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Ja, nizej podpisany(a), wyrazam zgode na bezptatne korzystanie z mojej rozprawy doktorskiej zatytulowane;:
System do diagnostyki dermatofitowych zakazen powierzchniowych oparty na technice Real-Time PCR
do celow naukowych lub dydaktycznych.!

GAaNSK, dNIA ..ccovviciiiiiii s e

Swiadomy(a) odpowiedzialnoéci karnej z tytutu naruszenia przepisow ustawy z dnia 4 lutego 1994 r. o prawie
autorskim i prawach pokrewnych (Dz. U. z 2006 r., nr 90, poz. 631) i konsekwencji dyscyplinarnych okreslonych w
ustawie Prawo o szkolnictwie wyzszym (Dz. U. z 2012 r., poz. 572 z p6zn. zm.),? a takze odpowiedzialno$ci cywilno-
prawnej oswiadczam, ze przedktadana rozprawa doktorska zostala napisana przeze mnie samodzielnie.

Oswiadczam, ze tre$¢ rozprawy opracowana zostata na podstawie wynikéw badan prowadzonych pod kierunkiem i
w Scistej wspotpracy z promotorem Anng Brillowska-Dabrowska.

Niniejsza rozprawa doktorska nie byta wezesniej podstawa zadnej innej urzedowej procedury zwigzanej z nadaniem
stopnia doktora.

Wszystkie informacje  umieszczone W = WW. rozprawie  uzyskane ze  zrddel  pisanych
i elektronicznych, zostaly udokumentowane w wykazie literatury odpowiednimi odnosnikami zgodnie z art. 34
ustawy o prawie autorskim i prawach pokrewnych. Potwierdzam zgodno$¢ niniejszej wersji pracy doktorskiej z
zataczong wersja elektroniczng.

GAansk, dNia ....ccccocveiiiiiiiiiiiieie e
Ja, nizej podpisany(a), wyrazam zgode¢ na umieszczenie ww. rozprawy doktorskiej w wersji elektronicznej w
otwartym, cyfrowym repozytorium instytucjonalnym Politechniki Gdanskiej, Pomorskiej Bibliotece Cyfrowej oraz

poddawania jej procesom weryfikacji i ochrony przed przywtaszczaniem jej autorstwa.

GAansK, dNIA c..ccvcvvveeiciicieceeceeeeeee e —————————

1 Zarzadzenie Rektora Politechniki Gdanskiej nr 34/2009 z 9 listopada 2009 r., zatgcznik nr 8 do instrukcji archiwalnej PG.
2 Ustawa z dnia 27 lipca 2005 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym: Rozdziat 7 Odpowiedzialnos$¢ dyscyplinarna doktorantow,
Art. 226.
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Chcialabym podzigkowaé tym wszystkim, bez pomocy ktorych praca ta nie mogtaby powstac.

W pierwszej kolejnosci pragne podzigkowaé Promotor mojej pracy dr hab. inz. Annie
Brillowskiej-Dgbrowskiej prof. uczelni za calq wiedze przekazang mi przez te lata, ogromne poktady
cierpliwosci oraz wsparcie w Zyciu zawodowym i prywatnym. Dziekuje za liczne poprawki, za krytyke
oraz uwagi dotyczqce mojej pracy, za nauke dobrej praktyki laboratoryjnej oraz stworzenie
cudownej atmosfery do pracy. Nie moge nie wspomnie¢ w tym miejscu, iz spotkanie Pani Profesor

na mojej drodze byto ogromnym zaszczytem. Dzigkuje.

Szczegdlne podzigkowania nalezq si¢ rowniez prof. dr hab. Romanowi Nowickiemu
oraz dr n. med. Barbarze Bykowskiej z Katedry i Kliniki Dermatologii, Wenerologii i Alergologii
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego bez ktorych stworzenie kolekcji izolatow wykorzystanych

W niniejszej pracy nie bytoby mozliwe.

Dzigkuje rowniez moim kolezankom z 017ChA — dr inz. Ewelinie Kurzyk oraz dr inz.
Martynie Mroczynskiej. Ich gotowosé do pomocy, w kazdej chwili, byta nieoceniona, a wsparcie, gdy

przychodzito zwgtpienie, zawsze podnosito mnie na duchu.

Nie moge zapomnie¢ o wszystkich pracownikach Katedry Biotechnologii Molekularnej
i Mikrobiologii oraz Katedry Technologii Lekow i Biochemii. Dzigkuje za przyjazng atmosfere pracy
oraz udostgpnianie potrzebnych aparatur i sprzetow, bez ktorych nie bytabym w stanie ukonczy¢ tej

pracy.

Na koniec pragne podziegkowaé mojej Rodzinie oraz Przyjaciolom, a w szczegolnosci
mojemu Mezowi oraz Rodzicom. Za umozliwienie mi rozwoju naukowego, za cierpliwos¢ oraz

wsparcie zawsze wtedy, gdy tego potrzebowatam. Bez Was ta praca by nie powstala.

Drziekuje!


http://mostwiedzy.pl

-_——

|d'Azpaimisow z ouel
qod AZA3IM L
SOW


http://mostwiedzy.pl

Spis tresci

SPIS TADEL. ... r e nre e e e e 8
SPIS TYSUNKOW. ...ttt et r e r e b r e r et r e nr e nr e enenrenr e 10
STRESZCZENIE.......o ettt ettt b ettt sttt bbb e b e e 14
SUMIMARY ettt ettt ettt s b e et e e s be e s be e s be e s beesbe e s be e sbe e s beeabeeabeesbeeabeenbeenreenreenree s 15
L. WSEEP LEOTBLYCZNY ittt ettt s be e 17
I B O - T 1 (=T V] Y OSSOSO 19
1.1.1.  Charakterystyka rodzaju Epidermophyton...........ccccceveiiiiiinieeresinne e 19
1.1.2.  Charakterystyka rodzaju MiCrOSPOIUM .........ccoerieirierieieisiesiesieseeie e seere s seens 19
1.1.3.  Charakterystyka rodzaju Nannizzia ...........cccccereriereeiesiesinseese e 21
1.1.4.  Charakterystyka rodzaju TrichOphytON........ccccoceieiiiieniies s 22
1.1.5.  Charakterystyka rodzaju Arthroderma .........cccccooevvvereriesienieene e 26

I B 1 101 (0] 1704/ 27
1.2.1.  Czynniki predysponujace do rozwoju dermatofitozZ .........ccocvrvrveeeirinrenveisesennenes 27
1.2.2.  Czynniki wirulencji - proteazy i lipazy dermatofitOw .........cccccvvvvvvereererierieeriernnnns 27
1.2.3.  Patomechanizm zakazen grzybami chorobotworCZymi.........c.ccoovvevieierennsennnnes 28
L.2.4,  LBCZENIE. ..ttt bbb et b bbb e s 29
1.25. Rodzaje dermatofitOzZ.........ccocorireiiiieieee s 30
1.2.6.  AntymykotyKi — 1eKOOPOINOSC ......ecvveiiiiiiiicieic s 34

G T B T Vo (01 1Y OSSP 36
1.3.1.  Pobieranie probek do badan..........cccocviiiiiiiiiiiiiiie e 36
1.3.2.  Diagnostyka KIaSYCZNG ..........ceriiuiiriiiiiieisiet ettt 36
1.3.3.  Diagnostyka MOIEKUIAINA...........cccecieiiiiiiiee e s 38
134, Cele MOIEKUIAINE .....oiveiiiciicie e naens 38
1.3.5.  Przygotowani€ DNA ...t 40
1.3.6.  Technika PCR w diagnostyce dermatomikozZ...........ccccocevvrueiernenneninieienee e 41
1.3.7. GENOLYPOWANIE ......eeuieiiiieteieteet ettt ettt b bbbt 43

A - |- o] =103 Y SRS 45
3o MALETIATY ..o e bbb e b nree e 46
KT8 I o] - S OSS 46
3.2. Odczynniki, materialy Oraz aParatlira ..........coveervireiriereerie e 47
3.2.1. Hodowla dermatofitOwW ........ccueiiiiiiiiiiieiie s 47
3.2.2. [P0 T3 1= T 0 OSSP 47

A\ MOST


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

3.2.3.  Zaprojektowane w ramach doktoratu sekwencje starteréw Pan-dermatofitowy Real-

THME PCR bbb bbbt b bbb e s b b e e bt sbesb et nesbe st b 47
3.24.  Przygotowanie fragmentow DNA do SEKWENCJONOWANIA .........cccvvvveeererereerieneenns 47
3.2.5.  Trichophyton rubrum-specyficzny Real-Time PCR.......cc.ccocririiiniininense e 48
3.2.6.  Epidermophyton floccosum-specyficzny Real-Time PCR..........ccccocvvviiniinninnn 48
3.2.7.  Identyfikacja gatunkéw kompleksu A. Ot8E.........ccceeiiiiiiiiiie e 48
3.2.8.  GENOLYPOWANIE .....eeiirieieeieite sttt sttt sttt b bbb b ettt sb et b b e 49
3.2.9.  Identyfikacja gatunkow kompleksu T. mentagrophytes .........ccccoevvveverivvnnvereneenns 50
3.2.10.  Nowa metoda izolacji DNAL..........ccooiiiiiiie e 50
(00 PSSP 51
o I 4o - Toq - W 0 N ST SRT 51
4.2, REAIFTIME PCR ...ttt bbbt b e b bbb sne s 51
4.3. Pan-dermatofitowy Real-Time PCR ........cccooiiiiiiiiiet e 51
O €T Ta 0] Y 0101 Uy - PSS 52
441, GenotypOWANIE M. CANIS ...cc.oveireiiiieiee sttt sre bbb 53
4.4.2.  Genotypowanie E. flIOCCOSUM ......ccveiiiiiicc e 53
4.4.3. Genotypowanie T. FUDIUM .. .....cooiiiiiiieire e 53
4.4.4.  Genotypowanie T. mentagrophytes ........ccccvererriiniinenieisese e 54
4.5, SEKWENCONOWANIE. ...c..iveiieeeieiesiesieesee e steste e e ste s e e e et e stesteeseestesbesseensesbesreeseeeesresreeneeneenras 54
4.6. Trichophyton rubrum-specyficzny Real-Time PCR ..o 54
4.7. Identyfikacja izolatow gatunku E. flOCCOSUM...........ccoiiiiieiiiiiir e 55
4.7.1.  Gatunkowo-SPeCYTICZNY PCR ......cccoiiieiriie ettt 58
4.7.2.  Gatunkowo-specyficzny Real-Time PCR..........cccccoveiiiiiiiieeie e 58
4.8. Identyfikacja gatunkow nalezacych do kompleksu Arthroderma otae .........cccccoeevvvreennne. 59
4.8.1.  Gatunkowo-SpecyfiCZNy PCR........ccccciiiiieiiie s 61
4.8.2.  Gatunkowo-specyficzny Real-Time PCR.......ccccocoriiniiiiii e 62
4.9. Identyfikacja gatunkow nalezacych do kompleksu T. mentagrophytes ...........cccccovvnennne. 63
49.1.  Gatunkowo-SpeCYFICZNY PCR........ccoiiiiiiiiet e 66
4.9.2.  Gatunkowo-specyficzny Real-Time PCR..........ccccceveiiiii i 66
4.10. Nowa metoda izOlaCji DNA .......cooiiiiee et bbb 67
4.10.1. Dobdér najbardziej  efektywnych  parametrow  przygotowania ~ DNA
przeprowadzanych NOWg MELOAA. ... ...eeiveriirierieieie ettt sre e snenre 67
4.10.2. Pan-dermatofitowy PCR oraz Real-Time PCR............ccccvvrriiiiiinniene e 67
4.10.3. Sprawdzenie stabilnoSCi DINA .......c.cooiiiiiiiiiii e e 67
VWVYNIKE T WIHOSKI vttt sttt sttt e e e s 69


http://mostwiedzy.pl

5.1. Szybka metoda izolaCji DINA .........ocoiiiiiiieie ettt nne s 69

5.1.1.  Pan-dermatofitowy Real-Time PCR .........ccccoiiiiiiiiiiee e 69
5.1.2.  Trichophyton rubrum-specyficzny Real-Time PCR..........ccccceviviivnirnieninnneec e 79
5.1.3.  Uzyteczno$¢ szybkiej metody izolacji w reakcji Real-Time PCR..........ccocooeevnienene. 82

5.2. ldentyfikacja gatunku E. fIOCCOSUM ........ccciiiiiiiiiiiicse e 82
5.2.1.  ProjeKtOWANIe STAMEIOW .....ccveveriirieiieeierieseeee e stesteesee st ste e et sre e sresresseeneenrenes 82
5.2.2. Gatunkowo-SpecyfiCZny PCR........cccccoiiiiiiiiieere e 82
5.2.3.  Gatunkowo-specyficzny Real-Time PCR........c.cccccvivrriiiiiinniiene e 83

5.3. Identyfikacja gatunkow kompleksu A. O8E ..........cooiiveiiiiiiic e 85
5.3.1.  ProjeKtowanie StArteIOW ........ceiverueeieerieerieesiee st esieesie ettt ettt 85
5.3.2.  Gatunkowo-SpecyfiCZny PCR........cccccoiiiiiiiiiieise s 86
5.3.3.  Gatunkowo-specyficzny Real-Time PCR.........cccccvivrrviiiiin i 87

5.4, GENOLYPOWANIE. .. .c.eiuieiiiteitesieiieie sttt ettt sttt sttt be st bt e b e st sbe e eseebesbesbeseesesbenbenbeneas 91
5.4.1.  Genotypowanie izolatow gatunku E. flOCCOSUM..........c.cccvvvveeriiiiniee e 91
5.4.2.  Genotypowanie gatunku T. FUDFUM .......cociiiiiiiiiii e 92
5.4.3.  Genotypowanie gatunku T. mentagrophytes.........ccoovervviiriviieeresinseeee e e seeee e 93

5.5. Identyfikacja izolatdw kompleksu T. mentagrophytes........ccocoveivieneieriniiniene e 94
55.1.  Gatunkowo-specyfiCZny PCR........ccccooiieiiiiiiiieese e 95
5.5.2.  Gatunkowo-specyficzny Real-Time PCR.........cccccviveieiiiin i 96

5.6. Nowa metoda przygotowania DNA bezposrednio z hodowli z probek klinicznych reakcji
PO R L e 98

5.6.1.  Opracowanie metody przygotowania DNA reakcji PCR oraz Real-Time PCR......98
5.6.2. PCR oraz Real-Time PCR z zastosowaniem DNA wyizolowanego nowa metoda
................................................................................................ 100

5.6.3. Stabilno$¢ DNA wyizolowanego nowa metoda ..........coovveeveeienenieenese e 100

5.7. Wstepne sprawdzenie uzyteczno$ci testu na probkach klinicznych.........cccooeviiiinnens 102

T B )51 (U1 - S 104
7. POOSUMOWENIE. ....c.eiiieeieiieiesie sttt sttt sttt st b e e s e be b e e eneetesbesbe st enentenreneens 110
ST = Y1 o] [Too I PSS 112
SPIS OSIAGNIEC ..ot ses sttt 120

A\ MOST


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Spis tabel

Tabela 1. Zestawienie izolatow wykorzystanych W nini€jSzej Pracy........coceovreerrrerereiereensenennes 46
Tabela 2. Sktad mieszaniny reakcyjnej do Real-Time PCR ........cccccooviiiiinieii i 51
Tabela 3. Profil temperaturowo-czasowy reakcji Real-Time PCR zastosowany przy wyborze
QOtOWE] MIESZANINY FEAKCYJNE] ... vivrereerieiiesieeieste st eteetestestessee e ste e estestesseeeesbesbeeneesaesresreeneenreneas 52
Tabela 4. Profil temperaturowo-czasowy reakcji pan-dermatofitowego Real-Time PCR............... 52

Tabela5.a) Profil temperaturowo-czasowy PCR zastosowany technice RAPD. b) Profil

temperaturowo-czasowy PCR w technice RAPD zastosowany do genotypowania gatunku

E. floccosum z uzyciem startera RAPDI254 ........ccocoiuiiiiiiiniiiiiee et 53
Tabela 6. Sktad mieszaniny reakcyjnej stosowanej w technice RAPD z zastosowaniem gotowej
ATy Lo T2 OO RSRR 53
Tabela 7. Profil temperaturowo-czasowy reakcji T. rubrum-specyficznego Real-Time PCR......... 54
Tabela 8. Profil temperaturowo-czasowy zastosowany w E. floccosum-specyficznym PCR.......... 58

Tabela 9. Profil temperaturowo-czasowy reakcji E. floccosum-specyficznego Real-Time PCR ....59
Tabela 10. Profil temperaturowo-czasowy zastosowany jako wyjsciowy w optymalizacji
M. audouinii/M.ferrugineum-specyficznego oraz M. canis-specyficznego PCR ...........cccccceverennnne. 61
Tabela 11. Profil temperaturowo-czasowy zastosowany w M. audouinii/M. ferrugineum-
] 1= YA 1074 117 o (8 = R 61

Tabela 12. Profil temperaturowo-czasowy zastosowany w M. canis-specyficznym PCR

Tabela 13. Profil temperaturowo-czasowy od ktorego rozpoczynano dobor najbardziej efektywnych
parametrow reakcji M. audouinii-specyficznego oraz M. canis-specyficznego Real-Time PCR.....62
Tabela 14. Profil temperaturowo-czasowy reakcji M. audouinii-specyficznego oraz M. canis-
specyficznego Real-Time PCR ..o bbb 63
Tabela 15. Profil temperaturowo-czasowy reakcji PCR od ktdérej rozpoczeto optymalizacje
identyfikacji kompleksu T. MentagroPhLes..........coeiiiiriienirieiee e 66
Tabela 16. Profil temperaturowo-czasowy reakcji PCR zastosowany w identyfikacji kompleksu
T MENEAGIOPNTES ...ttt bbb bbb bbb 66
Tabela 17. Profil temperaturowo-czasowy reakcji E. floccosum-specyficznego Real-Time PCR ..67
Tabela 18. Wyniki ustalone podczas optymalizacji pan-dermatofitowego Real-Time PCR........... 73
Tabela 19. Zbiorcze wyniki pan-dermatofitowego Real-Time PCR wraz z podanymi temperaturami
topnienia specyficZnyCch ProduKtOW .........ccoiiiiiiiiiiiiie i 74
Tabela 20. Zbiorcze wyniki genotypowania gatunku M. canis. (-) oznacza, ze dany szczep nie zostat

O] 4=] o= Lo - V1 YRS PRRSRRN 77


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Tabela 21. Wyniki identyfikacji gatunkowej z uzyciem sekwencjonowania z zastosowaniem

211 (A BN 03 220 1 7 S 79
Tabela 22. Wyniki T. rubrum-specyficznego Real-Time PCR.........cccocvivvveri i 81
Tabela 23. Wyniki E. floccosum-specyficznego PCR oraz Real-Time PCR...........ccccocvvvvveciecienen. 85

Tabela 24. Porownanie sekwencji starterow stuzacych do identyfikacji gatunkowej M. canis oraz
M. audouinii/ M. TEITUGINEUM.......veiiie ettt sre e srenresneeeenre e 86
Tabela 25. Zbiorcze wyniki gatunkowo-specyficznego PCR oraz gatunkowo-specyficznego Real-

Time PCR dla DNA wyizolowanego ze szczepow dermatofitowych oraz szczepow nie-

AerMAtOTITOWYCR ... bbbt s b e b et renae e 91
Tabela 26. Zbiorcze wyniki genotypowania gatunku E. floCCOSUM..........ccccvervrivviviiencinneee e 92
Tabela 27. Wyniki PCR oraz Real-Time PCR dla kompleksu T. mentagrophytes...........ccccoevruenene 97

Tabela 28. Temperatury topnienia produktéw reakcji Real-Time PCR wykrywajacej pan-
dermatofitowe DNA z zastosowaniem matryc DNA wyizolowanych testowanymi wariantami nowej
metody oraz metoda opublikowang jako kontrolg (litery A-D wskazuja na uzytg ilo$¢ proteinazy oraz
parametry warunkow inkubacji probki).......ccccceviiiiiniiii 99
Tabela 29. Zbiorcze wyniki PCR oraz Real-Time PCR z uzyciem starterow wykrywajacych
dermatofitowe DNA przy zastosowaniu DNA przygotowanego nowa metoda ...........coeevreerennen. 100
Tabela 30. Zestawienie wynikéw reakcji PCR oraz Real-Time PCR z zastosowaniem DNA
wyizolowanego nowg i opublikowang metodg natychmiast po izolacji DNA oraz po 28 dniach, 3i 6
miesiacach Po JEZO0 1ZOIACTL. ...uiviiiiiiiiiiiiee 101
Tabela 31. Zestawienie wynikow pan-dermatofitowego Real-Time PCR oraz T. rubrum-
specyficznego Real-Time PCR z wykorzystaniem matryc DNA uzyskanych bezposrednio z probek
[T T4 1) o PSS 103


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Spis rysunkow

Rys 1. Kolonia E. floccosum. Wzrost na podtozu SGA (A) oraz obraz mikroskopowy prezentujgcy

makrokonidia (B) i chlamydioKonidia (C).........cccvvieriiiiieiec e 19
Rys 2. Kolonia M. audouinii. Wzrost na podtozu SGA (A) i obraz mikroskopowy prezentujgcy
(o0 ETa a1V o] (o] 1o T W (=) TR 20
Rys 3. Kolonia M. canis. Wzrost na podtozu SGA (A) i obraz mikroskopowy prezentujacy typowe
LAF L (0] (T Ao E= (= ) PSPPSR 21
Rys 4. Kolonia N. gypsea. Wzrost na podtozu SGA (A) i obraz mikroskopowy przedstawiajgcy
MAKIOKONITIA (B)...e.veveeieeiiiieieieie ettt bttt bbbt bt sttt nb et b b 22
Rys 5. Kolonia T. mentagrophytes. Wzrost na podlozu SGA (A) oraz obraz mikroskopowy na
ktorym znajduje si¢ strzgpka spiralna (B) oraz liczne makrokonidia (C)........ccocevvvvvrvrernicnnsnnnnne 23
Rys 6. Kolonia T. interdigitale Wzrost na podtozu SGA (A) oraz obraz mikroskopowy (B).......... 23

