GenBank that only 7. verrucosum has
been isolated from cattle. However, it must be noted
that these data are very limited. Recent studies
examining 7. verrucosum isolates from cattle and
patients infected by cattle from Japan and Czech
Republic confirmed 7. verrucosum by ITS rDNA
sequencing in all cases as the agent of infection [24,
27]. Similarly, T. bullosum was confirmed only from
horses (original description of Lebasque [5] and this
study) and from a patient who was likely infected
from a donkey [5, 7]. One of the isolates (No.
493 = CBS 557.50) from an unknown source (per-
sonal communication with CBS collection) was later
reidentified by sequence data (FM992676) as T.
bullosum [6]. Comprehensive, large-scale studies
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have not been published worldwide on epidemiology
of dermatophytosis in cattle and horses using molec-
ular methods to identify pathogenic dermatophytes.
Thus far, T. verrucosum-like isolates from horses and
donkeys have never been subjected to molecular
genetic analysis and were identified solely based on
morphology or physiology (Table 2), which is almost
identical in both species (Table 1). Assuming that the
host specificity of 7. bullosum exists for horses and
donkeys, we hypothesize that at least some of
infections in horses, donkeys and their respected
human infections were caused by 7. bullosum despite
that they were attributed to 7. verrucosum (Table 2).
Trichophyton verrucosum is usually referred to as
very rare in horses and donkey; however, relatively
large numbers of reports can be found in the literature
worldwide (Table 2). This overview may indicate
roughly how wide can be distribution of 7. bullosum;
the most of the cases were reported not only from
Western and Central Europe, North Africa and the
Middle East, but also from USA, Canada and
Australia. Simultaneously, it is obvious that T.
verrucosum, with cattle as the primary host, is capable
of infecting a wide spectrum of animals and that
horses can be infected especially when pastured with
cattle infected by 7. verrucosum. It was case of
isolates from USA, Australia and also some European
strains, and thus 7. bullosum probably occurs only in
Europe, Africa and Middle East. The original endemic
area of T. bullosum was probably Africa and the
Middle East, where this species was isolated in former
French colonies. We hypothesize that 7. bullosum
could have been introduced into France through
intensive colony trading and then spread to other
European countries, including the Czech Republic.
The dermatophytosis caused by T. verrucosum-like
isolates in the Czech Republic was described also in
the past by Dvorak et al. [30] and Otcenasek et al.
[33]. Similar evidence exists from neighboring coun-
tries such as Slovakia [34] and Germany [35, 36].
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