Rys 7. Kolonia T. rubrum. Wzrost na podtozu SGA (A) oraz obraz mikroskopowy prezentujacy
MIKFOKONITIA (B). +evvevieteiteeieiesie sttt e sttt te et e ste e s et stesbeeseesaesteaneeeestenneaneennenrnns 24
Rys 8. Kolonia T. schoenleinii. Wzrost na podtozu SGA (A) oraz obraz mikroskopowy prezentujacy

(o0 E a1 oLy oo Y (= ) TR 24
Rys 9. Kolonia T. tonsurans. Wzrost na podtozu SGA (A, B) oraz obraz mikroskopowy
przedstawiajgcy MIKrokonidia (C)......cccoviiierierinisieie e 25
Rys 10. Kolonia T. verrucosum. Wzrost na podlozu SGA (A) oraz obraz mikroskopowy z
charakterystycznymi makrokonidiami (B) oraz chlamydospory uktadajace si¢ w tancuchy (C).....26
Rys 11. Kolonia A. insingulare. Wzrost przypominajacy T. mentagrophytes na podtozu SGA (A)
0raz 0braz MIKrOSKOPOWY (B). ....ueiveiiiieiiiiiieieisie sttt sttt sttt st s esne st st seenesbesnenaenea 27
Rys 12. Tinea barbae wywotana T. VEFTUCOSUM. ........coviveieriiiseeie et 30
Rys 13. Tinea capitis wywolana przez M. CANIS. ........ccoiiriiiiiieine e 30
Rys 14. Tinea corporis wywolana przez M. CANIS..........covviiiriiniii it 31
Rys 15. Tinea facei wywotana przez T. interdigitale. ..........cocooeiiiiiniiinnieeee e 31
L A T W 7= U = 1Y - WS 32
Rys 17. Tinea pedis wywotana przez T. interdigitale. ... 32
Rys 18. Tinea unguium wywolana przez T. FUDFUM.......ccociiiiiiiiini e 32
Rys 19. Tinea capitis wywotana M. canis oswietlona Lampg Wooda. ........ccccevvreeivnivnereinninnnninne, 37

Rys 20. Porownanie sekwencji regionu ITS réznych gatunkow dermatofitow. Pogrubieniem

zaznaczono obszar, w ktorym znajduje si¢ sekwencja startera (A) EFFor (B) EFRev..................... 57


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Rys 21. Porownanie sekwencji regionu B-tubuliny réznych gatunkéw dermatofitow. Pogrubieniem
zaznaczono obszar, w ktorym znajduje si¢ sekwencja startera (A) MCFor i MAtubFor, (B) MCRev
FIVIAREBV. .ttt b bbb bbb bbb R bR R R R bt bR b e n e n e s 60
Rys 22. Porownanie sekwencji regionu ITS réznych gatunkow dermatofitow. Pogrubieniem
zaznaczono obszar, w ktorym znajduje si¢ sekwencja startera (A) TMFor, (B) TMRev................ 65
Rys 23. Krzywa topnienia produktow amplifikacji pan-dermatofitowego Real-Time PCR.
(zastosowane mieszaniny reakcyjne: SybrA, SybrB i SybrC). ... 70
Rys 24. Krzywa topnienia produktow amplifikacji pan-dermatofitowego Real-Time PCR,
Zastosowane mieszaniny reakcyjne HotStart i EVAGIEEN. ........ccccvviiirieiinene e 71
Rys 25. Elektoforegram produktéw amplifikacji pan-dermatofitowego Real-Time PCR. Produkty
PCR uzyskano na matrycach: 1 - kontrola ujemna, 2 - E. floccosum, 3 - T. rubrum, 4 - kontrola
UJEMNE, 5 — M L100-500 PZ....ocveiiiieieieiiereseeie e ste ettt ste et stesse e esresresneeeesrenaeeneenaenrens 72
Rys 26. Krzywa topnienia produktow amplifikacji pan-dermatofitowego Real-Time PCR. Produkty
PCR uzyskane w reakcji z DNA wyizolowanym z: 1 -M. audouinii, 2 - A. insingulare,
3 —E. floccosum, 4 — T. mentagrophytes, 5 — T. rubrum, 6 — T. verrucosum, 7 — T. violaceum,
I (o1 (o] WU 1= 0 1 VR 72
Rys 27. Profile elektroforetyczne uzyskane w wyniku zastosowania startera GACA w reakcji RAPD
przy zastosowaniu MatryC DNA M. CANIS. ...c..oveiiiriiieiee et 77
Rys 28. Profile elektroforetyczne uzyskane w wyniku zastosowania startera OPE18 w reakcji RAPD
przy zastosowaniu MatryC DNA M. CANIS. ...cc.oveiiiiiieiee e 77
Rys 29. Profile elektroforetyczne uzyskane w wyniku zastosowania startera OPZ10 w reakcji RAPD
przy zastosowaniu MatryC DNA M. CANIS. ...c..oveiiiiiieiee e 78
Rys 30. Krzywa topnienia produktéw amplifikacji T. rubrum-specyficznego Real-Time PCR.
Produkty PCR uzyskane w reakcji z DNA wyizolowanym z 1 — T. rubrum, 2 — T. tonsurans,
3 —T. mentagrophytes, 4 — A. insingulare, 5 — kontrola ujemna. ...........ccccocvevevieivcces s, 80
Rys 31. Krzywa topnienia produktow amplifikacji T. rubrum-specyficznego Real-Time PCR.
Kolorem szarym zaznaczono krzywe topnienia produktow reakcji uzyskanych na matrycach:
T mentagrophtes (TM 2 do TM 10) oraz A. insingulare (All) oraz T. tonsurans (TTo03). ............. 81
Rys 32. Elektroforegram produktéw amplifikacji T. rubrum-specyficznego Real-Time PCR.
Produkty PCR uzyskane przy zastosowaniu matryc: K- —kontrola ujemna, TR13 - T. rubrum nr 13,
M = 200-500 PZ. ..eeveeeeeieieietees ettt ettt sttt ettt e Rt R e et er e e Rt Re e b re e te st ene e neene e 82
Rys 33. Elektroforegram produktow amplifikacji E. floccosum. 1 — M 100-500 pz, Produkty PCR
uzyskane w reakcji z DNA wyizolowanym: 1- E. floccosum (1), 2 — E. floccosum (2), 4 - M. canis,

5 —T. mentagrophytes, 6 — T. FUDIUM. ....ocveieii et 83


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Rys 34. Krzywa topnienia produktow amplifikacji E. floccosum-specyficznego Real-Time PCR.
Produkty PCR uzyskane w reakcji z DNA wyizolowanym z: 1 - E. floccosum (1), 2 - E. floccosum
(2), 3 - M. canis, 4 - T.interdigitale, 5 - T. mentagrophytes, 6 - T. rubrum, 7 - T. tonsurans,
8 — KONEIOIA UJEIMING. ...ttt bbb b e bbb b et b b 84
Rys 35. Elektroforegram produktow amplifikacji M. audouinii (A) oraz M. canis (B). 1 — M 100-
700 pz, Produkty PCR uzyskane w reakcji z DNA wyizolowanym z: 2 - M. audouinii, 3 — M. canis,
4 — N. gypsea, 5 — T. rubrum, 6 — T. mentagrophytes, 7 — T. interdigitale, 8 — A. insingulare,
9 —T. tonsurans, 10 — E. fIOCCOSUM........oiuiiiiiiiie e 87
Rys 36. Krzywa topnienia produktow amplifikacji M. audouinii-specyficznego Real-Time PCR.
Produkty PCR uzyskane w reakcji z DNA wyizolowanym z: 1 — M. audouinii (1), 2 — M. audouinii
(2), 3— M. canis, 4 — E. floccosum, 5 — A. insingulare, 6 — T. interdigitale, 7 — kontrola ujemna (1),
e (o 11 (0] PR U] LT T o= U ) 88
Rys 37. Krzywa topnienia produktow amplifikacji M. canis-specyficznego Real-Time PCR.
Produkty PCR uzyskane w reakcji z DNA wyizolowanym z: 1 — M. canis (1), 2 — M. canis (2),
3 — M. audouinii, 4 — E. floccosum, 5 — A. insingulare, 6 — T. interdigitale, 7 — kontrola ujemna (1),
eI o] L o] F- U T=T 0] ot T ) TR 90
Rys 38. Profile elektroforetyczne uzyskane w wyniku zastosowania startera GACA w reakcji PCR
przy zastosowaniu matryC DNA E. flOCCOSUM. ......ccciiiiiriiiiiicire e 92
Rys 39. Profile elektroforetyczne reakcji genotypowania gatunku T. rubrum z zastosowaniem
starterOw (A) OPE18 oraz (B) RAPDI254.......c.oooiiiei e 93
Rys 40. Profile  elektroforetyczne reakcji genotypowania gatunku T. mentagrophytes
z zastosowaniem starteréw (A) GACA oraz (B) RAPDI1254. ... 94
Rys 41. Zestawienie porownywanych sekwencji regionu ITS dla gatunkéw T. mentagrophytes oraz
T. interdigitale, w obrebie ktorych zaprojektowano startery specyficzne dla kompleksu
T. mentagrophytes. Pogrubieniem zaznaczono obszar, w ktérym znajduje si¢ sekwencja startera (A)
TIMEOL, (B) TIMREVY ...ttt bbbt bbb b e bbbttt 95
Rys 42. Elektroforegram produktéw amplifikacji kompleksu T. mentagrophytes. 1 — M 100-500 pz,
Produkty PCR uzyskane w reakcji z DNA wyizolowanym z: 2 — T. interdigitale, 3 — T. rubrum,
4 — M. canis, 5 — M. canis, 6 — T.mentagrophytes, 7 — T. mentagrophytes, 8 — T.terrestre,
9 — T.tonSUrans, 10 — E. fFIOCCOSUM. .....cocvuiiieiie ettt ettt e e saee e st e e st e s s et e e s saeeesabeesabeeens 96
Rys 43. Krzywa topnienia produktow amplifikacji kompleksu T. metagrophytes-specyficznego
REAI-TIME PCR.....e ettt b bbb bbb bt bt b e s bt sb e e bt b b neens 97
Rys 44. Wyniki reakcji PCR wykrywajacej pan-dermatofitowe DNA z zastosowaniem matryc DNA

wyizolowanych testowanymi wariantami nowej metody oraz metoda poréwnawcza (MP) jako


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

kontrola. Litery A-D wskazuja na uzyta ilo§¢ proteinazy oraz parametry warunkow inkubacji probki.

Rys 45. Porownanie stabilnosci DNA przygotowanego opublikowang (starg) metoda (probki 1-18)
z DNA przygotowanego nowa metoda (probki 19-36). Probki 1, 2, 3, 10, 11, 12, 19, 20,21 gatunek
T. mentagrophytes, probki 4, 5, 6, 13, 14, 15, 22, 23, 24, 31, 32, 33 gatunek T. rubrum, probki 7, 8,
9, 16, 17, 18, 25, 26, 27, 34, 35, 36 gatunek M. canis, 37 — kontrola negatywna. PCR wykonany (A)
natychmiast, (B) 28 dni, (C) 3 miesiace oraz (D) 6 miesigcy po izolacji DNA. .......cccooceevrvrennnne. 102


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

STRESZCZENIE

STRESZCZENIE

Dermatofity naleza do blisko spokrewnionej grupy grzybow, ktore wykazuja wysokie
powinowactwo do skeratynizowanych tkanek. Cecha ta czyni je odpowiedzialnymi za
powierzchniowe grzybice skory, paznokci oraz wlosow. Szacuje sig, iz nawet do 20% ludzi na catym
swiecie dotknigtych jest infekcjami powodowanymi przez dermatofity. Ich leczenie wymaga
dhugotrwatego zastosowania lekow przeciwgrzybiczych. W celu dobrania odpowiedniego leczenia
nalezy zapewni¢ prawidtows diagnoze, ktora przy zastosowaniu konwencjonalnych metod jest nie
tylko dlugotrwata, ale rowniez kosztowna, jak i wymaga wieloletniego doswiadczenia diagnosty.
Bioragc powyzsze pod uwage, niezmiernie istotne jest stworzenie szybkiego i prostego testu

diagnostycznego, opartego na metodach molekularnych, ktéry zapewni identyfikacje gatunkows.

Celem badan prowadzonych w ramach niniejszej pracy doktorskiej bylo opracowanie testu
diagnostycznego, ktory w pierwszym etapie wykrywaltby dermatofity, a w drugim etapie zapewnilby
identyfikacje gatunkowg oraz co wydawalo sie¢ najwickszym wyzwaniem opracowanie
jednoetapowej metody przygotowania DNA, ktére mogloby by¢ stosowane w technice Real-Time
PCR.

W pierwszym etapie pracy wykazano mozliwo$¢ zastosowanie DNA wyizolowanego
szybka, dwuetapowg w reakcjach Real-Time PCR przy uzyciu starterow wykrywajacych DNA
wszystkich dermatofitow oraz starterow wykrywajacych DNA gatunku Trichophyton rubrum.
Nastepnie, zostaly zaprojektowane startery umozliwiajace wykrycie DNA  gatunkow
Epidermophyton floccosum, Microsporum canis, Microsporum audouinii/Microsporum ferrugineum
oraz kompleksu Trichophyton mentagrophytes. Zaprojektowane uktady przetestowano na 246
izolatach oraz wstgpnie potwierdzono mozliwos$¢ ich zastosowania z uzyciem probek klinicznych.
Na sam koniec opracowano nowa metode szybszej izolacji DNA dermatofitow, charakteryzujacy si¢

mniejszym ryzykiem kontaminacji w poréwnaniu z istniejagcymi metodami.
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SUMMARY

Dermatophytes are comprised of closely related group of fungi, which has high affinity to
keratinaized tissues. This feature makes them responsible for superficial mycoses of the skin, hair
and nails. It is estimated that up to 20% worldwide population is affected by infections caused by
them. Dermatophytosis treatment requires long-term use of antifungal drugs. In order to select the
appropriate treatment, it is necessary to provide an appropriate approach to diagnostics, which is time
consuming in case of slowly growing species, moreover it is also expensive and requires many years
of experience of the diagnostician. Thus, it is very important to provide molecular-based rapid and

simple diagnostic procedure, in order to ensure species-specific identification.

The aim of the presented research in this doctoral dissertation was to develop diagnostic test
that would detect dermatophytes in the first stage, to ensure species identification in the second stage
and what was most challenging to establish rapid DNA isolation method, which will be more
convenient to use in microbiology laboratories than existing ones, so that it can be used in Real-Time
PCR.

In the first part of the work, the possibility of using two-step DNA extraction method
followed by Real-Time PCR using primers detecting DNA all dermatophytes and primers detecting
Trichophyton rubrum DNA was proved. Next, primers enabling DNA detection of Epidermophyton
floccosum, Microsporum canis, Microsporum audouinii/Microsporum ferrugineum and
Trichophyton mentagrophytes complex were successfully designed. Designed procedures were
tested on 246 isolates and their applicability was confirmed with the use of clinical samples. Finally,
the new method of DNA isolation faster, characterized by decreased risk of contamination comparing

to existing methods, was developed
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Lista najwazniejszych symboli i skrotow

ABC
ang.
BSA
chsl
DTT
FDA
His
ITS
Leu
MDR
MIC
oM
PCR
PCR
MP
NM
Phe
RAPD
RFLP
SGA
SQLE
Spp

Transporter wigzgcy ATP (ang. ATP-binding cassette transporter)

Z angielskiego

Albumina surowicy krwi bydlecej (ang. Bovine Serum Albumin)

Gen kodujacy syntazg chitynowa

Ditiotreitol 1,4-dithio-DL-threitol)

Agencja Zywnosci i Lekow (ang. Food and Drug Administration)

Histydyna

Wewnetrzny region niekodujacy (ang. Internal Transcribed Spacer)

Leucyna

Wielolekoopornos$¢ (ang. Multidrug Resistance)

Minimalne stezenie hamujace (ang. Minimal Inhibitory Concentration)

Opublikowana metoda

Reakcja tancuchowej polimerazy (ang. Polymerase Chain Reaction)

Reakcja tancuchowej polimerazy ,,wykorzystujaca’ profil topnienia (ang. Polymerase Chain Reaction
Melting Profiles)

Nowa metoda

Fenyloalanina

Losowa amplifikacja polimorficznego DNA (ang. Random Amplification of Polymorphic DNA)
Polimorfizm dtugosci fragmentow restrykcyjnych (ang. Restriction fragment length polymorphism)
Podtoze Sabouraud

Gen kodujacy epoksydaze skwalenu

Gatunki (ang. species)
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1. Wstep teoretyczny

Dermatofity naleza do grupy blisko spokrewnionych grzybow, ktore sa keratynofilne
i keratynoliyczne. Ich wysokie powinowactwo do tkanek skeratynizowanych czyni je
odpowiedzialnymi za powierzchniowe grzybice skory, wtoséw i paznokci zarowno ludzi, jak
i zwierzat. Szacuje si¢, iz nawet 10-20% ludzi jest dotknigtych przez infekcje spowodowane
dermatofitami (Pfaller i Sutton, 2006). Pomimo, iz zakazenia dermatofitowe sg ograniczone do
obszaréw naskorka, wlosow 1 paznokci, w przypadku pacjentow o obnizonej odpornosci moga by¢
inwazyjne i powodowaé powazne rozlegte infekcje z rozwojem ziarniakow. W takim przypadku nie
jest to juz dermatofitoza powierzchniowa i siega glebszych warstw skory witasciwej, powodujac
ziarniakowe zmiany (Peres et al., 2010). Dermatofitozy wymagajg dlugoterminowe;j terapii lekami
przeciwgrzybicznymi, ktére mogag wywola¢ skutki uboczne, dlatego identyfikacja czynnika
etiologicznego zmian jest bardzo wazna jest prawidtowa diagnoza (Hainer, 2003).

Dermatofity naleza do krolestwa grzybow 1 sa organizmami saprofitycznymi lub

pasozytniczymi, a ich petna systematyka przedstawiona jest ponizej:

Krélestwo: Grzyby

Podkrolestwo:  Ascomycota

Typ: Grzyby (Eumycetes)

Klasa: Fungi imperfecta (Deuteromycetes)
Rodzina: Arthodermataceae

Trichophyton

Epidemophyton

Nannizzia

Rodzaj: Paraphyton

Lophophyton

Microsporum

Arthroderma

Guarromyces

Dermatofity wystepuja w postaci anamorficznej, jak i telomorficznej. Anamorficzne rodzaje

utracity zdolno$¢ do ptciowej reprodukeji, a rozmnazanie nastgpuje poprzez sporulacje artro, mikro-
oraz makrokonidiéw. Na podstawie podobienstw migedzy gatunkami, przede wszystkim w morfologii
konidiéw, dermatofity anamorficzne zostaly podzielone na trzy rodzaje: Epidermophyton,

Microsporum oraz Trichophyton. Jednakze, w ostatnim czasie, w celu ulatwienia identyfikacji

gatunkowej, zaproponowano inne nazewnictwo dermatofitow, ktére zostato ustalone na podstawie


https://en.wikipedia.org/wiki/Eurotiomycetes
http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Wstep teoretyczny

sekwencjonowania takich regioow jak rybosomalne 60S, rDNA fragmentu ITS czy tez fragmentéw
genu kodujacego B-tubuline (de Hoog et al., 2017, Dworecka-Kaszak i Dgbrowska, 2017). W wyniku
tych badan wyr6zniono nastepujace rodzaje:
e Trichophyton (klad A)
e Epidemophyton (klad B)
e Nannizzia (klad C)
e Paraphyton (klad D)
e Lophophyton (klad E)
e Microsporum (klad F)
e Arthroderma (klad G)
e Guarromyces
Eliminacja procesow ptciowych u tych organizmoéw najprawdopodobniej wigze si¢ z ich wysoka
specjalizacja i przystosowaniem do pasozytniczego trybu zycia. Wynika to z faktu, iz rozmnazanie
wegetatywne pozwala na tworzenie zarodnikow, ktore majg takie same wiasciwosci fizjologiczne
jak osobnik rodzicielski. Gatunki zdolne do reprodukcji, posiadajace zarodnie wraz z zarodnikami,
najczesciej spotyka sie wérod gatunkow zoofilnych i okre$la sie je jako telomorficzne i zalicza do
rodzaju Arthoderma (Weitzmann i Summerbell, 1995, Metin i Heitman, 2017).
W klasyfikacji dermatofitow stosuje si¢ roéwniez kryteria ekologiczne, w ktorych korzysta si¢
z preferencji wykorzystania keratyny oraz srodowiska, z ktérego zazwyczaj sa izolowane.
Przedstawiciele wszystkich trzech grup moga powodowac infekcje u ludzi. Wyrdzniamy trzy rodzaje
dermatofitéw zgodnie z tg klasyfikacja (Georg, 1960):
e dermatofity antropofilne, ktére wywotuja zakazenia u ludzi i sa przekazywane z cztowieka
na cztowieka - M. audouinii, T. interdigitale, T. rubrum, T. schoenleinii, T. soudanese,
T. tonsurans, T. violaceum oraz E. floccosum.
e dermatofity zoofilne, ktore wywolujg zakazenia u zwierzat, a w niektorych przypadkach
moga by¢ przekazywane na cztowieka - M. canis, T. mentagrophytes oraz T. verrucosum.
e dermatofity geofilne, ktore moga powodowac zakazenia zaréwno u ludzi, jak i U zwierzat -

N. gypsea oraz A. insingulare.
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1.1. Charakterystyka
W niniejszym rozdziale opisano gatunki, ktore najczesciej powoduja infekcje u ludzi.
1.1.1. Charakterystyka rodzaju Epidermophyton

Rodzaj Epidermophyton jest reprezentowany przez jeden patogenny gatunek —
Epidermophyton floccosum, ktéry jest gatunkiem antropofilnym i wystepuje zazwyczaj w Krajach
tropikalnych. U ludzi powoduje infekcje pachwin, ale réwniez opisano przypadki, w ktérych
powoduje grzybice skory gtadkiej, stop oraz paznokcei (Kalinowska et al., 2010). Kolonie na podtozu
SGA s3 pudrowate przechodzace w welniaste, lekko pofatdowane w kolorze od jasnozottego do
zielonozottego. W morfologii mikroskopowej makrokonidia wystepuja w skupiskach, sa
maczugowate, tepo zakonczone o typowej gladkiej i cienkiej S$cianie, rzadziej zdarzaja sig¢
cylindryczne z zaokragglonym badz wrzecionowatym zakonczeniem, zazwyczaj sktadajg si¢ z 2 do 6
komor. Chlamydospory i artrokonidia wystepuja w starszych hodowlach, a makrokonidia nie sa
obecne (Rys 1). E. floccosum daje pozytywny wynik w teScie ureazowym oraz ujemny wynik w
tescie perforacji wlosa. (Krzysciak et al., 2011).

Rys 1. Kolonia E. floccosum. Wzrost na podtozu SGA (A) oraz obraz mikroskopowy prezentujacy makrokonidia (B)
i chlamydiokonidia (C) (http://www.mycology.adelaide.edu.au/).

1.1.2. Charakterystyka rodzaju Microsporum

Grzyby z rodzaju Microsporum sg blisko spokrewnionymi dermatofitami. Obecnie, w sktad
tego rodzaju, wchodza jedynie 3 gatunki (de Hoog et al., 2017). Do identyfikacji grzybow z tego
rodzaju stosowane sg metody makro- i mikroskopowe. Stosowany jest rowniez test perforacji wlosa
oraz test Christensena (ureazowy). W celu réznicowania gatunkow M. audouinii i M. canis mozna
wykorzysta¢ pozywke ryzowa. Pierwszy z nich wykazuje na takiej pozywce staby wzrost, wytwarza

brazowy barwnik oraz nie wytwarza konidiéw, natomiast M. canis roénie na niej obficie, wytwarza
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76ty barwnik oraz konidia. Microsporum powoduje grzybice skory glowy oraz grzybicg skory
gladkiej (Kalinowska et al., 2010).

Microsporum audouinii nalezy do gatunkéw antropofilnych o szerokim zasiggu
geograficznym. Czgsto$¢ zachorowan na grzybice wywotanych tym patogenem jest jednak niewielka
poza Afryka i Azja. Wywoluje grzybice skory owlosionej oraz gladkiej i wystepuje zazwyczaj
u dzieci (Kalinowska et al., 2010). Kolonie rosng wolno, sg plaskie, aksamitne oraz welniaste,
w kolorze biatawym, szarym lub rézowo-ptowym. W obrazie mikroskopowym makrokonidia
wystepuja bardzo rzadko i sg nieregularne, wrzecionowate, przewe¢zone w $rodku i dziobate.
Mikrokonidia réwniez wystepuja rzadko i sg gruszkowate do maczugowatych ze $cigta podstawa,

zazwyczaj jednokomoérkowe. Okazyjnie obserwowane sg grubo$cienne chlamydokonidia (Krzys$ciak

etal., 2011) (Rys 2).
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Rys 2. Kolonia M. audouinii. Wzrost na podtozu SGA (A) i obraz mikroskopowy prezentujacy chlamydokonidia (B)
(http://mwww.mycology.adelaide.edu.au/).

Microsporum canis jest gatunkiem zoofilnym, najczg¢sciej powodujagcym grzybice
powierzchniowe u kotéw. Kolonie tego grzyba sa cienkie, welniaste, silnie promieniste w kolorze
srebrzystobiatym. Spod kolonii jest zotty badz pomaranczowy. Makrokonidia sa wrzecionowate
z lekko zakrzywionym, dziobatym, brodawkowatym koncem. Ztozone sa z6do 12 komor
otoczonych gruba $ciang komoérkowa. Mikrokonidia s3 rzadko wytwarzana, posiadaja ksztalt

maczugowaty do gruszkowatego oraz sg gtadkoscienne (Krzysciak et al., 2011) (Rys 3).
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Rys 3. Kolonia M. canis. Wzrost na podtozu SGA (A) i obraz mikroskopowy prezentujacy typowe makrokonidia (B) (Krzys$ciak
etal., 2011).

1.1.3. Charakterystyka rodzaju Nannizzia

Obecnie w sktad rodzaju Nannizzia wchodzi 9 gatunkow grzybow. Wytwarzaja gtownie kolonie
bawetniane i pudrowe, w kolorze od biatego poprzez kremowy do bragzowego czy tez czerwonego.

Strzepki cienkoscienne, szkliste (de Hoog et al., 2017).

Nannizzia gypsea, we wczesniejszej nomenklaturze znane jako Microsporum gypseum, jest
gatunkiem geofilnym, rozpowszechnionym na catym $wiecie, jednakze rzadko wystepujacym
w Ameryce Potnocnej i Europie (Krzysciak etal., 2011). U ludzi wywoluje grzybice skory
owlosione] oraz gladkiej. Najbardziej narazeni na infekcj¢ tym patogenem sa ludzie uprawiajacy
ziemi¢ (Kalinowska et al., 2010). Kolonie nalezag do szybkorosngcych, sg ptaskie, pudrowate o
kolorze cynamonowym z biala obwddka grzybni. W obrazie mikroskopowym grubo$cienne
makrokonidia wystepuja W duzych skupiskach. Sa wrzecionowate, z zaokraglonym koncem lub
owalne, sktadaja si¢ z 3 do 8 komér. Mikrokonidia wystepuja na szyputkach, ich §ciany sa gladkie
i cienkie, maczugowate (Krzysciak et al., 2011) (Rys 4).
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Rys 4. Kolonia N. gypsea. Wzrost na podtozu SGA (A) i obraz mikroskopowy przedstawiajacy makrokonidia (B)
(http://www.mycology.adelaide.edu.au/).

1.1.4. Charakterystyka rodzaju Trichophyton

Rodzaj Trichophyton jest reprezentowany przez 16 gatunkow dermatofitoéw (de Hoog et al.,

2017). W latach 2003-2007 na Slasku prowadzono badania, ktére wykazaty, iz grzyby z rodzaju

Trichophyton stanowity az 92% wszystkich hodowli dermatofitowych. Dostepne sa podtoza, ktore

teoretycznie umozliwiajg odréznienie poszczegdlnych gatunkéw z tego rodzaju, jednakze z powodu

wystepowania zjawiska pleomorfizmu, czesto trudno jest odroznic je od siebie. Zjawisko to polega

na transformacji grzybni ze wzrostu od dzikiego typu do postaci biatej, puszystej grzybni, izolaty

w takiej formie nie produkuja makro- i mikrokonididéw. Opracowane zostaly rozne testy, ktore

umozliwiajg réznicowanie takich szczepow (Kalinowska et al., 2009, Krzysciak et al., 2011):

posiew na ptynne podtoze Sabouraud: umozliwia okreslenie czy grzyb rosnie w postaci
osadu czy kozucha;

test Christensena (ureazowy): pozwala na stwierdzenie czy dany izolat rozktada mocznik;
test perforacji wlosa: umozliwia okreslenie czy dany gatunek wytwarza organy
perforacyjne;

test witaminowy: pozwala na ustalenie wymagan zywieniowych;

posiew na podtoze Sabouraud z 3% lub 5% NaCl: umozliwia okreslenie preferencji izolatu
wzgledem zasolonego Srodowiska,

obserwacja wzrostu w 37°C.

Trichophyton mentagrophytes jest gatunkiem zoofilnym wystepujacym na catym $wiecie.

A\ MOST

U ludzi wywoluje zakazenia skory gladkiej i wloséw (Kalinowska et al., 2009). Kolonie szybko
rosng, maja pudrowatg lub ktaczkowata powierzchnie w kolorze kremowym badz z6ttym, natomiast

od spodu kolonie sg brazowe badz czerwone (Rys. 5A). W obrazie mikroskopowym makrokonidia
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sktadaja si¢ z 3 do 8 komor, posiadaja gladkie i cienkie §ciany, s3 maczugowate lub w ksztalcie
cygara, zazwyczaj rozsiane. Mikrokonidia sg kuliste, osadzone na strzgpkach, ulozone na

konidioforze w geste groniaste skupiska. Czesto obecne sg strzepki spiralne. Czasem obserwuje si¢

kandelabry woszczynowe i chlamydospory (Krzysciak et al., 2011) (Rys 5B).

w

Rys 5. Kolonia T. mentagrophytes. Wzrost na podtozu SGA (A) oraz obraz mikroskopowy na ktérym znajduje si¢ strzgpka
spiralna (B) oraz liczne makrokonidia (C) (http://www.mycology.adelaide.edu.au/).

Trichophyton interdigitale jest gatunkiem antropofilnym rozpowszechnionym na catym
swiecie. U ludzi powoduje infekcje skory dtoni i stop oraz infekcje ptytki paznokcia (Kalinowska et
al., 2009). Kolonie sa cienkie, klaczkowate, biale (Rys 6A). W obrazie mikroskopowym
makrokonidia wystepuja bardzo rzadko, a mikrokonidia sg kuliste badz w ksztalcie tez. Obecne sa

Rys 6. Kolonia T. interdigitale Wzrost na podtozu SGA (A) oraz obraz mikroskopowy (B)
(http://www.mycology.adelaide.edu.au/).
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Trichophyton rubrum jest gatunkiem antropofilnym, ktéry bywa réwniez izolowany od psoéw
i kotow. Infekuje wszystkie powierzchnie ciata, za wyjatkiem skory glowy. Nalezy on do
dermatofitow powodujacych chroniczne infekcje (Kalinowska et al., 2009). W obrazie
mikroskopowym makrokonidia na ogo6t sa nieobecne, natomiast mikrokonidia sa klinowate lub
gruszkowate, osadzone na niezroznicowanych strzepkach (Rys 7A). Kolonie wyrastaja szybko, sg
puszyste lub kosmate, biate badz zotte, z wiekiem rézowieja (Rys. 7B) (Krzysciak et al., 2011).

-WT Y

Rys 7. Kolonia T. rubrum. Wzrost na podtozu SGA (A) oraz obraz mikroskopowy prezentujacy mikrokonidia (B)
(http://www.mycology.adelaide.edu.au/).

Trichophyton schoenleinii jest gatunkiem antropofilnym wystepujgcym najczesciej w Euroazji
i Afryce Pomocnej. Kolonie sg bardzo charakterystyczne o konsystencji woskowej, potem
aksamitnej i skorzastej, a w centrum sg pofaldowane (Rys 8A). W obrazie mikroskopowym nie
wystepuja makrokonidia ani mikrokonidia. Strzepki maja ksztalt rogéw jelenich z obecnymi
kandelabrami woszczynowymi w mtodych koloniach. Obecne sg liczne chlamydospory (Rys 8B)

(Krzy$ciak et al., 2011).

Rys 8. Kolonia T. schoenleinii. Wzrost na podtozu SGA (A) oraz obraz mikroskopowy prezentujacy chlamydospory (B)
(http://www.mycology.adelaide.edu.au/).

Trichophyton tonsurans jest gatunkiem antropofilnym rozpowszechnionym na catym $wiecie.

Zazwyczaj wywotuje infekcje skory owlosionej, jednakze moze powodowaé grzybice skory gladkiej,

A\ MOST
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zazwyczaj W tzw. strefie prysznicowej, czyli na szyi, ramionach, plecach, po$ladkach czy tez
stopach. Spowodowane jest to wymywaniem z gtowy inoculum na wymienione czeéci ciala
(Kalinowska et al., 2009). Kolonie wykazuja duzg zmienno$¢ morfologiczng. Sa zamszowe,
maczyste z nieregularnymi i promienistymi bruzdami, o kolorze biatym do szarawego, zottawym lub
brazowym (Rys 9A i 9B). Makrokonidia, o ile sg obecne, wystepuja w roznych ksztattach, zazwyczaj
sa cienko$cienne o gladkich brzegach. Mikrokonidia wystepujg licznie i tworzg si¢ na strzgpkach
W rozny sposob: pod katem prostym, na szyputkach, w luznych skupiskach lub w klastrach.
Chlamydiospory sg liczne, a strzepki szerokie, septowate i rozgalezione, mogg tworzy¢ spiralne

skrecenia (Rys. 9C) (Krzysciak et al., 2011).

37 7o o
. ST

Rys 9. Kolonia T. tonsurans. Wzrost na podtozu SGA (A, B) oraz obraz mikroskopowy przedstawiajacy mikrokonidia (C)
(http://www.mycology.adelaide.edu.au/).

Trichophyton verrucosum jest gatunkiem zoofilnym, zazwyczaj wystepujacym u koni i bydta.
Kolonie sg mate, rosng wolno, zazwyczaj w ksztatcie guzika badZ wynioste, otoczone strzepkami na
obwodzie. Mtode kolonie s3 biate i woskowe, a starsze aksamitne i kremowe. Wykazuje tendencje
do wrastania w podtoze (Rys 10A). Rzadko wystepuje zarodnikowanie, a w obrazie mikroskopowym
makrokonidia, jezeli sa obecne, posiadajg gladkie i cienkie Sciany, w ksztalcie straczka fasoli
szparagowej, zazwyczaj 4-7 komorowe (Rys 10B). Mikrokonidia, o ile sg obecne, sg owalne badz
gruszkowate. W miodych izolatach wystepuja koncowe i interkalarne chlamydospory, ktore
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zazwyczaj uktadajg si¢ w fancuchy (Rys 10C). Strzepki natomiast mogg konczy¢ si¢ rozgatgzieniami

przypominajacymi rogi jelenia (Krzysciak et al., 2011).

A

Rys 10. Kolonia T. verrucosum. Wzrost na podtozu SGA (A) oraz obraz mikroskopowy z charakterystycznymi makrokonidiami
(B) oraz chlamydospory uktadajace si¢ w tancuchy (C) (http://www.mycology.adelaide.edu.au/).

1.1.5. Charakterystyka rodzaju Arthroderma

Grzyby z rodzaju Arthroderma (A.) sa najliczniejszym rodzajem dermatofitow, w sktad ktorego
wchodzi az 21 gatunkow. Wytwarzaja kolonie od ziarnistych po bawekiane, w kolorach od Z6itego

po brazowe. Strzgpki sg szliste oraz cienkoscienne (de Hoog et al., 2017).

Arthroderma insingulare, wedlug poprzedniej nomenklatury znana jako Trichophyton
terrestre, jest gatunkiem geofilnym, wystepujacym na catym $wiecie. Kolonie sg szybkorosnace,
filcowate i puszyste w kolorze jasnokremowym badz brazowym (Rys 11A). Makrokonidia nie sa
wyraznie zrdéznicowane od mikrokonidiéw. Sg od dwu- do sz¢ciokomoérkowe, o gladkich i cienkich
$cianach, w ksztalcie maczugowatym lub cylindrycznym. Mikrokonidia znajduja si¢ na gesto
utozonych konidioforach z licznymi prostopadtymi odgalezieniami. Obserwuje si¢ strzepki

rakietowe, spiralne oraz chlamydospory (Rys 11B) (Krzysciak et al., 2011).
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Rys 11. Kolonia A. insingulare. Wzrost przypominajacy T. mentagrophytes na podtozu SGA (A) oraz obraz mikroskopowy (B)
(http://www.mycology.adelaide.edu.au/).

1.2. Dermatofitozy

1.2.1. Czynniki predysponujace do rozwoju dermatofitoz

Zakazenia grzybicze, ktoére do tej pory rzadko powodowatly odpowiedZ immunologiczng
obecnie czgsto powoduja nasilony stan zapalny badz reakcje alergiczne. Przyczynia si¢ do tego wiele
czynnikéw, miedzy innymi agresywne terapie, zamieszkiwanie w duzych skupiskach ludzi,
korzystanie ze wspolnych urzagdzen sanitarnych czy tez noszenie obuwia z tworzyw sztucznych.
Rozwojowi zakazenia sprzyja obnizenie odpornosci gospodarza oraz obecno$¢ czynnikéw
predysponujacych, takich jak maceracja skory, nieodpowiednie jej odzywienie, zaburzenia
zhuszczania czy tez mikrourazy skory, paznokei.

Czynniki predysponujace do rozwoju infekcji grzybiczych mozna podzieli¢ na trzy grupy
(Hejniak, 2000):

e wrodzone: atopia, zaburzenia rogowacenia oraz mechanizmy odporno$ci immunologiczne;j,

predyspozycje genetyczne;

e nabyte: stosowanie  lekow  (m.in. immunosupresantow,  kortykosterydow,
chemoterapeutykow, antybiotykow), choroby (m.in. nowotwory, udary mozgu, zakazenia
wirusem HIV, choroby naczyn obwodowych, sarkoidoza), cigza czy tez okres noworodkowy
lub podeszty wiek;

o S$rodowiskowe: zycie w duzych aglomeracjach badZ grupach srodowiskowych (mieszkancy

internatow, akademikow, zotierze, gornicy czy tez sportowcy).
1.2.2. Czynniki wirulencji - proteazy i lipazy dermatofitow

Dermatofity posiadaja zdolno$¢ do wnikania do warstwy rogowej naskorka, paznokci oraz

wlosow, a w rezultacie powoduja rozwdj tzw. grzybic powierzchniowych. Przenikanie tkanek
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gospodarza jest utatwione poprzez wytwarzane przez grzyby proteaz i lipaz, ktére doprowadzajg do
przerwania btony komorkowej poprzez zaburzenie jej struktury (Weitzman i Summerbell, 1995).

Proteazy, ktore rozkladaja keratyng komorek zrogowaciatych nazywamy keratynazami.
Odpowiadaja one za katalizowanie rozpadu wigzania peptydowego biatek oraz peptydow (Monod et
al., 2002). Grzyby wydzielaja proteazy, gdy znajdujg si¢ na podtozu, ktore zawiera biatka jako jedyne
zrodto azotu (Brouta etal., 2001). Jezeli w podtozu znajdujg si¢ wolne aminokwasy badz jony
amonowe nastepuje supresja ekspresji genéw kodujacych keratynazy (Monod et al., 2002). Proteazy
te sg produkowane przez wiele dermatofitow, migdzy innymi T. mentagrophytes, T. rubrum oraz
M. canis i N. gypsea, co prawdopodobnie jest zwigzane z ich duza zdolnoscig do infekcji wlosow
(Kobierzycka i Cisto, 2005). Niektore dermatofity, takie jak N. gypsea, T. mentagrophytes czy
T. verrucosum, cechuje zdolno$¢ trawienia elastyny, co uwidacznia si¢ w przypadku infekcji skory
oraz moze mie¢ wptyw na ich duzo wysokg wirulencje (Mubhsin et al., 1997).

Druga grupa enzymow, majacg istotne znaczenie w mechanizmie infekcji grzybiczych sg
fosfolipazy. Przeprowadzajg one hydroliz¢ wigzan estrowych glikofosfolipidéw. Produkowane sg
przez liczne gatunki dermatofitow, m. in. N. gypsea, M. canis, E. floccosum i T. rubrum. Maja wplyw
na utrzymanie prawidlowej funkcji btony komoérkowej grzybow, jak rowniez wpltywaja na
wirulencj¢, poprzez hydrolize glicerofosfolipidow znajdujacych si¢ w blonie komodrkowej
gospodarza (Muhsin et al., 1997, Ghannoum, 2000, Schaufuss i Steller, 2003). Fosfolipazy moga by¢
réwniez integralng czeScig aparatu litycznego rodzaju Trichophyton lub aktywowac¢ nieznany szlak
lityczny aktywowany przez wydzieliny pozakomérkowe (Martin et al., 1975, Schaufuss i Steller
2003). Enzymy te moga mie¢ wplyw na indukcje stanu zapalnego poprzez aktywacje reakcji
immunologicznej gospodarza, co jest zwigzane z migracja limfocytow, makrofagow, neutrofilow
i komorek tucznych do skory. Z drugiej strony, hemolizyny produkowane przez rodzaj Trichophyton
charakteryzuja si¢ duza toksyczno$cig dla komodrek gospodarza, co moze mie¢ wplyw na slabsza

odpowiedz immunologiczng (Schaufuss i Steller, 2003).
1.2.3. Patomechanizm zakazen grzybami chorobotwérczymi

Skora, ktorg pokrywa rogowa warstwa naskorka oraz jej zrogowaciate przydatki tworza trudne
warunki dla rozwoju grzybic. Jednakze drobne urazy, podraznienie badz przerwanie ciggtosci tkanek,
fizjologiczne nieprawidtowosci w mechanizmach obronnych, jak roéwniez niekorzystne zmiany
w $rodowisku, umozliwiaja grzybom inwazj¢. Kolonizacja oraz rozwdj infekcji zaleza zaré6wno od
gospodarza, jak i grzyba (Hejniak, 2000).

Organizm czlowieka wyksztalcit liczne mechanizmy obronne, ktore przeciwdziatajg penetracji
patogenu. Zaliczamy do nich przyspieszenie podziatow komoérkowych naskorka, co umozliwia

wydalenie komoérek grzyba wraz ze ztuszczajaca si¢ warstwa rogowa (Berk et al., 1976, Macura,
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1990, Weitzman i Summerbell, 1995), zachowanie cigglosci powlok skomych i §luzowych
(Majewski i Macura, 1984, Hejniak 2000), obecno$¢ kwasow ttuszczowych w toju zawierajacych 7,
9, 11 i 13 atomow wegla, ktore wykazujg zdolno$¢ do hamowania wzrostu grzybéw (Hay et al.,
1992, Hejniak 2000), jak réwniez mikroflora bakteryjna, ktéra wspdétzawodniczy o nisze na
powierzchni komorki tworzac dodatkowa fizyczng bariere (Macura, 1987; Macura 1990, Hejniak
2000).

Innym mechanizmem obronnym jest obrona przed uogdlnieniem procesu zakazenia,
aw jej sktad wchodzi odporno$¢ komoérkowa i humoralna (Baran i Ziarkiewicz, 1990; Dahl, 1993,
Hejniak 2000), uktad fagocytarny, siateczkowo-srodbtonkowy oraz dopeliacza (Hay, 1982;
Ghannoum, 1988; Dahl, 1994, Hejniak 2000).

Natomiast do wlasciwosci grzybow, ktdre umozliwiaja kolonizacj¢ i rozwoj infekcji mozna

zaliczy¢: adherencje, kietkowanie i inwazje¢ (Hejniak, 2000).
1.2.4. Leczenie

W leczeniu infekcji wywotanych dermatofitami jako pierwsze stosowane sg zazwyczaj
miejscowe leki przeciwgrzybicze. Wynika to z ich wysokiej skutecznosci, jak rowniez niewielkiego
potencjatu ogodlnoustrojowych dziatan niepozadanych. Gléwne klasy miejscowych lekow
przeciwgrzybiczych obejmuja polieny, azole, alliloamina/benzyloaminy oraz pochodne pirydynonu.
Zgodnie z pracami przegladowymi publikowanymi na przestrzeni ostatnich kilku lat mozna uznaé,
iz nie ma réznicy nie tylko w skutecznosci tych antymikotykow, ale rowniez w ich tolerancji oraz

bezpieczenstwie (Gupta i Cooper, 2008, Rotta et al., 2012, EI-Gohary et al., 2014, Sahni et al., 2018).

W terapii doustnej jako pierwsza (w zaleznosci od szerokosci geograficznej) stosowana jest
zazwyczaj terbinafina lub gryzeofulwina (Gupta et al., 2017). Doustny ketokonazol nie jest
rekomendowany w leczeniu dermatofitoz od 2013 roku ze wzgledu na mozliwe ci¢zkie uszkodzenie
watroby, problemy z nadnerczami, jak rowniez szkodliwe interakcje z innymi lekami (FDA 2013,
FDA 2016). Doustne antymikotyki sg skuteczne wobec szerokiego spektrum gatunkow
dermatofitéw, a porownujac do lekow stosowanych powierzchniowo wykazuja wyzsza skutecznosc.
Jednakze, ze wzgledu na powickszajaca si¢ wiedzg dotyczaca toksycznosci lekow antygrzybicznych,
glownie wobec watroby oraz interakcji z innymi lekami (Raschi et al., 2014), terapi¢ doustna stosuje
si¢ tylko w przypadkach infekcji dotyczacych rozleglych partii ciata, nawracajacych oraz
dotyczacych tinea capitis (Gupta et al., 2017).
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1.2.5.Rodzaje dermatofitoz

Grzybice spowodowane przez dermatofity zostaly nazwane zgodnie z miejscem, W ktorym
wywolywaly stan zapalny poprzez dodanie do stowa tinea (ang. grzybica) miejsca wystepowania

w jezyku tacinskim. I tak np. grzybica skory glowy nosi nazwe tinea capitis.

Tinea barbae odnosi si¢ do grzybicy brody
i wasOw. Zazwyczaj jest ona powodowana przez
patogeny zoofilne, dlatego tez wystgpuje przede

wszystkim u rolnikéw (Hainer, 2003).

Rys 12. Tinea barbae wywotana
T. verrucosum
(http://www.mycology.adelaide.edu.au/).

Tinea capitis odnosi si¢ do grzybicy glowy, rzes
i brwi. Glownym objawem jest wylysienie w
miejscu infekcji jak rowniez powstanie stanow
zapalnych. Zazwyczaj czynnikami
etiologicznymi  powodujacymi ten rodzaj
dermatomikozy sa gatunki nalezace do rodzaju

Microsporum oraz Trichophyton. Wyrézniamy

cztery rodzaje grzybic wsrod tinea capitis:

drobnozarodnikows,  strzygaca,  strzygaca Rys 13. Tinea capitis wywotana przez

M. canis (http:// . logy.adelaide.edu.au/).
gleboka oraz woszczynowa (Hainer, 2003). cants (nitpiun.mycology.adelaide.edu.au/)
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Tinea  corporis  jest grzybica  skory
nieowlosionej (gladkiej) i odnosi si¢ do grzybic
skory tulowia, ramion i noég, z wylaczeniem
pachwin, dloni i stop. Infekcje czesto maja
charakter przewlekty i sa wywolywane przez
wszystkie  dermatofity. Ws$rod — dorostych
infekcje powoduja zazwyczaj gatunki T. rubrum
oraz T. interdigitale, u dzieci natomiast
obserwuje  si¢  gléownie  zachorowania
powodowane przez gatunki odzwierzece

(Nenoff et al., 2014).

Rys 14. Tinea corporis wywotana przez
M. canis (http://www.mycology.adelaide.edu.au/).

Tinea cruris odnosi si¢ do grzybicy pachwin, odbytu i okolic tonowych. Czynnikiem
etiologicznym wywotujagcym ten rodzaj grzybicy sg E. floccosum oraz T. rubrum.
Zazwyczaj wystepuje w cieplym klimacie, gdzie maceracja i potliwos¢ skory w okolicach
pachwin sprzyja rozwojowi infekcji (Richardson i Warnock 1993, Weitzmann
i Summerbell, 1995).

Tinea facei wystepuje na policzkach, a takze
powiekach i regionie podzuchwowym.
Charakteryzuje si¢ rumieniowata, odsrodkowo
rosnacg, dyskretnie tuszczaca si¢ zmiang z
widocznymi granicami czgsto nawet bez §wigdu.
Wywolywana jest zazwyczaj przez szczepy T.

interdigitale oraz M. canis (Nenoff et al., 2014).

Rys 15. Tinea facei wywotana przez T. interdigitale
(Nenoff et al., 2014).
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Tinea favosa, wywolywana zazwyczaj przez T.
schoenleinnii, jest przewlekls i chroniczng grzybica,
ktora wystepuje na nieowlosionej skorze oraz na
skorze glowy. Wystepuje w postaci zoéttej skorupy,
ktora sktada si¢ z nabtonka oraz gestej masy grzybni.
Wystepuje w Euroazji oraz Afryce (Weitzman i
Summerbell, 1995).

Rys 16. Tinea favosa (http://www.mold.ph/).

Tinea mannum jest grzybicg dtoni. Glownie wywolywana jest przez infekcje
T. rubrum przeniesione z zainfekowanych stop. W obrazie klinicznym obserwuje si¢
zmiany hiperkeratotyczne, odsrodkowe i rumieniowo-tuskowate (Nenoff el al., 2014).

Samoczynne ustapienie choroby nie wystepuje.

Tinea pedis okresla grzybicg stop. Wyrdzniamy |
grzybice:  wyprzeniowa, potnicowa  oraz
zluszczajaca, z odczynem alergicznym i
wrzodziejaca. Zazwyczaj wywolywana jest
przez  T.rubrum, T.interdigitale  oraz
E. floccosum (Nenoff et al., 2014).

Rys 17. Tinea pedis wywotana przez
T. interdigitale
(http://www.mycology.adelaide.edu.au/).

Tinea unguium odnosi si¢ do grzybicy
paznokci. Nazwa ,,onychomykoza” jest duzo
mniej specyficzna, poniewaz odnosi si¢ do
grzybic zardwno wywotanych  przez
dermatofity, jak i inne grzyby (Weitzman i
Summerbell, 1995).

Rys 18. Tinea unguium wywotana przez T. rubrum
(http://www.mycology.adelaide.edu.au/)
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Onychomykoza

Onychomykoza powodowana jest przez dermatofity, nie-dermatofity oraz drozdzaki. Szacuje
si¢, iz nawet 5,5% ludzi na $wiecie dotknigtych jest onychomykoza (Maraki i Mavromanolaki, 2016,
Gupta et al., 2017, Dubljanin et al., 2017, Totri et al., 2017). W 50-70% przypadkow onychomykoza
wywolywana jest przez dermatofity (Ghannoum et al., 2000, loannidou et al., 2006), a niektore
zroda podaja, iz jest to nawet 77% (Papini et al., 2015). Glownymi czynnikami infekcyjnymi sa
T. rubrum (>50%) oraz T. mentagrophytes (~20%) (Ghannoum et al., 2000, loannidou et al., 2006,
Papini et al., 2015, Gupta et al., 2016). Czynnikami sprzyjajacymi rozwojowi onychomykozy sg m.
in. starszy wiek, wystepowanie choroby w rodzinie, nadmierne pocenie oraz rogowacenia (Dubljanin
et al., 2017), miejscowy uraz, cukrzyca, tuszczyca czy tez niewydolno$¢ krgzeniowa (Maraki

i Mavromanolaki, 2016).
Zespot Trichophyton rubrum

T. rubrum jest odpowiedzialny za przewlekla i uogdlniong dermatofitoze, ktory wezesniej byt
okreslany jako przewlekly zespot dermatofitozowy, uogolnione uporczywe rubrofity czy tez
grzybica skérna ogolna i sucha. O zespole tym mozna méwic, jezeli spelnione sg nastgpujace

kryteria:

e infekcja objete sg co najmniej cztery miejsca na ciele: stopy, dtonie, paznokcie oraz jeden
inny obszar; obszar pachwin, ktdry jest powszechnym miejscem, w ktorym wystepuja
infekcje grzybicze jest wykluczony,

e identyfikacja mikroskopowa dermatofitow w probkach pobranych ze wszystkich czterech
miejsc objetych infekcja,

e identyfikacja T. rubrum na podstawie hodowli z probek z co najmniej trzech z czterech

miejsc objetych infekcja.

Nie jest wcigz ustalone, czy syndrom T. rubrum jest oddzielng jednostka nozologiczna,
a podawana wczesniej terapia kortykosteroidami (miejscowa czy tez ogdlnoustrojowa) moze by¢
uznana za czynnik predysponujacy. Badania Pineiro et al., wykazaty, iz syndrom ten wystgpuje w
7% wtérnych infekcji w wyniku autoinokulacji od pierwotnej grzybicy stop. Endogenny
hiperkortyzolizm w kontekscie choroby Cushinga rowniez uwazany jest za czynnik predysponujacy

do przewlektych i opornych dermatofitoz powodowanych przez T. rubrum (Peixoto et al., 2010).
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1.2.6. Antymykotyki — lekoopornosé

Dane literaturowe wskazuja, iz leczenie dermatofitoz jest nieefektywne nawet u 40%
pacjentow z grzybica paznokcei oraz u 6,5% pacjentow z grzybica skory nieowtosionej (Nweze et al.,
2007). W ostatnich latach pojawity si¢ doniesienia, iz za lekooporno$¢ odpowiada miedzy innym
zbyt niskie skuteczne stezenia leku (Sanglard 2016, Bhatia et al., 2019). Jednakze z pewnoscia nie
jest to jedyny czynnik, ktory wptywa na pojawienie si¢ zjawiska opornosci, co potwierdza publikacja
zespohu Lagowski et al., 2020 w ktorej opisuje opornos¢ na terbinafing u zwierzat, ktore nigdy nie
byly eksponowane na jej obecnos$¢. Testy wrazliwosci in vitro mogg poméc w wyborze
odpowiedniego leczenia (L.agowski et al., 2020). Zgodnie z badaniami opublikowanymi przez Adimi
et al., 2013 przeprowadzonymi na 15 réznych gatunkach dermatofitow, sposrdd 10 antymikotykow
stosowanych miejscowo oraz doustnie (gryzeofulwiny, terbinafiny, itrakonazolu, ketokonazolu,
flukonazolu, worikonazolu, klotrimazolu, cyklopiroksoaminy, amorolfiny i naftifiny), itrakonazol
oraz terbinafina wykazuja najnizsze minimalne stezenie hamujace (MIC) a gryzeofulwina oraz

flukonazol wykazuja najwicksze wartosci MIC (Adimi et al., 2013).

Grupa Manzano-Gayosso przedstawita wyniki badan majgcych na celu okreslenie opornosci in
vitro izolatéw dermatofitow, ktore wyizolowano od pacjentéw, ktorzy nie reagowali na typowe
leczenie. Sposrdod 36 izolatow, az siedem (jeden szczep T. tonsurans, trzy szczepy T. mentagrophytes
oraz trzy szczepy T. rubrum) wykazato oporno$¢ na jeden lub wiecej lekow antygrzybicznych. Jeden
szczep T. rubrum byt oporny na trzy azole (itrakonazol, ketokonazol i flukonazol), a wszystkie

siedem szczepow dermatofitow byto opornych na flukonazol (Manzano-Gayosso et al., 2008).

W literaturze mozna spotka¢ informacje o opornych szczepach T. rubrum na leczenie allilaming
— terbinafing, ktora specyficznie blokuje syntez¢ epoksydu skwalenu ze skwalenu, tym samym
powodujac nagromadzenie go do toksycznego Stezenia i obniza poziom wytwarzania ergosterolu.
Wysokie, wewnatrzkomorkowe stezenie skwalenu zaktoca dziatanie blony komoérkowej oraz synteze
$ciany komorkowej (Ryder 1992, Favre i Ryder, 1996, Odds et al., 2003). Badania sekwencji DNA
genu kodujgcego epoksydaze skwalenu izoatéow T. rubrum opornych na terbinafine, ktore byty
oporne krzyzowo na wszystkie badane inhibitory epoksydazy skwalenu, ujawnily specyficzne
mutacje w pozycjach Leu3%, Phe3¥” (Leu393Phe oraz Phe397Leu). Mutacje te znajdowaty si¢ w tym
samym regionie, w ktorym wystepuje kilka mutacji zidentyfikowanych wczesniej w szczepach
S. cerevisiae rowniez opornych na terbinafing (Osborne et al., 2005, Osborne et al., 2006, Martinez-
Rossi et al., 2018). Dodatkowo, w ostatnim czasie przeprowadzono badania nad 2056 izolatami
T. rubrum i T. interdigitale, sposrod ktorych 17 okazalo si¢ by¢ opornymi na terbinafing. Analiza

sekwencji genu kodujacego epoksydaze skwalenu (SQLE) opornych szczepdw ujawnita specyficzne
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jednopunktowe mutacje prowadzace do podstawienia aminokwasow w jednej z czterech pozycji:
Leu®%, Phe3¥, Phe*!® oraz His*. Globalna analiza ekspresji gendw nie wykazata zadnych innych
istotnych roznic migedzy szczepami posiadajagcymi mutacje a Szczepami kontrolnymi, co wskazuje,
ze opornos¢ na terbinafing prawdopodobnie wynikata z obecnos$ci wykrytych mutacji (Yamada et
al., 2017, Martinez-Rossi et al., 2018). Jednakze, mogta ona rowniez wynikaé z r6znicy w poziomie
ekspresji genow. W tym miejscu warto rowniez wspomnie¢ o badaniach przeprowadzonych przez
Singh et al., 2018 w Indiach. Sposrdéd 63 izolatadbw T. interdigitale az 20 bylo opornych na
terbinafing, 12 a z nich posiadato mutacje Phe397Leu, a 8 Leu393Phe (Singh et al., 2018).

Opisujac lekooporno$é nalezy rowniez wspomnieé¢ o transporterach btony komorkowe;j, ktore
sa zdolne do wigzania si¢ z réznymi zwigzkami, w tym rowniez z lekami przeciwgrzybiczymi,
a nastepnie ich translokacje poza komorke. Ekspresja tych pomp molekularnych stanowi jedng
z glownych przyczyn niepowodzenia leczenia poprzez zmniejszanie akumulacji szkodliwych
zwigzkow w komorce (Putman et al., 2000; Cervelatti et al., 2006; EI-Awady et al., 2016). Oporno$¢
wielolekowa wynika w duzej mierze z nadekspresji genow kodujacych transportery ABC (ang. ATP-
binding cassette). Budowa tych transporterow pozostala ewolucyjnie zachowana u prokariotow
i eukariotow. Transportery sktadajg si¢ z wysoce zakonserwowanej domeny, ktora wigze nukleotydy
i zmiennej domeny transblonowej (ter Beek et al., 2014). W danych literaturowych znajduja si¢
informacje o dwoch genach kodujacych biatka z rodziny transporteréow ABC: mdrl oraz mdr2 (z ang.
Multidrug Resistance), ktorych nadekspresja jest obserwowana w odpowiedzi na stres wywotany
przez zwiazki przeciwgrzybicze, jednakze nic nie wiadomo na temat zdolno$ci obu transporterow do
dziatania jako pomp usuwajgcych azole lub alliloaminy. W przypadku genu mdrl jego nadekspresja
byla obserwowana w wyniku ekspozycji na bromek etydyny, ketokonazol, cykloheksymid,
flukonazol, gryzeofulwing, imazalil oraz itrakonazol (Cervelatti et al., 2006), a mdr2 na akryflawine,
benomyl, bromek etydyny, ketokonazol, chloramfenikol, gryzeofulwing, flukonazol, imali,

itrakonazol, metotreksat, 1-tlenek 4-nitochinoliny oraz tiokonazol (Fachin et al., 2006).

Oporno$¢ moze pojawic¢ sie¢ w wyniku przedtuzonej ekspozycji na lek, tak jak w przypadku
pacjenta z chorobg Dariera (Digby et al., 2016) lub tez u pacjentéw, ktdrzy nie przyjmowali
weczesniej zadnych lekéw przeciwgrzybiczych (Mukherjee et al., 2003). Pierwszy opisany przypadek
opornosci M. canis na terbinafing zostat opisany w 2018 roku w Chinach. Oporny szczep M. canis
zostal wyizolowany od domowego kota. Dalsze badania potwierdzity, iz szczep ten wykazywat

opornos¢ na terbinafine, aczkolwiek pozostat wrazliwy na itrakonazol (Hsiao et al., 2018).
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Ze wzgledu na rosnacy odsetek przypadkéw dermatofitoz opornych na typowe leczenie, jak
réwniez przewlektych dermatofitoz oraz powaznych skutkow ubocznych antymikotykdéw, powstaje

potrzeba poszukiwania nowych miejscowych oraz doustnych lekéw przeciwgrzybiczych.

1.3. Diagnostyka

1.3.1. Pobieranie probek do badan

Materiatem do badan diagnostycznych sg zmienione chorobowo wiosy, opitki paznokciowe
oraz tuski skorne. W przypadku tuszczacych si¢ zmian na skorze pobiera si¢ zeskrobine przy pomocy
jalowego skalpela, pincety, skrobaczki do kosci czy tez zyletki. Miejsce, z ktorego ma by¢ pobierana
probka jest odkazane 70% etanolem. Jezeli obecne sa liczne ogniska zapalne probki nalezy pobrac
z kilku miejsc. Gdy podejrzewana jest infekcja dermatofitowa pobiera si¢ tuski skorme z brzegu
zmiany. Probki paznokci pobiera si¢ z miejsc zgrubialych, przebarwionych, kruszacych sig,
rozdwajajacych oraz o nieréwnej powierzchni po wezesniejszym przemyciu 70% alkoholem. Przy
pomocy skalpela zeskrobuje sie¢ powierzchnie ptytki — pierwsza warstwa zeskrobin jest odrzucana,
a analizie poddawana jest probka pochodzaca z glebszych warstw. Pobierane tez powinny by¢
niewielkie fragmenty paznokcia oraz materiat zgromadzony pod paznokciem. W przypadku probek
pochodzacych ze skory owlosionej nalezy pobra¢ 10-15 wloséw z ogniska zakazenia przy pomocy

pincety (Krzysciak et al., 2011).
1.3.2. Diagnostyka klasyczna

Typowa diagnostyka zakazen grzybiczych jest oparta na badaniach mikroskopowych probek
Klinicznych, a nastepnie hodowli w warunkach in vitro i morfologicznej identyfikacji probek, co
wymaga bardzo duzego doswiadczenia diagnosty.

Lampa Wooda moze zosta¢ wykorzystana w celu rozpoznania zakazen spowodowanych przez
dermatofity. Zostata ona opisana w roku 1903 i opiera si¢ na fluorescencji emitowanej przez skore
badZz czynnik zakazny, os$wietlane przez zrodto emitujace krotkie ditugosci fal (320-400 nm).
W przypadku identyfikacji dermatofitow, fluorescencja jest emitowana przez metabolity czynnika
zakaznego. Niebieskozielone $wiatto jest emitowane zazwyczaj w przypadku infekcji rodzajem
Microsporum, natomiast T. schoenleinii emituje $wiatlo o zabarwieniu jasnoniebieskim
(Asawanonda i Taylor, 1999, Klatte et al., 2015, Veasey et al., 2017). Lampa Wooda jest przenosna,
latwa w zastosowaniu oraz nie wymaga wczesniejszego przygotowania probek. Z tego tez wzgledu
ma liczne zastosowania, migdzy innymi w kosmetologii, jak rowniez przy kontroli epidemii

w szkotach (Gupta i Singhi, 2004).
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Rys 19. Tinea capitis wywolana M. canis o$wietlona Lampa Wooda (Veasey et al., 2017).

Obserwacje mikroskopowe umozliwiajg wykrycie obecnosci strzgpek grzybni oraz ich
zarodnikow, ocenie podlega ich ksztalt, uktad oraz wielko$¢. Aby przygotowaé taki preparat, do
probki pobranej od pacjenta dodaje sie 10-20% KOH w celu rozpuszczenia keratyny (Krzysciak et
al., 2011).

W hodowli w warunkach in vitro stosowany jest agar Sabouraud, ktory umozliwia wzrost tylko
grzybom. Stosowany moze by¢ rowniez agar Kimmig, umozliwiajacy wzrost drozdzom oraz
dermatofitom, jednakze wzrost na nim jest powolniejszy anizeli na podtozu Sabouraud. Zazwyczaj,
typowa hodowla dermatofitow wymaga wzrostu przez 2 do 5 tygodni w temperaturze 37°C.
Nastgpnie wymagana jest identyfikacja makroskopowa i mikroskopowa. Rekomendowane jest
zastosowanie dodatkowych substancji, ktore hamujg wzrost Dbakterii (chloramfenikol,
streptomycyna, penicylina) (Tchernev et al., 2013).

Hodowla na podlozach sztucznych nie jest $rodowiskiem optymalnym dla wzrostu
dermatofitéw, dlatego tez mimo obecnosci zywych grzybéw w materiale klinicznym, wynik hodowli
moze by¢ ujemny (Krzysciak et al., 2011). Dodatkowo, falszywie ujemny wynik moze wynikaé
Z ograniczonej zywotnosci spowodowanej wczesniejszym leczeniem antymikotykami, badz
niewystarczajacej ilosci pobranego inokulum (Graser et al., 2018). Kolonie, ktore wyrosty na
podtozach ocenia si¢ ze wzgledu na ksztatt, fakture, wielkos¢, kolor oraz zabarwienie podtoza.

Test ureazowy jest réwniez przydatny w identyfikacji dermatofitow. Wykorzystywany jest
w nim agar Christensena, ktory w swoim sktadzie zawiera mocznik. Niektore dermatofity wykazuja
zdolno$¢ wytwarzania ureazy, ktora katalizuje rozktad mocznika na amoniak i dwutlenek wegla,
w wyniku czego wzrasta pH, a w efekcie obserwuje si¢ zmian¢ koloru wskaznika znajdujacego si¢
w pozywce z z6ttej (pH 6.8) na czerwong (pH 8.1) (Zafar et al., 2017). Mocznik jest rozktadany
przez T. interdigitale, T. mentagrophytes, M. canis, N. gypsea, co odrdznia je od T. rubrum, ktory

w tescie ureazowym daje wynik ujemny (Kurnatowska i Kurnatowski, 2018). Do testow
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mikroskopowych zalicza si¢ rowniez test perforacji wlosa, ktory polega na obserwacji czy dany
patogen posiada zdolnos$¢ do penetrowania w glab struktury wlosa

Obserwacja mikroskopowa probek klinicznych jest bardzo szybka i umozliwia zdiagnozowanie
infekcji grzybiczych, jednakze nie zapewnia rdznicowania pomiedzy dermatofitami, a innymi
grzybami, jak rowniez daje falszywie-negatywne wyniki w 5 do 15% przypadkow (Gentles, 1971;
Singh et al., 2003). Hodowla in vitro umozliwia identyfikacje gatunku, opartg na kryteriach
morfologicznych i biochemicznych. Jednakze jest to czasochtonne ze wzgledu na powolny wzrost
dermatofitéw oraz potrzebe wykonania dodatkowych testow fizjologicznych. Dodatkowo, hodowla
daje wynik ujemny nawet w 40% przypadkow, ktore byly oznaczone jako pozytywne w badaniach
mikroskopowych (Weinberg et al., 2003).

1.3.3. Diagnostyka molekularna

Skrocenie czasu niezbednego do identyfikacji patogenu, wyeliminowanie btednych diagnoz
oraz mozliwo$¢ przeprowadzenia W rutynowych laboratoriach mikrobiologicznych sg
niewatpliwymi  zaletami  zastosowania technik biologii molekularnej w  diagnostyce
mikrobiologicznej. Obecnie w celu identyfikacji zakazen wywotywanych przez dermatofity
wykorzystuje si¢ metody oparte na reakcji PCR i jej odmianach takie jak: PCR fingerprinting, Real-
Time PCR, Random Amplification of Polymorphic DNA (RAPD), PCR and Restriction Fragment
Length Polymorphism (PCR/RFLP) czy tez Arbitraily Primed-PCR (Brillowska-Dgbrowska, 2009).

W literaturze zostaty opisane liczne testy diagnostyczne oparte na reakcji PCR (Bontems et al.,
2009, Ebihara et al., 2009, Bergmans et al., 2010, Wisselink et al., 2011, Bergman et al., 2013,
Miyajima et al., 2013, Verrier et al., 2013, Abastabar et al., 2014), jednakze tylko nieliczne zostaty
wykorzystane w rutynowej pracy (Brillowska-Dgbrowska et al., 2007; Alexander et al., 2011;
Kondori et al., 2013; Mehlig et al., 2014). Moze by¢ to spowodowane ograniczeniami wynikajacymi
z niewielkiej ilo$ci gatunkdw, ktore mozna zidentyfikowaé do poziomu gatunku, skomplikowanej
i wieloetapowej metodzie izolacji DNA z probek pobranych od pacjenta (Garg et al., 2009; Litz
i Cavagnolo, 2010; Berk et al., 2011; Bergman et al., 2013; Miyajima et al., 2013), potrzeby
stosowania zautomatyzowanych systemow, Ktore nie sg dostepne w matych laboratoriach (Wisselink
etal., 2011), a przede wszystkim potrzeby przeprowadzenia dugotrwatego etapu hodowli, ktory jest

konieczny do izolacji DNA.
1.3.4. Cele molekularne

Jako cel molekularny wykorzystuje si¢ fragment genomu, ktory charakteryzuje si¢ wysokim
stopniem zréznicowania miedzy gatunkami. Odpowiednia czuto$¢ zapewniana jest poprzez

wybranie fragmentu DNA, ktéry wystepuje w wielu kopiach. W przypadku grzybow jest to tzw.
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rybosomalne DNA, ktére zawiera w swoim regionie geny kodujace podjednostki rybosomalnego
RNA tj. 18S, 5.8S oraz 28S. Sa one relatywnie silnie zakonserwowane wsrod grzybow. Jednakze,
region ten obejmuje rowniez sekwencje obszaréw zmiennych DNA ITS1 oraz ITS2 (ang. ITS
internal transcribed spacer). Mimo iz ten region nie jest kodujacy, petni on niezwykle istotng role
w tworzeniu pelnofunkcjonalnego rRNA, jak réwniez wykazuje polimorfizm miedzy gatunkami
grzybow, dzigki czemu jest on bardzo dobrym celem molekularnym (lwen et al., 2002).

Od wielu lat jednym z gtownych celéw molekularnych w detekcji dermatofitow jest gen
kodujacy synteze chitynowa (chsl) ze wzgledu na wysoki stopien zakonserwowania (Kano et al.,
2003), jednakze moze by¢ on wykorzystywany tylko do wykrywania w probce obecno$ci
dermatofitéw bez ich réznicowania. Jako cel molekularny stosuje si¢ réwniez gen kodujacy
topoizomeraze II, co umozliwia identyfikacje gatunkéw T.rubrum, T.violaceum, M. canis,
N. gypsea oraz E. floccosum (Kanbe et al., 2003) jak rowniez B-tubuling, ktora zostata wykorzystana
w pan-dermatofitowym Real-Time PCR (Mirhendi et al., 2016).

Niezwykle istotnym problemem w identyfikacji dermatofitow metodami biologii molekularnej
jest fakt, iz ogolnie dostepna baza NCBI jest przepeliona identycznymi sekwencjami o réznych
nazwach. Jest to spowodowane tym, iz nomenklatura wielu gatunkoéw jest wcigz przedmiotem
dyskusji. Dodatkowo, liczne szczepy, ktorych sekwencje sa w nich zdeponowane byly blednie
zidentyfikowane. (Cholett et al., 2015, Verrier i Monod, 2017, Chowdhary et al., 2019).
Spowodowane jest to miedzy innymi tym, iz izolaty kliniczne nie zawsze posiadaja takie same cechy
fenotypowe jak szczepy referencyjne. Dlatego tez standaryzacja z zastosowaniem SzczepOw
referencyjnych zidentyfikowanych na podstawie cech fenotypowych jest bardzo utrudniona.
Dodatkowo wiele dermatofitow stabo sporuluje w hodowli, czego efektem sa stabo ujawnione cechy
fenotypowe (Chowdhary et al., 2019). Nie bez znaczenia jest tutaj rowniez czynnik ludzki.

W tym miejscu warto wspomnie¢ o kompleksie T. mentagrophytes/T. interdigitale. Od wielu
lat przedmiotem dyskusji jest to czy sa to dwa odrgbne gatunki czy tez jest to gatunek
T. mentagrophytes, a T. interdigitale jest jego wariantem. Powszechnie uwaza si¢, iz termin
T. interdigitale odnosi si¢ do izolatow antropofilnych, a T. mentagrophytes dla izolatow zoofilnych
(Nenoff et al., 2019, Chowdhary et al., 2019). Patogeny te izolowane sg od ludzi z r6znych miejsc —
T. interdigitale zazwyczaj izolowany jest z niepowodujacych zapalen grzybicy stop oraz paznokci,
natomiast T. mentagrophytes izolowany z pozostalych powierzchni ciata takich jak skora
nieowlosiona, twarz czy tez skora glowy. Podobny problem dotyczyl gatunkéw T. tonsurans
i T. equinum, ktorych odréznienie metodami biologii molekularnej nie zostato dokonane. T. equinum
byt uznawany jako gatunek zoofilny, podczas gdy T.tonsurans byt gatunkiem antropofilnym.
Obecnie uwaza sig, iz jest to jeden gatunek. W ostatnim czasie pojawila si¢ debata dotyczaca tego

czy w Indiach dominujg infekcje powodowane przez T. mentagrophytes (Nenoff et al., 2019) czy
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T. interdigitale. Warto nadmienic, iz w ostatnich latach zaobserwowano wzrost grzybiczych infekcji
powierzchniowych w Indiach. Nenoff i et al., doszli do wniosku, iz za te infekcje odpowiada
T. mentagrophytes, co zostato podwazone w publikacji opublikowanej przez Chowdhary i et al.,
2019 w ktorej zwrocono uwage, iz zoofilny gatunek T. mentagrophytes nie moze powodowac az tak
licznego wzrostu zakazen grzybiczych, poniewaz infekcje takie moga prowadzi¢ tylko do matych
samoograniczajacych si¢ ognisk. Jak do tej pory nie istnieje zaden test oparty na metodach biologii
molekularnej, ktory umozliwitby odréznienie tych dwoch gatunkéw (badz wariantdow) od siebie

(Chowdhary et al., 2019, Nenoff et al., 2019).
1.3.5. Przygotowanie DNA

Oczyszczanie DNA z probek wlosow, skory oraz paznokci jest niezwykle istotne. Na samym
poczatku, probka jest cigta na mate kawalki badz rozdzielana mechanicznie. Nastgpnie, stosowane
mogg by¢ metody enzymatyczne, w ktorych wykorzystuje sie inkubacje z dodatkiem proteinazy K
przez rézne okresy czasu — od 20 min (Bergman et al., 2013) do catonocnej inkubacji (Kardjeva et
al., 2006, Sato et al., 2010, Alexander et al., 2011, Wisselink et al., 2011, Ohst et al., 2016).
W drugim podejéciu, ktore jest dedykowane gtownie probkom paznokcei, stosowana jest catonocna
inkubacja w roztworze rozpuszczajgcym paznokcie (Monod et al., 1989, Bontems et al., 2009,
Verrier et al., 2013). Nastepnie, DNA jest zazwyczaj izolowane z zastosowaniem komercyjnie
dostepnych zestawdéw. Zgodnie z protokotami komercyjnie dostepnych zestawdéw do izolacji
genomowego DNA lizaty komdrkowe nanoszone sg na kolumny ze ztozem krzemionkowym lub
jonowymiennym. W ostatnim etapie DNA ulega wymyciu. W przypadku zastosowania kolumny
jonowymiennej eluat jest wysalany oraz zageszczany poprzez precypitacje alkoholowa (Kardjeva et
al., 2006, Ohst et al., 2015). DNA moze by¢ rowniez izolowane automatycznie. W takim przypadku,
lizaty mieszane sg z czasteczkami magnetycznymi, do ktorych wiaze si¢ DNA, po czym nastepuja
liczne etapy przemywania w celu eliminacji zanieczyszczen (Alexander et al., 2011, Wisselink et al.,
2011, Bergman et al., 2013). W danych literaturowych znajduja si¢ rowniez informacje, iz ekstrakcja
fenol-chloroform nadal jest stosowana (Garg et al., 2009, Verrier i Monod, 2017).

W 2017 roku przez zespdt Gnat et al. zostaly opublikowane niezwykle interesujace badania,
W ktorych porownano rézne metody izolacji DNA z hodowli. Najefektywniejsza metoda okazala sig
metoda izolacji DNA wykorzystujaca fenol-chloroform, a najmniej efektywne byty izolacje
z zastosowaniem komercyjnie dostgpnych zestawow (Gnat et al., 2017).

Wyjatkowo wazne, z klinicznego punktu widzenia, byto opracowanie metody, ktéra umozliwia
izolacje DNA bezposrednio z probek klinicznych, ktérymi sa paznokcie, wlosy lub skora. Metoda ta
wymagata by wydajno§¢ DNA byta jak najwicksza oraz by uwalniane w jej procesie z komorek DNA

mozna bylo stosowa¢ w reakcji PCR. Metoda ta obejmuje jedynie dwa etapy. W pierwszym etapie
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stosuje si¢ inkubacje probki w buforze w temperaturze 95°C, a w drugim etapie dodaje si¢ 2%
roztwor BSA i intensywnie miesza. Tak przygotowana mieszanina zawierajaca ,,uwolnione” DNA
moze by¢ stosowana w reakcji PCR (Brillowska-Dabrowska, et al., 2007). Jednakze, metoda ta
wymaga oddzielnego dodania osobnych buforow, co w rutynowej pracy laboratoryjnej,
a W szczegolnosci w laboratorium diagnostycznym wiaze si¢ z ryzykiem kontaminacji. Dodatkowo,
»uwolnione” DNA, znajduje si¢ w lizacie komdérkowym ze wszystkim zanieczyszczeniami, co moze

mie¢ wptyw np. na odezyt fluorescencji w reakcji Real-Time PCR.
1.3.6. Technika PCR w diagnostyce dermatomikoz

Jednym z testow diagnostycznych stosowanych w rutynowej pracy laboratoryjnej jest test
oparty na reakcji multipleks PCR, ktéry umozliwia wykrywanie dermatofitow (ang. pan-
dermatophyte), z jednoczesng identyfikacja T. rubrum, ktory jest gldownym patogenem powodujacym
infekcje grzybicze paznokci. Reakcja ta, w polaczeniu z szybka metodg izolacji DNA stosowang
w tym tedcie, jest pierwszg umozliwiajacg identyfikacje molekularng w zaledwie kilka godzin od
pobrania probki od pacjenta (Brillowska-Dabrowska et al., 2007). Przy zastosowaniu
opublikowanego uktadu przebadano 418 probek paznokci pobranych od pacjentdéw z podejrzeniem
grzybicy i poréwnano z identyfikacja metodami klasycznymi. Stosujac metode klasyczng
zidentyfikowano 63 probki pozytywne, natomiast reakcja multipleks PCR data wynik pozytywny
w przypadku 125 probek, z czego 116 byly to infekcje T. rubrum. Wyniki te wskazujg na duzo
wigkszg czutos¢ oraz specyficzno§é PCR w stosunku do metod konwencjonalnych (Spiliopoulou et
al., 2015). Test ten jest rowniez wykonywany rutynowo w Statens Serum Institut w Kopenhadze od
2005 roku.

Testem, ktory zostat wprowadzony do rutynowej pracy laboratoryjnej w Szkocji jest test oparty
na technice Real-Time PCR opracowany przez Alexander et al., DNA poddawane analizie izolowane
jest bezposrednio z probek pobranych od pacjentéw automatycznie przy zastosowaniu robota. Test
ten ogranicza si¢ do zidentyfikowania gatunku T. rubrum (Alexander et al., 2011).

Kolejnym testem, o ktéorym warto wspomnie¢ jest test umozliwiajacy identyfikacje
T. rubrum/T. violaceum przy zastosowaniu techniki PCR. Wyniki uzyskane z jego uzyciem zostaty
poréwnane z wynikami uzyskanymi z uzyciem technik klasycznych, obejmujacych bezposrednia
obserwacje mikroskopowa oraz hodowle. Zaobserwowano duzo wigksza czuto$¢ przy zastosowaniu
techniki PCR w poréwnaniu z metodami klasycznymi. Dla 40 probek skory uzyskano wynik
pozytywny w reakcji PCR, natomiast techniki klasyczne dawaty wynik ujemny. W 13 badanych
probkach skory, techniki klasyczne daty wynik pozytywny, a PCR wynik ujemny. W przypadku
opitkow paznokei wyniki byly podobne. W 47 probkach skoéry uzyskano wynik pozytywny w reakcji

PCR, a przy zastosowaniu technik klasycznych - wynik ujemny. Natomiast przy zastosowaniu
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techniki klasycznych uzyskano wynik pozytywny dla 8 probek, podczas gdy przy zastosowaniu
reakcji PCR uzyskano wynik ujemny (Brasch et al., 2011).

Jeden z testow diagnostycznych opracowany przez zespot Mehlig et al., stosowany w rutynowej
pracy laboratorium diagnostycznego umozliwia detekcje 1 roznicowanie najczesciej
identyfikowanych dermatofitow, patogennych drozdzakow oraz plesni wystgpujacych w centralnej
Europie przy zastosowaniu multipleks PCR. W teécie tym wykonywane sa dwie oddzielne reakcje
multipleks PCR. W pierwszej stosowane sa specyficzne startery dla: E. floccosum, M. canis,
N. gypsea, Trichosporon cutaneum, S. brevicaulis, Aspergillus spp., Candida spp. W drugiej reakcji
stosowane sag startery specyficzne dla: T. rubrum, T interdigitale, Trichophyton spp. W tym
przypadku rowniez wykazano, iz PCR dawal wynik pozytywny w probkach, w ktérych hodowla
dawala wynik ujemny, dotyczyto to 38 szczepow T.rubrum oraz 12 szczepow T. interdigitale
(Mehlig et al., 2014).

Kolejnym testem, o ktorym warto wspomnie¢ jest test umozliwiajacy wykrycie rodzaju
Trichophyton oraz identyfikacjc DNA M. canis i M. audouinii. Byt on testowany na modelu
zwierzecym, w ktorym wykorzystano 72 kawii domowych (Saunte et al., 2008). Test ten ma
niezwykle wazne znaczenie w przypadku grzybic skory i wlosow, poniewaz przedstawiciele tych
dwoch rodzajow stanowia gtéwna przyczyng zakazen.

Do wykrywania oraz identyfikacji dermatofitow zostata rowniez wykorzystana technika Real-
Time PCR. Opracowany test umozliwit wykrywanie dermatofitow oraz identyfikacje T. rubrum oraz
T. interdigitale na podstawie réznic w temperaturze topnienia produktow reakcji. Zastosowanie
techniki Real-Time PCR skraca czas analizy oraz zwigksza czulo$¢ detekcji w stosunku do
konwencjonalnych metod, dlatego tez jej stosowanie jest niezwykle istotne. Jednakze test ten
wymaga zautomatyzowanej procedury izolacji DNA, ktora jest niedostepna w wigkszosci
laboratoriéw diagnostycznych (Bergman et al., 2013).

W celu sprawdzenia czy technika Real-Time PCR moze by¢ wykorzystywana w rutynowej
pracy laboratoryjnej pordwnano ja z klasyczng reakcja PCR oraz konwencjonalnymi metodami
diagnostycznymi. Do tego celu wykorzystano wczesniej opisany test (Brillowska-Dgbrowska et al.,
2007). Przebadano 165 probek paznokei. 72 probki daty wynik pozytywny w bezposrednim badaniu
mikroskopowym, 49 w hodowli, 69 w klasycznym PCR, natomiast Real-Time PCR 78. Wszystkie
proébki pozytywne przy zastosowaniu klasycznego PCR byty pozytywne réwniez przy zastosowaniu
Real-Time PCR, natomiast 9 probek, ktore daty wynik pozytywny przy zastosowaniu Real-Time
PCR daty wynik ujemny w klasycznej reakcji PCR. Warto wspomnie¢, iz z tych 165 probek tylko
70 byto pobranych od pacjentdéw z podejrzeniem infekcji grzybiczej. Sposrdd tych 70 probek, dla 68
probek uzyskano wynik pozytywny w badaniu mikroskopowym, 49 w hodowli, 54 w klasycznym
PCR, a 61 przy zastosowaniu Real-Time PCR. Sposrdd 95 probek, ktore byly pobrane od osob bez


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Wstep teoretyczny

widocznych symptoméw chorobowych, 4 daty wynik pozytywny w badaniu mikroskopowym,
2 W hodowli, natomiast w klasycznym PCR az 15, a stosujac Real-Time PCR - 17. Wynik pozytywny
w przypadku probek pobranych od 0s6b bez widocznych symptomdéw moze wynikaé z faktu, iz
molekularne metody sg tak czute, ze wykrywaja infekcje w bardzo wczesnym stadium chorobowym,
w ktory nie sa jeszcze widoczne symptomy lub wykrywaja dermatofity jako sktadnik przejsciowej
mikroflory (Gong et al., 2016).

1.3.7. Genotypowanie

Genotypowanie jest metoda, ktora moze uzupehic¢ tradycyjna diagnostyke mikrobiologiczng
obejmujacg nie tylko identyfikacje gatunkowa, ale rdwniez roéznicowanie szczepdw w obrebie
gatunku. Do genotypowania dermatofitow moze by¢ stosowana metoda RAPD (ang. Random
Amplification of Polymorphic DNA) (Baeza i Giannini, 2004) wykazujaca $redni potencjat
roznicujacy. Jest to metoda opierajaca si¢ nareakcji PCR, ktora jest przeprowadzana na genomowym
DNA z zastosowaniem jednego badZ wielu starteréw o czgsto przypadkowej sekwencji, w wyniku
ktorej nastepuje amplifikacja fragmentéw réznych regiondéw genomu jednoczes$nie. Uzyskane
produkty tworzg unikalny, charakterystyczny dla danego szczepu profil. Przyktadem zastosowania
techniki RAPD jest opisane przez Baeza i Giannini w 2004 roku r6znicowanie gatunku T. rubrum.
W tym celu wykorzystano szes$¢ starterow o dtugosci 10 par zasad kazdy. Zastosowanie dwoch z nich
pozwolito na wykazanie wewnatrzgatunkowego polimorfizmu uzyskujac po pie¢ réoznych wzoréw
dla 10 testowanych izolatow (Baeza i Giannini, 2004). Jak donosi literatura, wcze$niejsze proby
wykorzystania metody RAPD do réznicowania wewnatrzgatunkowego T. rubrum nie wykazaty
znaczgcego polimorfizmu (Zhong et al., 1997, Liu et al., 2000). Wynika to z zastosowania
nieodpowiednich starteréw przytaczajacych si¢ w bardziej zakonserwowanych rejonach genomu
(Baeza i Giannini, 2004) lub tez moze wynika¢ z faktu, iz izolaty te posiadaly ten sam genotyp.
Metoda ta ma jednak liczne ograniczenia, nawet przy zastosowaniu rdznicujacych starterow,
uzyskiwany wynik zalezy od zastosowanych odczynnikow, ilosci uzytego DNA, a w skrajnych
przypadkach od uzytego termocyklera ze wzglgdu na réznice w szybko$ci zmian temperatury, przez

co porownywanie mi¢dzylaboratoryjne wynikow jest utrudnione.

Do identyfikacji gatunkowej oraz réznicowania czesto stosuje sie starter (GACA)4 (Faggi et al.,
2001, Shehata et al., 2008, Lott et al., 2010, Dobrowolska et al., 2011, Elavarashi et al., 2014). Starter
ten byl po raz pierwszy wykorzystany do réznicowania Cryptococcus neoformans (Meyer et al.,
1999). Zastosowanie tego startera w RAPD w przypadku T. mentagrophytes umozliwito wyrdznienie
roéznych genotypow natomiast w przypadku gatunkow M. canis, N. gypsea, T. rubrum, T. ajelloi oraz
E. floccosum nie uzyskano roznicowania wewnatrzgatunkowego. W oObrgbie gatunku

T. mentagrophytes zostaty wyréznione trzy profile produktow genotypowania, w pierwszym profilu
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znalazty si¢ szczepy wyizolowane od ludzi i zwierzat, natomiast w drugim i trzecim profilu izolaty
otrzymane tylko od ludzi (Faggi et al., 2001). Jednakze, w innych badaniach z wykorzystaniem
startera (GACA)s w RAPD nie zostalo wykazane réznicowanie nawet pomiedzy referencyjnymi
szczepami T. rubrum a T. mentagrophytes. Badania te miaty rowniez na celu réznicowanie szczepow
M. canis, jednakze spo$rod 45 izolatow zostal wyodrebniony tylko jeden profil, ktory byt taki sam

jak dla szczepu referencyjnego (Dobrowolska et al., 2011).

Do wewnatrzgatunkowego roznicowania genetycznego dermatofitow zostaly wykorzystane
réwniez takie metody jak PCR MP (ang. Melting Profiles) (Leibner-Ciszak et al., 2010), analiza
regionéw ITS (Jackson et al., 1999, Heidemann et al., 2010) czy tez analiza restrykcyjna rDNA
(Jackson et al., 2000). W przypadku M. canis do tej pory nie wykazano zréznicowania

wewnatrzgatunkowego.

W  publikacji Leibner-Ciszak et al., 2010 przedstawione =zostaly wyniki uzyskane
z wykorzystaniem metody PCR MP obejmujgce trzy bardzo istotne z klinicznego punktu widzenia
gatunki, T. rubrum, T. interdigitale oraz M. canis. Te same szczepy zostaly poddane analizie metodg
RAPD. Roznicowanie zakonczyto si¢ sukcesem dla T. rubrum - wyodregbniono 5 genotypow sposrod
11 badanych izolatéw obiema metodami, jednakze w przypadku PCR MP udato si¢ wyodrebni¢ tylko
jeden genotyp. Dla T. interdigitale wyodr¢bniono 7 genotypow z 40 badanych izolatow metodg PCR
MP, 3 genotypy wsrod izolatow otrzymanych z oSrodka w L.odzi (Polska), 3 genotypy z osrodka w
Kopenhadze (Dania), oraz inny genotyp dla szczepu referencyjnego (CBS 120357) RAPD wykazato
mniejszy potencjal réznicujacy wyodrebniajgc 4 genotypy. Dla M. canis ustalono tylko jeden
genotyp wspdlny dla 14 badanych izolatow (Leibner-Ciszak et al., 2010).

Inng metodg stosowang w celu genotypowania jest analiza profili restrykcyjnych regionéw
ITS rybosomalnego DNA grzyboéw. W pierwszym etapie przeprowadzona jest reakcja PCR
z zastosowaniem starterOw o nazwie ITS 11 ITS 4 (White et al., 1990) w wyniku czego nastepuje
amplifikacja obszaru ITS 1, 5.8S oraz ITS 2. Nastepnie, produkt reakcji zostaje poddany dziataniu
enzymu Mval (Jackson et al., 1999). Analiza regionéow ITS umozliwia uzyskanie profili
elektroforetycznych charakterystycznych dla danych gatunkéw, jednakze nie umozliwia ona
rozrdznienia pomiedzy blisko spokrewnionymi gatunkami takimi jak T. violaceum, a T. rubrum czy

tez T. mentagrophytes a T. schoenleinii. (Jackson et al., 1999, Shehata et al., 2008).
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2. Cel i zakres pracy

Jednym =z najwazniejszych etapow diagnostyki molekularnej jest uzyskanie DNA
patogenow odpowiedzialnych za infekcje. Niestety, jest to etap limitujgcy diagnostyke molekularng
grzybow, poniewaz izolacja DNA jest czasochtonna i kosztowna. Celem niniejszej pracy badawczej
bylto znalezienie szybkiej metody umozliwiajacej izolacje DNA zaréwno z grzybni, jak i probek
klinicznych oraz zaprojektowanie uktadu Real-Time PCR, ktory w pierwszym etapie wykrywatby
DNA wszystkich dermatofitow, a w kolejnym etapie zapewnialby identyfikacje gatunkowa.

Do zrealizowania celu pracy konieczne byto zrealizowanie nastepujgcych zadan:

1. Sprawdzenie mozliwo$ci wykorzystania DNA przygotowanego dwuetapowa metoda opisang
wczesniej (Brillowska-Dgbrowska et al., 2007) w reakcji Real-Time PCR.

2. Opracowanie algorytmu identyfikacji gatunkowej dermatofitbw wraz z jego poszczegdlnymi
etapami, w ktorych wykorzystywane jest DNA wyizolowane opublikowang metoda
(Brillowska-Dabrowska et al., 2007):

» opracowanie protokotu wykorzystania uktadu Real-Time PCR wykrywajacego wszystkie
dermatofity;

» opracowanie protokotu wykorzystania uktadu Real-Time PCR wykrywajacego gatunek
T. rubrum z zastosowaniem starterow wczesniej opublikowanych (Brillowska-Dgbrowska
et al., 2007);

» zaprojektowanie starterdw umozliwiajgcych  specyficzng identyfikacje  gatunku
E. floccosum oraz opracowano protokot wykorzystania uktadow PCR oraz Real-Time PCR
wykrywajacych gatunek E. floccosum;

» zaprojektowanie starterow umozliwiajacych specyficzng identyfikacje gatunkéw
nalezagcych do kompleksu M. otae, opracowanie protokotow wykorzystujacych uktady PCR
oraz Real-Time PCR wykrywajacy specyficznie gatunek M. canis oraz osobno protokotu
wykrywajacego specyficznie gatunek M. audouinii;

» zaprojektowanie starterow umozliwiajacych specyficzng identyfikacje gatunkéw
nalezacych do kompleksu T. mentagrophytes, opracowanie protokotu wykorzystujagcego
uktady PCR oraz Real-Time PCR wykrywajacy specyficznie gatunek T. mentagrophytes
oraz osobno protokotu wykrywajacego specyficznie gatunek T. interdigitale.

3. Opracowanie nowej, enzymatycznej metody przygotowania DNA bezposrednio z hodowli oraz
probek klinicznych do reakcji PCR oraz Real-Time PCR.
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3. Materialy

3.1. Izolaty

W niniejszej pracy wykorzystano 246 izolatow grzyboéw. Ich pochodzenie zostato
przedstawione w Tabeli 1. Zostaly one zidentyfikowane metodami klasycznej diagnostyki

z wykorzystaniem metod makro- oraz mikroskopowych
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Tabela 1. Zestawienie izolatow wykorzystanych w niniejszej pracy

Rodzaj Gatunek Szczep Pochodzenie
DERMATOFITY
Epidermophyton E. floccosum EF1-EF 15 kliniczne, Kopenhaga (Dania)
M. audouinii MA1-MA4 kliniczne, Kopenhaga (Dania)
) MA5 BCCM
MC1-MC3 kliniczne, Gdansk (Polska)
MC 4 - MC 6 kliniczne, Gdansk (Polska)
M. canis MC 7-MC 13  weterynaryjne, Warszawa (Polska)
Microsporum ' MC 14-MC 71 kliniczne, Gdansk (Polska)
MC 72 - MC 74 kliniczne, Kopenhaga (Dania)
MC 75, MC 76 BCCM
N. gypsea MG 1 kliniczne, Kopenhaga (Dania)
MG 2 weterynaryjne, Warszawa (Polska)
M. ferrugineum MF kliniczne, Gdansk (Polska)
. - TI1 kliniczne, Kopenhaga (Dania)
T. interdigitale TI2,T13 BCCM
TM1-TM 4 kliniczne, Gdansk (Polska)
TM5-TM 13  weterynaryjne, Warszawa (Polska)
T. mentagrophytes ™ 14 NCPF224
TM 15-TM 59 kliniczne, Gdansk (Polska)
Trichophyton TM 60, TM 61 o BCCM _
T rubrum TR1-TR11 k|ln.IC.ZI’le, Kopenhaga (Dania)
TR12-TR53 kliniczne, Gdansk (Polska)
T. soudanase TS1 kliniczne, Kopenhaga (Dania)
A. insingulare All1-Al7 kliniczne, Kopenhaga (Dania)
T. tonsurans TTol-TTo4 kliniczne, Kopenhaga (Dania)
T. violaceum TVio 1, TVio 2 kliniczne, Kopenhaga (Dania)
T. verrucosum TV1,TV2 kliniczne, Kopenhaga (Dania)
NIE-DERMATOFITY
Acremonium A. charticola Gdansk (Polska)
A. kiliense Gdansk (Polska)
Alternaria A. alternata Gdansk (Polska)
Candida C. albicans kliniczne, Gdansk (Polska)
C. glabrata kliniczne, Gdansk (Polska)
C. kruzei kliniczne, Gdansk (Polska)
Fusarium F. culmorum Gdansk (Polska)
F. oxysporum Gdansk (Polska)
Mucor M. circinelloides Gdansk (Polska)
M. racemosus Gdansk (Polska)
Penicillium P. verrucosum Gdansk (Polska)
Rhizosporus R. oligosporus Gdansk (Polska)
R. oryzae Gdansk (Polska)
Scopulariopsis S. brevicaulis Kliniczne, Gdansk (Polska)
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3.2. Odczynniki, materialy oraz aparatura
3.2.1. Hodowla dermatofitow

e Podloze Sabouraud (SGA), pH 5.6 (BTL Zaktad Enzymoéw i Peptonéw) o sktadzie:
o 20 g dekstroza
o 59 pepton
o 10gagar
o woda destylowana do 500 ml

e Szalki Petriego (Scienceplast)
3.2.2.1zolacja DNA

e Bufor A:

o 60 mM NaHCO3 (POCH)

o 250 mM KCI (POCH)

o 50 mM TRIS (pH 9,5) (POCH)
e Bufor B: 2% BSA (Sigma Aldrich)

3.2.3.Zaprojektowane w ramach doktoratu sekwencje starterow Pan-dermatofitowy Real-
Time PCR

e Gotowe mieszaniny do reakcji Real-Time PCR:
o Real-Time 2xPCR Master Mix SYBR® zestaw A (A&A Biotechnology)
o Real-Time 2xPCR Master Mix SYBR® zestaw B (A&A Biotechnology)
o Real-Time 2xPCR Master Mix SYBR® zestaw C (A&A Biotechnology)
o Real-Time HS 2xPCR Master Mix EvaGreen® (A&A Biotechnology)
o StartWarm 2xPCR Master Mix (A&A Biotechnology)
e Termocykler LightCycler® Nano (Roche)
e  Zastosowane startery (Genomed):
o panDermFor 5° GAA GAA GAT TGT CGT TTG CAT CGT CTC 3’(Brillowska-
Dabrowska et al., 2007)
o panDermRev 5° CTC GAG GTC AAA AGC ACG CCA GAG 3’ (Brillowska-
Dgbrowska et al., 2007)

3.2.4. Przygotowanie fragmentéw DNA do sekwencjonowania

e Gotowa mieszanina do reakcji Real-Rime PCR: 2xPCR Mix Plus High GC (A&A
Biotechnology)
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e  Zastosowane startery (Genomed):
o ITS15 TCC GTA GGT GAA CCT GCG G 3’ (White et al., 1990)
o ITS45 TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 3’ (White et al., 1990)

e Agaroza (Blirt)

e Bufor TAE (Bio-Rad)

e Bromek etydyny (Polgen)

e Zestaw Gel-Out (A&A Biotechnology)

e Termocykler GeneAmp® PCR System 2400 (Perkin Elmer)

3.2.5. Trichophyton rubrum-specyficzny Real-Time PCR

e Gotowe mieszaniny do reakcji PCR oraz Real-Time PCR:
o Real-Time 2xPCR Master Mix SYBR® zestaw A (A&A Biotechnology)
o Real-Time 2xPCR Master Mix SYBR® zestaw B (A&A Biotechnology)
o Real-Time 2xPCR Master Mix SYBR® zestaw C (A&A Biotechnology)
e Termocykler LightCycler® Nano (Roche)
e  Zastosowane startery (Genomed):
o TRFor 5 TCT TTG AAC GCA CAT TGC GCC 3’(Brillowska-Dabrowska et al.,
2007)
o TRFor 5 CGG TCC TGA GGG CGC TGA A 3’ (Brillowska-Dgbrowska et al.,
2007)

3.2.6. Epidermophyton floccosum-specyficzny Real-Time PCR

e Gotowe mieszaniny do reakcji PCR oraz Real-Time PCR:
o 2XPCR Mix Plus High GC (A&A Biotechnology)
o Real-Time 2xPCR Master Mix SYBR® zestaw A (A&A Biotechnology)
e Termoblok Red Hot 35 (DNA Gdansk)
e Termocykler GeneAmp® PCR System 2400 (Perkin Elmer)
e Termocykler LightCycler® Nano (Roche)
e Zaprojektowane w ramach doktoratu sekwencje starterow (Genomed):
o EFFor5” GAT TCT CAG AAA TTC TAC GAA ATC TCC 3’
o EFRev5 GTC CCC TCC ACCTTT CTCCTCTC 3’

3.2.7.1dentyfikacja gatunkéw kompleksu A. otae

e Gotowe mieszaniny do reakcji PCR oraz Real-Time PCR:
o 2xPCR Mix Plus High GC (A&A Biotechnology)


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Materialty

o Real-Time 2xPCR Master Mix SYBR® zestaw A (A&A Biotechnology)
Termoblok Red Hot 35 (DNA Gdansk)
Termocykler GeneAmp® PCR System 2400 (Perkin Elmer)
Termocykler LightCycler® Nano (Roche)
Zaprojektowane w ramach doktoratu sekwencje starterow (Genomed):
o MCFor 5 AAC GAG CGT CGA GTT TCA TAA CCC 3’
o MCRev 5’ GTT AGT ATT CTG CTG AAG AGA AGG GC 3’
o MAtubFor 5> AAC GAG CGT CGA GTT TCA TAA TCT 3’
o MARev 5 GTT AGT ATT CTG CTG AAG AGA AAG GGT 3’

3.2.8. Genotypowanie

Gotowa mieszanina do reakcji PCR 2xPCR Mix Plus High GC (A&A Biotechnology)
Termocykler GeneAmp® PCR System 2400 (Perkin Elmer)
Agaroza (Blirt)
Bufor TAE (Bio-Rad)
Bromek etydyny (Polgen)
Kuchenka mikrofalowa (Samsung)
Zestaw do elektroforezy agarozowej Multi Sub Choice (Cleaver Scientific Ltd)
Transiluminator UV UV-953 (JW ELECTRONIC)
Zastosowane startery (Genomed):
o GACA 5 GAC AGA CAG ACA GAC A 3’ (Meyer et al., 1999)
o OPEI18 5" GGA CTG CAG A 3’ (Saran et al., 2008)
o OPEO03 5” CCA GAT GCA C 3’ (Saran et al., 2008)
o OPZ105” GTG CGA GCA A 3’ (Rawashdeh i Amri, 2006)
o RAPDI254 ‘CCG CAG CCA A 3’ (Johnson et al., 2004)
o RAPDI1247 5 AAG AGC CCG T 3’ (Johnson et al., 2004)
o RAPDI281 5> AAC GCG CAA C 3’(Johnson et al., 2004)
o NSI 5 GTA GTC ATA TGC TTG TCT C 3’ (Sivakumaran et al., 2002)
o LR3R 5’ GTC TTG AAA CAC GGA CC 3’ 9 (Hopple i Vilgalys, 1999)
o LR75 TAC TAC CAC CAA GAT CT 3’ (Bunyard et al., 1996)
o LR145 AGC CAA ACT CCC CAC CTG 3’ (Hopple i Vilgalys, 1999)
o 4241R 5 GCG CAG ATC CTT CAG TTG AT 3’ (Chantratita et al., 2011)
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3.2.9. Identyfikacja gatunkéw kompleksu T. mentagrophytes

3.2.10.

Gotowe mieszaniny do reakcji PCR oraz Real-Time PCR:
o 2xXPCR Mix Plus High GC (A&A Biotechnology)
o Real-Time 2xPCR Master Mix SYBR® zestaw A (A&A Biotechnology)
Termoblok Red Hot 35 (DNA Gdansk)
Termocykler GeneAmp® PCR System 2400 (Perkin Elmer)
Termocykler LightCycler® Nano (Roche)
Zaprojektowane w ramach doktoratu sekwencje starterow (Genomed):
o TMFor5° AGG CCG GAG GCT GGC CCCCCA C3’
o TMRev 5’ GCG CGG TCC AGC GTT GAG CCA CTA 3

Nowa metoda izolacji DNA

10 pl proteinazy K (20 mg/ml), 90 ul buforu (60 mM NaHCO3, 250 mM KCI, 50 mM TRIS,
pH 9,5)
20 ul proteinazy K (20 mg/ml), 90 pl buforu (60 mM NaHCOs3, 250 mM KCI, 50 mM TRIS,
pH 9,5)
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4. Metody

4.1. 1zolacja DNA

DNA stosowane do analiz izolowano tzw. krotka metoda izolacji (Brillowska-Dabrowska et al.,
2007; Brillowska-Dgbrowska et al., 2010). Do probowki typu Eppendorf zawierajacej probke, ktora
stanowit fragment grzybni Iub fragment skory, wlosow albo paznokcia dodawano 100 pl Buforu A
(60 mM NaHCO3, 250 mM KClI and 50 mM Tris, pH 9,5). Nastepnie probéwke inkubowano przez
10 min w temperaturze 95°C po czym dodawano 100 ul Buforu B (2% BSA — albumina surowicy
krwi bydlecej). Probke mieszano z uzyciem worteksu przez 5 sekund. Tak przygotowane DNA byto
gotowe do analizy iprzechowywane w 4°C. Ze wzgledu na sposob przygotowywania DNA,
w ktérym nie nastgpuje odseparowanie DNA od pozostalych elementow komorkowych, nie

okreslano jego stezenia.

4.2.Real-Time PCR

Reakcja Real-Time PCR prowadzona byta w termocyklerze LightCycler Nano® (Roche).
Sktad mieszaniny reakcyjnej stosowanej w reakcjach Real-Time PCR opisany w rozdziale

Materiaty 3.2.3 zostat przedstawiony w Tabeli 2.

Tabela 2. Sklad mieszaniny reakeyjnej do Real-Time PCR

Odczynnik Objetosé [ul]
Gotowa mieszanina reakcyjna 10
Starter For 10 mM
Starter Rev 10 mM
Jalowa woda
Matryca DNA

N O - -

4.3. Pan-dermatofitowy Real-Time PCR

W pan-dermatofitowym Real-Time PCR uzyto starterow panDermFor i panDermRev, ktore
wykrywaja fragment DNA kodujacy syntaze chitynowa 1. W pierwszym etapie zostat
przeprowadzony wybdr komercyjnie dostepnej mieszaniny reakcyjnej, ktora znalazta zastosowanie
we wszystkich dalszych etapach pracy. Profil reakcyjny przedstawiony zostat w Tabeli 3, sktad
gotowej mieszaniny reakcyjnej w Tabeli 2 (rozdziat Metody 4.2), a komercyjne mieszaniny ktore

zostaly przebadane oraz zastosowane startery wymienione zostaly w rozdziale Materiaty 3.2.3..
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Tabela 3. Profil temperaturowo-czasowy reakcji Real-Time PCR zastosowany przy wyborze gotowej mieszaniny reakcyjnej

czas trwania

temp [°C] skok [°C/s] [s] ilos¢ cykli

inkubacja wstepna 95 5 300 1

denaturacja 95 5 10
3 stopniowa przylaczanie

amplifikacja starterow 60 4 10 40
wydtuzanie 72 5 15

denaturacja amplikonow 95 5 15 1

krzywa topnienia 60 4 20 L

95 0.1 20 1

chlodzenie 40 5 300 1

Do dalszych etapow pracy zostata wybrana mieszanina Real-Time 2xPCR Master Mix SYBR®
zestaw A (A&A Biotechnology). Nastepnie, dobrano temperatur¢ przylaczania starterow —
przetestowano nastepujace temperatury: 55, 58, 60 oraz 62°C. Poniewaz, ze wzrostem temperatury
nie obserwowano zwigkszenia si¢ specyficzno$ci, wybrano temperaturg 55°C. Ze wzgledu na brak
powtarzalno$ci wynikéw zwigkszono czasy trwania 3 stopniowej amplifikacji o 5 sekund kazdy, co
wyeliminowato problemy z powtarzalnoscig reakcji. Wybrany profil temperaturowo-czasowy zostat
przedstawiony w Tabeli 4. Temperatura topnienia powstatych amplikonow w zakresie temperatur od

87 do 92°C wskazywata na obecnos¢ DNA dermatofitow w badanej probce.

Tabela 4. Profil ttmperaturowo-czasowy reakcji pan-dermatofitowego Real-Time PCR

czas trwania

temp [°C] skok [°C/s] [s] ilo$¢ cykli

inkubacja wstepna 95 5 300 1
denaturacja 95 5 15

3 stopniowa przylaczanie 55 4 15 40

amplifikacja starterOw

wydtuzanie 72 5 25

denaturacja amplikonéw 95 5 15 1

krzywa topnienia 60 4 20 L

95 0.1 20 1

chlodzenie 40 5 300 1

4.4. Genotypowanie

Do genotypowania zastosowano technike RAPD, przetestowano 12 starteréw, kazdy w
oddzielnej reakcji (Materiaty 3.2.8). DNA zostalo uzyskane w wyniku uzycia szybkiej metody
izolacji DNA (Brillowska-Dabrowska et al., 2007). Izolaty oraz ich pochodzenie opisano w Tabeli 1
(rozdziat Materiaty 3.1). Profil temperaturowo-czasowy, od ktoérego rozpoczeto doboér najbardziej
efektywnych parametréow przedstawiony jest w Tabeli 5, a mieszanina reakcyjna w Tabeli 6.

Produkty reakcji byly rozdzielane w 2% zelu agarozowym i wizualizowane w s$wietle UV.
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Tabela 5. a) Profil temperaturowo-czasowy PCR zastosowany technice RAPD. b) Profil temperaturowo-czasowy PCR w technice RAPD zastosowany
do genotypowania gatunku E. floccosum z uzyciem startera RAPD1254

a) temp [°C] czas [s] ilos¢ cykli b) temp [°C] czas[s] ilos¢ cykli

95 300 1 95 300 1
95 45 95 45

37 60 35 40 60 35
72 90 72 90

72 600 1 72 600 1
4 0 1 4 0 1

Tabela 6. Skfad mieszaniny reakcyjnej stosowanej w technice RAPD z zastosowaniem gotowej mieszaniny

Odczynnik Objetosé [nl]
Gotowo mieszanina reakcyjna 10
Starter 10 mM 2
Jalowa woda 6
Matryca DNA 2

4.4.1. Genotypowanie M. canis

W celu zbadania réznorodno$ci genetycznej gatunku M. canis zastosowano 12 réznych
starterow (kazdego oddzielnie): GACA 5° (Meyer et al., 1999), OPE18 (Saran et al., 2008), OPE03
(Saran et al., 2008), OPZ10 (Rawashdeh i Amri, 2006), RAPD1254 (Johnson et al., 2004),
RAPD1247 (Johnson et al., 2004), RAPD1281 (Johnson et al., 2004), NS1 (Sivakumaran et al.,
2002), LR3R (Hoppe i Vilgalys, 1999), LR7 (Bunyard et al., 1996), LR14 (Hopple i Vilgalys, 1999)
oraz 4241R (Chantratita et al., 2011). Profil temperaturowo-czasowy przedstawiono w Tabeli 5a
(rozdziat Metody 4.4).

4.4.2. Genotypowanie E. floccosum

W celu wyodrebnienia réznych genotypéw E. floccosum zastosowano 3 rozne startery: GACA
(Meyer et al., 1999), OPE18 (Saran et al., 2008) oraz RAPD1254 (Johnson et al., 2004). Profil
temperaturowo-czasowy zostat przedstawiony w Tabeli 5a (rozdziat Metody 4.4). Dla startera
RAPD1254 zmieniono temperaturg przylaczania startera 37 na 40°C, a pozostale parametry reakcji
pozostaty bez zmian (Tabela 5b, Metody 4.4).

4.4.3. Genotypowanie T. rubrum

W celu wyodrgbnienia réznych genotypow T. rubrum zastosowano oddzielnie 3 startery:
GACA (Meyer et al., 1999), RAPD1254 (Johnson et al., 2004) oraz OPE18 (Saran et al., 2008).

Profil temperaturowo-czasowy zostat przedstawiony w Tabeli 5a (rozdziat Metody 4.4).
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4.4.4, Genotypowanie T. mentagrophytes

W celu wyodrebnienia roznych genotypow T. mentagrophytes zastosowano oddzielnie
2 startery: GACA (Meyer et al., 1999) i RAPD1254 (Johnson et al., 2004). Profil temperaturowo-
czasowy zostal przedstawiony w Tabeli 5a (rozdziat Metody 4.4).

4.5. Sekwencjonowanie

W celu potwierdzenia przynaleznosci izolatow do gatunkéw M. canis, T. rubrum oraz
T. mentagrophytes przeprowadzono reakcj¢ PCR z zastosowaniem starteréw ITS1 i ITS4 wybranych
izolatow (sekwencje przedstawione w rozdziale Materialy 3.2.4), produkty zostaty rozdzielone na
1% zelu agarozowym, wyciete, a DNA oczyszczone przy uzyciu zestawu do izolacji DNA z zeli
agarozowych. Sekwencjonowanie zostato przeprowadzone w firmie Genomed. Uzyskane rezultaty
poréownano z baza danych zawierajacg 125 sekwencji ITS1, 5.8 S, ITS2 gatunkéow dermatofitow
stworzong przeze mnie na podstawie danych dostepnych w bazie CBS KNAW z uzyciem programu

Vector NTI (Invitrogen).

4.6. Trichophyton rubrum-specyficzny Real-Time PCR

Celem molekularnym starteréw wykorzystanych w T. rubrum-specyficznej Real-Time PCR:
TRFor i TRFor byt region ITS (Brillowska-Dgbrowska et al., 2007). Ich sekwencje zostaty
przedstawione w rozdziale Materiaty 3.2.5. Sktad mieszaniny reakcyjnej zostal przedstawiony
w Tabeli 2 (rozdziat Metody 4.2). W wyniku doboru najbardziej efektywnych parametréw ustalono
profil temperaturowo-czasowy zaprezentowany w Tabeli 7. Temperatura topnienia powstatych
amplikonéw w zakresie temperatur od 92 do 93°C wskazywata na obecno$¢ DNA T. rubrum

w badanej probce.

Tabela 7. Profil temperaturowo-czasowy reakgji T. rubrum-specyficznego Real-Time PCR

temp [°C] skok [°C/s] czas trwania [s] = ilo§¢ cykli

inkubacja wstepna 95 5 300 1
denaturacja 95 5 15

3 stopnlow_a przy}a{cz’ame 62 4 15 40

amplifikacja starter6w

wydtuzanie 72 5 25

denaturacja amplikonéw 95 5 15 1

krzywa topnienia 60 4 20 !

95 0.1 20 1

chlodzenie 40 5 300 1
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4.7. ldentyfikacja izolatéw gatunku E. floccosum

W celu opracowania sekwencji starteréw, umozliwiajacych identyfikacje gatunku E. floccosum
poréownano rozne sekwencje DNA dermatofitow znajdujacych si¢ w bazie NCBI przy pomocy
programu Vector NTI. Jako cel molekularny wybrano region ITS, a zaprojektowane startery
zaprezentowano w rozdziale Materialy 3.2.6.. Fragment poréwnania sekwencji DNA

reprezentatywnych szczepow gatunkow dermatofitow zostato zaprezentowane ponize;.
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(A)

E. floccosum AF168130 (204) GAAGGATGCCCCGGCGGGGTTGATC AGCGCTCGCCG
E. floccosum EU200372 (160) GAAGGATGCCCCGGCGGGGTTGATC AGCGCTCGCCG
N. gypsea A. gypseum AF168128 (184)
M. audouinii FJ479793 (183)
M. canis AF168127 (227)
M. ferrugineum AJ252335 (226)
A. insingulare AJ877211 (172)
T. rubrum FJ356084 (155)
T. violaceum EU181450 (177)
T. verrucosum AF168126 (193)
T. mentagrophytes 7298000 (195)
T. schoenleinii AJ853757 (151)
T. interdigitale AB193720 (171)
T. interdigitale AF170461 (305)
T. tonsurans AB094062 (161)
Consensus (351) CCGGCG GCCTCT TTT G GGCTC AC GCTGGACCGCGCCCGCCGGAGG
421 490
E. floccosum AF168130 (274) AZ GTGGTITCAGTCTGAGCG!
E. floccosum EU200372 (230) AR GTGGTTCAGTCTGAGCG
N. gypsea A. gypseum AF168128 (223) TICCGTCTGAGCG
M. audouinii FJ479793 (236) ATACCGTCTGAGCG—--
M. canis AF168127 (280) ATACCGTCTGAGCG--
M. ferrugineum AJ252335 (279) ATACCGTCTGAGCG--
A. insingulare AJ877211 (218) -GGCCGTCTGAGCGT -
T. rubrum FJ356084 (204) GTCTGAGCG]
T. violaceum EU181450 (226) GTCTGAGCG
T. verrucosum AF168126 (240) A GTCTGAGCG
T. mentagrophytes Z98000 (245) GTCTGAGCG
T. schoenleinii AJ853757 (201) GTCTGAGCG]
T. interdigitale AB193720 (221) GTCTGAGCG
T. interdigitale AF170461 (355) GTCTGAGCG]
T. tonsurans AB094062 (213) GTCTGAGCG!
Consensus (421) ACAGAC C AA AAA A TCTCT GAAGAGCTGTCAGTCTGAGCGTT AGCAAGCAAAA TCAG

491 560
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(B)

E. floccosum AF168130

E. floccosum EU200372

N. gypsea A. gypseum AF168128
M. audouinii FJ479793

M. canis AF168127

M. ferrugineum AJ252335

A. insingulare AJ877211

T. rubrum FJ356084

T. violaceum EU181450

T. verrucosum AF168126

T. mentagrophytes 798000

T. schoenleinii AJ853757

T. interdigitale AB193720

T. interdigitale AF170461

T. tonsurans A. equinum AB094062
Consensus

TGCAT
TGCAT

771

CIGT

TT

TTCTCG

--GT
--GT
--GT

Ccccce TCC

CCGGG.

CCGGG
TCCAGG!
GCTTAGGGG
GCTTAGGGG
GCTTAGGGG

GAGAAAGGTGGA
GAGAAAGGTGGA

GTGGGAGGGAG-G
GTGGGAGGGAG-G
GTGGGAGGGAG-G

GCGCC
GCGCC
GCGCC
GCGCC
GCGCC
GCGCC

[N NON))

GAAAAGCAGTGGCTAGGCCGCGACTTCGGCGCCTGAGCGAATGGGATTTCCAGCG

CTCG

G
G
G
G
G
G
G
G

T GGGG GC

GCGCC
GCGCC
GCGCC
GCGCC
GCGCC
GCGCC
GCGCC
GCGCC
GGGACGCGCCCGAAAAGCAGTGGCCAGGCCGC
840

NN NONONONON)]

Rys 20. Poréwnanie sekwencji regionu ITS réznych gatunkow dermatofitow. Pogrubieniem zaznaczono obszar, w ktorym znajduje si¢ sekwencja startera (A) EFFor (B) EFRev.
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W poprzednich podrozdziatach (Metody 4.3, Metody 4.6), w ktorych opisywane byty protokoty
oparte na reakcji Real-Time PCR nie opracowywano uktadu wykorzystujacego klasyczng metody
PCR do wykrywania dermatofitoéw (rozdziat Metody 4.3) oraz do wykrywania gatunku T. rubrum
(rozdziat Metody 4.6) poniewaz wykorzystano testy opracowane przez Brillowska-Dabrowska, et
al., (Brillowska-Dabrowska, et al., 2007). Natomiast, w przypadku identyfikacji E. floccosum uktady
takie nie zostaly opisane ani przy zastosowaniu Real-Time PCR, ani PCR, a specyficzne startery

stosowane w obu protokotach zostaty opracowane w ramach doktoratu.

4.7.1. Gatunkowo-specyficzny PCR

Sktad mieszaniny reakcyjnej zostat przedstawiony w Tabeli 2 (rozdzial Metody 4.2). W celu
dobrania najbardziej efektywnych parametrow reakcji sprawdzono nastgpujace temperatury
przyltaczania starterow: 58, 60, 62°C. Wraz ze wzrostem temperatury nie zaobserwowano wyzszej
specyficznosci, dlatego wybrano temperature 58°C. Ustalony profil temperaturowo-czasowy zostat
przedstawiony w Tabeli 8 (rozdziat Metody 4.7.1). Produkty reakcji rozdzielano w 1,5% zelu
agarozowym, wielko$¢ specyficznego produktu wynosita 318 pz.

Tabela 8. Profil temperaturowo-czasowy zastosowany w E. floccosum-specyficznym PCR

temp [°C] czas [s] ilosé cykli

94 300 1
94 30

58 30 45
72 30

72 300 1
4 0 1

4.7.2. Gatunkowo-specyficzny Real-Time PCR

W celu dobrania najbardziej efektywnych parametréw reakcji Real-Time PCR przeprowadzono
reakcje z zastosowaniem roéznych temperatur przytaczania starteréw. Sprawdzono temperatury 58,
60 oraz 62°C. Ze wzrostem temperatury nie zaobserwowano wzrostu specyficzno$ci, dlatego tez
wybrano temperature 58°C. Profil temperaturowo-czasowy przedstawiony zostat w Tabeli 9. Sktad
mieszaniny reakcyjnej zostal przedstawiony w Tabeli 2 (rozdzial Metody 4.2). Temperatura
topnienia powstatych amplikonow w zakresie temperatur od 88.9 do 89,5°C wskazywata na

obecnos¢ DNA E. floccosum w badanej probcee.
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Tabela 9. Profil temperaturowo-czasowy reakgji E. floccosum-specyficznego Real-Time PCR

temp [°C] skok [°C/s] czas trwania [s] ilos¢ cykli

inkubacja wstepna 95 5 300 1
denaturacja 95 5 15

3 stopniowa przylaczanie 58 4 15 40

amplifikacja starterOw

wydtuzanie 72 5 25

denaturacja amplikonow 95 5 15 1

krzywa topnienia gg 041 ;8 i

chlodzenie 40 5 300 1

4.8. Identyfikacja gatunkow nalezacych do kompleksu Arthroderma otae

W celu opracowania sekwencji starteréw, umozliwiajacych identyfikacje gatunkow nalezacych
do kompleksu A. otae, poddano analizie dostepne w bazie NCBI sekwencje réznych gendéw
dermatofitéw z wykorzystaniem programu Vector NTI. Analiza ta pozwolita wytypowa¢ gen f3-
tubuliny jako cel molekularny. Dalsza analiza, ktorej fragment przedstawiono na Rys. 21 umozliwita
opracowanie starterow stuzacych do identyfikacji gatunkowej M. canis oraz identyfikacji

M. audouinii/M. ferrugineum, ktérych sekwencje przedstawiono w rozdziale Materiaty 3.2.7..
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GCATGAACGTCTACTTCAACGAGGTTGGCACAACCAAAGCCCTT-CTCTTCAGCAGAATACTAACTCATT
GCATGAACGTCTACTTCAACGAGGTTGGCACAACC CCCTTTCTCTTCAGCAGAATACTAACTCATT
GCATGAACGTCTACTTCAACGAGGTTGGCACAACC CCCTTTCTCTTCAGCAGAATACTAACTCATT
GTATGAACGTCTACTTCAACGAGGT GCACIACC CCCTT-TCCTTCAGCAGCATACTAACTCATT
TGAACGTCTACTTCAACGAGGTGTGCACTACC CCCTT-CCCTTCAGCAGCATACTAACTCATT
TG. GTCTACTTCAACGAGGTGTGCACGACC CCCTT-CCCTTCAGCAGCATACTAACTCATT
TG. GTCTACTTCAACGAGGTGTGCACGACC CCCTT-CCCTTCAGCAGCATACTAACTCATT
TG. GTCTACTTCAACGAGGTGTGCACGACC CCCTT-CCCTTCAGCAGCATACTAACTCATT
TG. GTCTACTTCAACGAGGTGTGCACGACC CCCTT-CCCTTCAGCAGCATACTAACTCATT
TG. GTCTACTTCAACGAGGTGTGCACGACC CCCTT-CCCTTCAGCAGCATACTAACTCATT
TG. GTCTACTTCAACGAGGTGTGCACGACC CCCTT-CCCTTCAGCAGCATACTAACTCATT
TG. GTCTACTTCAACGAGGTGIGCACGACC CCCTT-CCCTTCAGCAGCATACTAACTCATT
GCATG. GTCTACTTCAACGAGGTGIGCACGACC CCCTT-CCCTTCAGCAGCATACTAACTCATT
GCATGAATGTCTACTTCAACGAGGTGTGCACGACCAAGACCCTT CCCTTCAGCAGCATACTAACTCATT
631 700
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Rys 21. Porownanie sekwencji regionu p-tubuliny réznych gatunkéw dermatofitow. Pogrubieniem zaznaczono obszar, w ktorym znajduje si¢ sekwencja startera (A) MCFor i MAtubFor,

(B) MCRev i MARev.
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4.8.1. Gatunkowo-specyficzny PCR

Sktad mieszaniny reakcyjnej zostal przedstawiony w Tabeli 2 (rozdziat Metody 4.2).
Zastosowanie w reakcji PCR starteréw MAtubFor oraz MARevV (rozdziat Materiaty 3.2.7.) pozwolito
na specyficzng amplifikacje DNA M. audouinii/M. ferrugineum, a zastosowanie w reakcji PCR
starterow MCFor oraz MCRev (rozdziat Materiaty 3.2.7.) pozwolito na specyficzng amplifikacje
DNA M. canis. Profil wyj$ciowy, od ktorego rozpoczeto dobor najbardziej efektywnych parametréw
obu reakcji przedstawiono w Tabeli 10.

Tabela 10. Profil temperaturowo-czasowy zastosowany jako wyjsciowy w optymalizacji M. audouinii/M.ferrugineum-specyficznego oraz M. canis-

specyficznego PCR
temp [°C] czas[s] ilosé cykli

94 300 1
94 30

60 30 40
72 30

72 300 1
4 © 1

W  celu dobrania najbardziej efektywnych parametrow reakcji PCR, dla
M. audouinii/M.ferrugineum-specyficznego PCR sprawdzono nastepujace temperatury przytaczania
starterow: 60, 62, 64, 66 oraz 68°C. Najwyzsza specyficzno$¢ uzyskano w temperaturze 66°C i te
temperature wybrano. Profil temperaturowo-czasowy ustalonego M. audouinii/M. ferrugineum-

specyficznego PCR przedstawiono w Tabeli 11.

Tabela 11. Profil temperaturowo-czasowy zastosowany w M. audouinii/M. ferrugineum-specyficznym PCR
temp [°C] czas[s] ilosé cykli

94 300 1

94 30

66 30 40

72 30

72 300 1
4 0 1

W celu dobrania najbardziej efektywnych parametréw reakcji PCR, dla M. canis-specyficznego
PCR sprawdzono nastepujace temperatury przylaczania starterow: 60, 62, 64, 66 oraz 68°C.
Otrzymane wyniki nie byly zadowalajace, dlatego tez zmniejszono ilos¢ cykli reakcji do 35
i sprawdzono temperatury przylaczania starterow 66 oraz 68°C. Najlepszy wyniki uzyskano
w temperaturze 66°C i t¢ temperatur¢ wybrano. Wybrany profil temperaturowo-czasowy M. canis-

specyficznego PCR przedstawiono w Tabeli 12 (rozdziat Metody 4.8.1).
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Tabela 12. Profil temperaturowo-czasowy zastosowany w M. canis-specyficznym PCR

temp [°C] czas [s] ilosé cykli

94 300 1
94 30

66 30 35
72 30

72 300 1
4 0 1

Produkty powyzszych reakcji rozdzielano w 1,5% zelu agarozowym. W przypadku
M. audouinii/M. ferrugineum-specyficznego PCR wielko$¢ produktu wynosi 456 pz, natomiast
w przypadku M. canis-specyficznego PCR wielko$¢ produktu wynosi 455 pz. Reakcja nie moze by¢
prowadzona w jednej mieszaninie reakcyjnej ze wzgledu na matg réznice w wielkosci produktow

reakcji.

4.8.2. Gatunkowo-specyficzny Real-Time PCR

W M. audouinii/M. ferrugineum-specyficznym PCR zastosowano startery z MAFor oraz
MARev (rozdziat Materiaty 3.2.7.) a w M. canis-specyficznym PCR startery MCFor oraz MCRev
(rozdziat Materiaty 3.2.7.). Profil temperaturowo-czasowy, od ktorego rozpoczeto dobor najbardziej
efektywnych parametréw obu reakcji przedstawiono w Tabeli 13, a sktad mieszaniny reakcyjnej

przedstawiono w Tabeli 2 (rozdziat Metody 4.2).

Tabela 13. Profil temperaturowo-czasowy od ktorego rozpoczynano dobor najbardziej efektywnych parametrow reakeji M. audouinii-specyficznego
oraz M. canis-specyficznego Real-Time PCR

temp [°C] skok [°C/s] czas trwania [s] ilos¢ cykli

inkubacja wstepna 95 5 300 1
denaturacja 95 5 15

3 stopniowa przy%a,cz?me 56 4 15 40

amplifikacja starterow

wydtuzanie 72 5 25

denaturacja amplikonéw 95 5 15 1

krzywa topnienia 60 4 20 !

95 0.1 20 1

chlodzenie 40 5 300 1

W przypadku M. audouinii/M. ferrugineum-specyficznego Real-Time PCR dobér najbardziej
efektywnych parametréw temperatury przylaczania starteréw rozpoczeto od temperatury 56°C, nie
zaobserwowano jednak specyficznych produktow reakcji, dlatego tez zwigkszano temperature o 2°C.
Rownolegle przeprowadzano reakcje z zastosowaniem krotszych czasow 3 stopniowej amplifikacji,
ktore wynosity dla denaturacji 10 s, przylaczania starterow - 10 s oraz dla wydtuzania 15 s. Jako
temperature przylaczania starterow wybrano temperature 68°C, a profil temperaturowo-czasowy

z krotszymi czasami 3 stopniowej amplifikacji. Temperatura topnienia powstalych amplikonow
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w zakresie temperatur od 86,5 do 87°C wskazywata na obecno$¢ DNA M. audouinii/M. ferrugineum
w badanej probce.

W przypadku M. canis-specyficznego Real-Time PCR dobér najbardziej optymalnej
temperatury przylaczania starterow rozpoczeto od temperatury 56°C, jednakze zaobserwowano
powstate amplikony, ktorych temperatura topnienia wynosita pomigdzy 86 a 87°C dla reakcji
z zastosowaniem matryc zawierajacych DNA M. canis, M. audouinii oraz E. floccosum. W celu
zwigkszenia specyficznodci reakcji, zwigkszano temperature przylaczania starterow 0 2°C.
Rownolegle przeprowadzano reakcje z zastosowaniem krotszych czasow 3 stopniowej amplifikacji,
ktére wynosity dla denaturacji 10 s, przylaczania starterow 10 s oraz wydluzanie 15 s. Jako
temperature przylaczania starterOw wybrano temperature 68°C, a profil temperaturowo czasowo
z krotszymi czasami 3 stopniowej amplifikacji. Temperatura topnienia powstatych amplikonéw
w zakresie temperatur od 86,5 do 87°C wskazywala na obecnos¢ DNA M. canis w badanej probce.

Dla obu uktadow ustalono wspolny profil temperaturowo-czasowy (Tabela 14), jednakze ze
wzgledu na to, iz powstate amplikony cechuje ta sama temperatura topnienia, reakcja nie moze by¢

wykonywana w jednej probowce.

Tabela 14. Profil temperaturowo-czasowy reakcji M. audouinii-specyficznego oraz M. canis-specyficznego Real-Time PCR

temp [°C] skok [°C/s] czas trwania [S] ilos¢ cykli

inkubacja wstepna 95 5 300 1
denaturacja 95 5 10

3 stopniowa przytaczanie 68 4 10 40

amplifikacja starterOw

wydtuzanie 72 5 15

denaturacja amplikonéw 95 5 15 1

krzywa topnienia 60 4 20 !

95 0.1 20 1

chlodzenie 40 5 300 1

4.9. Identyfikacja gatunkéw nalezacych do kompleksu T. mentagrophytes

W celu opracowania starterow, umozliwiajacych identyfikacje gatunkéw nalezacych do
kompleksu T. mentagrophytes, poddano analizie dostepne w bazie NCBI sekwencje roznych genow
dermatofitow z wykorzystaniem programu Vector NTI. Analiza ta pozwolita wytypowac obszar ITS
jako cel molekularny. Dalsza analiza, ktorej fragment przedstawiono na Rys. 22 umozliwita
opracowanie starterow shuzacych do identyfikacji kompleksu, ktorych sekwencje przedstawiono

w rozdziale Materiaty 3.2.9.
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M. audouinii FJ479793 171
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M. ferrugineum AJ252335 214

E. floccosum AF168130 205

Consensus 351

Rys 22. Poréwnanie sekwencji regionu ITS roznych gatunkoéw dermatofitow. Pogrubieniem zaznaczono obszar, w ktorym znajduje si¢ sekwencja startera (A) TMFor, (B) TMRev.
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4.9.1. Gatunkowo-specyficzny PCR

Sktad mieszaniny reakcyjnej zostat przedstawiony w Tabeli 2 (rozdziat Metody 4.2). W celu
dobrania najbardziej efektywnych parametréw reakcji sprawdzono nastgpujgce temperatury
przylaczania starterow: 56, 58, 60, 62°C. Poniewaz oczekiwany produkt reakcji wynosit 175 pz, czas
poszczegbdlnych cykli reakcji PCR wynosit 20 s. Profil temperaturowo-czasowy, od Ktorego

rozpoczeto optymalizacje zostat przedstawiony w Tabeli 15.

Tabela 15. Profil temperaturowo-czasowy reakcji PCR od ktorej rozpoczeto optymalizacie identyfikacji kompleksu T. mentagrophtes

temp [°C] czas[s] ilosé cykli

95 300 1

95 20

56 20 30
72 20

72 600 1

4 0 1

Przy zastosowaniu temperatur 56 oraz 58°C obserwowano produkty niespecyficzne,
podwyzszenie temperatury przytgczania starterow do 60°C wyeliminowato ten problem, dlatego tez
jako temperature przylaczania starterOw wybrano najnizsza temperature, w ktorej uzyskiwano
jedynie produkty specyficzne. Produkty reakcji rozdzielano w 1,5% zelu agarozowym, wielkos$¢

specyficznego produktu wynosita 175 pz.

Tabela 16. Profil temperaturowo-czasowy reakcji PCR zastosowany w identyfikacji kompleksu T. mentagrophtes

temp [°C] czas [s] ilosé cykli

95 300 1
95 20
60 20 30
72 20
72 600 1
4 0 1

4.9.2. Gatunkowo-specyficzny Real-Time PCR

W celu dobrania najbardziej efektywnych parametréw reakcji Real-Time PCR przeprowadzono
reakcje z zastosowaniem roéznych temperatur przytaczania starteréw. Sprawdzono temperatury 60,
62, 64 oraz 68°C. Przy zastosowaniu kazdej z nich obserwowano produkty niespecyficzne.
Zastosowano metodg, ktora uwzgledniata dwustopniowa amplifikacje, a jej profil zostat
przedstawiony w Tabeli 17. Przy zastosowaniu tego profilu temperaturowo-czasowego uzyskano
jedynie produkty specyficzne. Sktad mieszaniny reakcyjnej zostal przedstawiony w Tabeli 2
(rozdziat Metody 4.2). Temperatura topnienia powstatych amplikonéw w zakresie temperatur od
90,5 do 91,5°C wskazywala na obecnos¢ DNA gatunkéow nalezacych do kompleksu

T. mentagrophytes w badanej probce.
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Tabela 17. Profil temperaturowo-czasowy reakcji E. floccosum-specyficznego Real-Time PCR

temp skok czas trwania ilosé
[°C] [°C/s] [s] cykli
inkubacja wstepna 95 5 300 1
denaturacja 95 5 10
2 stopniowa przylaczanie starterow 40
amplifikacja oraz 72 4 30
wydtuzanie
denaturacja amplikonow 95 5 15 1
krzywa topnienia 60 4 20 L
95 0.1 20 1
chlodzenie 40 5 300 1

4.10. Nowa metoda izolacji DNA

4.10.1. Dobor najbardziej efektywnych parametréw przygotowania DNA przeprowadzanych

nowa metoda

W celu doboru najbardziej efektywnych parametrow ,,izolacji” DNA przygotowano dwa bufory
ekstrakcyjne (60 mM NaHCOz, 250 mM KCI and 50 mM Tris, pH 9,5) z r6znym st¢zeniem
proteinazy K (20 mg/ml) - 10% oraz 20%. Nast¢pnie do probéwek typu Eppendorf zawierajacych
fragment grzybni dodawano po 200 pl wczesniej przygotowanego buforu. Po tym etapie nastgpowata
inkubacja probek. Czes¢ probek byta inkubowana przez 10 min wztemperaturze pokojowej oraz
nastepnie 10 min w temperaturze 95°C, pozostata czgs$¢ probek byta inkubowana jedynie przez 10
min w 56°C. Po zakonczonej inkubacji probki mieszano za pomocg worteksu 5 sekund. Tak
»wyekstrahowane” DNA bylo gotowe do analizy izprzechowywane w 4°C. Réwnolegle
przeprowadzono izolacj¢ DNA metodg opisang w Rozdziale 4.1. W celu wybrania optymalnych
warunkéw do izolacji DNA przeprowadzono pan-dermatofitowy PCR (Brillowska-Dabrowska, et

al., 2007) oraz Real-Time PCR zgodnie z protokotem opisanym w Rozdziale 4.3.

4.10.2. Pan-dermatofitowy PCR oraz Real-Time PCR

Przeprowadzono pan-dermatofitowy PCR oraz Real-Time PCR z zastosowaniem DNA
wyekstrahowanym nowa metoda oraz szybka metoda opracowang przez Brillowska-Dabrowska et
al., 2007 (rozdziat Metody 4.3).

4.10.3. Sprawdzenie stabilnosci DNA

W celu sprawdzenia stabilno$ci przygotowano DNA

» nowa metoda tj. metoda opracowang w tej pracy,

» metodg opublikowang przez Brillowska-Dgbrowska et al., 2007.


http://mostwiedzy.pl

/\/\\ MOST WIEDZY Pobrano z mostwiedzy.pl

J——

Metody

Mieszaniny byty przechowywane w 4°C. Kolejne reakcje PCR oraz Real-Time PCR zostaly

przeprowadzone po 28 dniach, oraz po 3 i 6 miesigcach.


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Wyniki i wnioski
5. Wyniki i wnioski

5.1. Szybka metoda izolacji DNA

Jednym z najwazniejszych etapéw diagnostyki molekularnej jest uzyskanie DNA patogenow
odpowiedzialnych za infekcje. Niestety, jest to etap limitujacy diagnostyke molekularng grzybow,
poniewaz izolacja DNA jest nie tylko czasochlonna, ale ikosztowna. Zespot Brillowskiej-
Dabrowskiej (Brillowska-Dabrowska et al., 2007) opracowatl szybka metode izolacji DNA, ktora
umozliwia uzyskanie DNA zaledwie w dwoch etapach, zardwno z grzybni, jak i probek klinicznych,
ktore moze by¢ wykorzystane w klastycznej reakcji PCR. Jednakze to czy tak uzyskane DNA, ktore
wcigz znajduje si¢ w lizacie komorkowym, moze by¢ wykorzystane w technice Real-Time PCR nie
byto do tej pory sprawdzone (Kobylak et al., 2014). Reakcja Real-Time PCR jest niezwykle czuta
i wymaga zastosowania wysokiej jakosci DNA, poniewaz wszelkie zanieczyszczenia, zardbwno te
pochodzace z elementéw komorkowych, jak i z odezynnikow stosowanych w wybranej metodzie
izolacji, moga mie¢ wplyw na odczyt fluorescencji. W niniejszej pracy, zostala podjeta proba
wykorzystania DNA w reakcji Real-Time PCR, ktore znajduje si¢ w lizacie komoérkowym
zawieszonym w mieszaninie buforéw zastosowanych w celu jego uwolnienia (Bufor A oraz Bufor
B opisane w Materiatach 3.2.2.). DNA grzybni wyizolowano zgodnie z protokotem opisanym
w publikacji (Brillowska-Dgbrowska et al., 2007), a nastepnie zostala podjeta proba stworzenia
uktadu do identyfikacji dermatofitow z zastosowaniem wcze$niej opisanych starterow pan-
dermatofitowych oraz identyfikacji gatunku T. rubrum réwniez z zastosowaniem starterOw

wczesniej opisanych (Brillowska-Dabrowska et al., 2007).

5.1.1. Pan-dermatofitowy Real-Time PCR

W celu ustalenia odpowiednich warunkéw reakcji przetestowano 3 komercyjnie dostepne
mieszaniny, przeznaczone do reakcji Real-Time PCR, r6znigce si¢ iloScig zwiazku
fluorescencyjnego SYBR — SybrA, SybrB i SybrC. Reakcje zostaty przeprowadzone w warunkach
opisanych w Tabeli 3 (rozdzial Metody 4.3) przy zastosowaniu starterow panDermFor oraz
panDermRev opracowanych przez zespot Brillowskiej-Dabrowskiej (Brillowska-Dabrowska et al.,
2007), a jako matryce zastosowano DNA E. floccosum i T. rubrum, gatunkéw znacznie r6znigcych
si¢ (genotypowo i fenotypowo) (Rys 23). W przypadku zastosowania mieszaniny SybrA otrzymano
produkt o temperaturze topnienia 88-89°C dla E. floccosum oraz 87,5-88,5°C dla T. rubrum. Dla
mieszaniny SybrB otrzymano produkt o temperaturze topnienia dla T. rubrum 86-87°C o mate;j
intensywnosci fluorescencji, a dla E. floccosum produkt o temperaturze topnienia 87-88°C. Kolejna

testowang mieszaning bylta mieszanina SybrC i dla niej nie otrzymano pozytywnych wynikow.
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2 Epidermophyton floccosum, SybrA 6 Epidermophyton floccosum, SybrB
3 Trichophyton rubrum, SybrA 7 Trichophyton rubrum, SybrB
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1 Kontrola ujemna 1, SybrA 5 Kontrola ujemna 1, SybrC
2 Epidermophyton floccosum, SybrA 6 Epidermophyton floccosum, SybrC
3 Trichophyton rubrum, SybrA 7 Trichophyton rubrum, SybrC
4 Kontrola ujemna 2, SybrA 8 Kontrola ujemna 2, SybrC

Rys 23. Krzywa topnienia produktow amplifikacji pan-dermatofitowego Real-Time PCR. (zastosowane mieszaniny reakcyjne:
SybrA, SybrB i SybrC).

Oprocz sprawdzenia mozliwosci zastosowania mieszanin SybrA, SybrB i SybrC zostaly
réwniez przetestowane inne komercyjnie dostgpne mieszaniny — StartWarm 2xPCR Master Mix
(A&A Biotechnology) i Real-Time HS 2xPCR Master Mix EvaGreen® (A&A Biotechnology).
Mieszanina StartWarm wykorzystuje technike Hot Start PCR, ktora umozliwia przygotowanie
reakcji w temperaturze pokojowej bez ryzyka wystgpienia niespecyficznej amplifikacji i tworzenia
struktury ,,primer-dimer”. Uzyskiwane jest to w wyniku hamowania aktywnosci polimerazy Hot
Start Taq do momentu aktywacji cieplnej. EvaGreen jest natomiast barwnikiem, ktory sam w sobie
nie jest fluorescencyjny, jednak po zwigzaniu do podwojnej nici DNA staje si¢ silnie

fluorescencyjny, tym samym wykazuje nizszg fluorescencjg tta anizeli SYBR. Dodatkowo od SYBR
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odréznia go to, iz wykazuje mniejsze dziatanie inhibicyjne na reakcje PCR, jak rowniez jest bardziej
stabilny zaréwno w warunkach przechowywania, jak i podczas reakcji PCR. Wyniki reakcji
Z zastosowaniem obu mieszanin zostaly zaprezentowane ponizej na Rys 24. Sktad mieszaniny
reakcyjnej opisany jest w Tabeli 2 (rozdziat Metody 4.2), a profil temperaturowo-czasowy w Tabeli
3 (rozdziat Metody 4.3). Przy zastosowaniu EvaGreen zaobserwowano pozytywny wynik reakcji
Real-Time PCR dla 2 zastosowanych matryc (TR2 i EF1), natomiast stosujgc mieszaning HotStart
wynik pozytywny zaobserwowano tylko w przypadku matrycy TR2. Biorac pod uwage powyzsze,
do dalszych badan wybrano mieszaning reakcyjng SybrA.
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50 o 0 s 50 [ )
Tempsraturs (C)
1 Trichophyton rubrum EvaGreen 5 Trichophyton rubrum HotStart
2 Microsporum canis EvaGreen 6 Microsporum canis HotStart
3 Epidermophyton floccosum EvaGreen 7 Epidermophyton floccosum HotStart
4 Kontrola ujemna EvaGreen 8 Kontrola ujemna HotStart

Rys 24. Krzywa topnienia produktow amplifikacji pan-dermatofitowego Real-Time PCR, Zastosowane mieszaniny reakcyjne
HotStart i EvaGreen.

W celu upewnienia si¢ czy produkty reakcji z zastosowaniem mieszaniny SybrA odpowiadaja
oczekiwanym wielkosciom rozdzielono je w 1% zelu agarozowym, a wyniki przedstawiono na
Rys 25. Produkt uzyskany w reakcji PCR z zastosowaniem Pan-dermatofitowych starterow
odpowiada wielkosci 366 pz, co jest zgodne z oczekiwanym wynikiem. Na Rys 25 obserwujemy
dwa produkty reakcji. Wynik taki spowodowany jest obecno$cia w mieszaninie poreakcyjnej, ktorej
koncowym etapem byto badanie temperatury topnienia produktow, zarowno DNA dwuniciowego
jak i jednoniciowego, ktore maja odmienng konformacje przestrzenna. Z tego powodu, mimo iz
posiadaja taka sama masg, migruja w zelu z r6zng szybkoscia. Prazek o wigkszej intensywnosci

odpowiada DNA dwuniciowemu.
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Rys 25. Elektoforegram produktow amplifikacji pan-dermatofitowego Real-Time PCR. Produkty PCR uzyskano na matrycach: 1 -
kontrola ujemna, 2 - E. floccosum, 3 - T. rubrum, 4 - kontrola ujemna, 5 — M 100-500 pz

Jednym z gléwnych celéw niniejszej pracy bylo stworzenie ukladoéw, ktore beda oparte na
jednym, tym samym systemie, co jest znacznym udogodnieniem w rutynowej pracy
laboratoryjnej. Dlatego tez wszystkie uklady opracowywane byly z zastosowaniem gotowej

mieszaniny reakcyjnej SybrA (A&A Biotechnology).

Kolejnym etapem byt wybor temperatury przylgczenia starterow - przy zastosowaniu profilu
temperaturowo-czasowego z temperaturg przylaczania starterow 55°C, otrzymano wylgcznie
specyficzne produkty o temperaturze topnienia w zakresie od 87 do 92°C $wiadczgce o obecnosci
W mieszaninie reakcyjnej DNA dermatofitéw. W prébkach ujemnych moze pojawiaé sie
niespecyficzny produkt o temperaturze topnienia 81°C, ktéry nie jest brany pod uwage
w interpretacji.

2

et 7

1L 5

8

Rys 26. Krzywa topnienia produktow amplifikacji pan-dermatofitowego Real-Time PCR. Produkty PCR uzyskane w reakcji z
DNA wyizolowanym z: 1 -M. audouinii, 2 - A. insingulare, 3 — E. floccosum, 4 — T. mentagrophytes, 5 — T. rubrum, 6 — T.
verrucosum, 7 — T. violaceum, 8 — kontrola ujemna.

Kolejnym parametrem, ktorego warto$¢ nalezato wybra¢ w celu uzyskania oczekiwanej jakosci
wynikéw byly czasy trwania poszczegélnych etapéw 3-stopniowej amplifikacji, ktoére zostaly
wydtuzone do 15, 15 i 25 sekund odpowiednio dla denaturacji, przylaczania starterow oraz
wydtuzania. Ostateczny profil temperaturowo-czasowy zostat przedstawiony w Tabeli 4 (rozdziat
Metody 4.3), a uzyskane w Tabeli 18. W odniesieniu do badanej grupy izolatow pan-
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dermatofitowy Real-Time PCR cechuje 100% specyficznosé, jako ze pozytywny wynik zostal
uzyskany dla wszystkich 65/65 przebadanych prébek zawierajacych DNA dermatofitow, ktore
pochodzilo z 12 roéznych gatunkéw, natomiast wynik byl ujemny dla 18/18 probek
zawierajacych DNA innych grzybow anizeli dermatofity oraz DNA bakterii. Dodatkowo test
zostat przeprowadzony na DaNA wyizolowanym z wtosow 4 zdrowych osob, a uzyskany wynik byt

ujemny, tzn. nie stwierdzono w badanych probkach DNA pochodzacego od dermatofitow.

Tabela 18. WAniki ustalone podczas optymalizacji pan-dermatofitowego Real-Time PCR
Tlo$¢ probek, dla ktorych uzyskano wynik pozytywny /

1 (o]
Dermatofity ilo§¢ probek poddanych analizie Tm [°C]
E. floccosum 9/9 88,5-90
M. audouinii 2/2 92

M. canis 11/11 87,5-92
N. gypsea 1/1 89-92
T. interdigitale 1/1 89
T. mentagrophytes 13/13 88-89
T. rubrum 14/14 87,5-88,5
T. soudananse 1/1 88
A. insingulare 717 88,5-89
T. tonsurans 3/3 88,5-89
T. verrucosum 2/2 87,5-88
T. violaceum 1/1 87
Nie-dermatofity
A. charticola 0/1 80
A. kiliense 0/1 81
A. alternata 0/1 80,5
A. species 0/1 80,5
C. albicans 0/1 80
C. glabrata 0/3 80,5
C. kruzei 0/1 83
F. culmorum 0/1 80,5
M. circinelloides 0/1 81
M. racemosus 0/1 80,5
P. digitatum 0/1 79
P. verrucosum 0/1 80,5
P. paneum 0/1 81
R. oligosporus 0/1 80
R. oryzae 0/1 80
S. brevicaulis 0/1 81

Sktad mieszaniny reakcyjnej oraz ustalone warunki przeprowadzenia reakcji zostaly
sprawdzone na DNA wyizolowanym z 11 izolatow E. floccosum, 5 izolatéw M. audouinii, 76
izolatow M. canis, 2 izolatow N. gypsea, 3 izolatow T. interdigitale, 61 izolatow T. mentagrophytes,
53 izolatow T. rubrum, 1 izolat T. soudanase, 7 izolatow A. insingulare, 4 izolatow T. tonsurans,
2 izolatéw T. violaceum oraz 2 izolatéw T. verrucosum co daje laczng ilos¢ 227 izolatow

dermatofitow. Uzyskane wyniki zostaty przedstawione w zbiorczej Tabeli 19.
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Tabela 19. Zbiorcze wyniki pan-dermatofitowego Real-Time PCR wraz z podanymi temperaturami topnienia specyficznych produktow

Izolat panDerm Tm  Szczep panDerm Tm  Szczep panDerm Tm

E. floccosum T. interdigitale T. rubrum

EF1 + 8827 TI1 + 8883 TR1 + 87,60
EF 2 + 88,38 TI2 + 87,79 TR2 + 87,76
EF 3 bd - TI3 + 8799 TR3 + 87,60
EF 4 + 88,61 T. mentagrophytes TR 4 + 87,68
EF5 + 88,71 ' TR5 + 87,47
EF 6 + 8856 TM1 + 88,38 TR6 + 87,58
EF 7 + 88,71 TM?2 + 88,94 TRY + 87,43
EF 8 + 8882 TM3 + 8869 TRS8 + 87,49
EF9 + 88,68 TM4 + 8854 TRY9 + 87,55
EF 10 bd - TM 5 + 88,86 TR 10 + 87,49
EF 11 bd - TM 6 + 88,22 TR11 + 87,52
EF 12 + 8845 TM7 + 88,66 TR 12 + 87,71
EF 13 bd - TM 8 + 88,47 TR13 + 87,65
EF 14 + 8831 TM9 + 88,65 TR 14 + 87,96
EF 15 + 88,29 TM 10 + 88,15 TR15 + 87,45
M. audouinii T™M 11 + 88,16 TR 16 + 87,43
MA1 + 91,54 TM12 + 88,51 TR17 + 87,03
MA 2 + 92,02 TM13 + 88,17 TR18 + 87,60
MA 3 + 9156 TM 14 + 88,32 TR 19 + 87,41
MA 4 + 91,38 TM 15 + 88,55 TR 20 + 87,45

MA5 + 91,46 TM 16 + 88,60 TR21 - -

M. canis ™ 17 + 88,54 TR 22 +/- 87
MC 1 + 91,74 TM 18 + 88,53 TR 23 + 87,18

MC 2 - - T™ 19 + 88,58 TR 24 + -
MC 3 + 91,97 TM 20 + 88,62 TR25 + 87,49
MC 4 + 91,02 T™M21 + 88,37 TR 26 + 87,5
MC 5 + 91,86 TM 22 + 88,30 TR 27 + 87,5
MC 6 + 88,68 TM 23 + 88,55 TR 28 + 87,15
MC 7 i 87,26 TM24 + 88,40 TR 29 + 87,76
MC 8 aF 8722 TM 25 + 88,40 TR30 + 87,14
MC 9 + 91,76 TM 26 + 88,33 TR31 + 87,04
MC 10 + 91,68 TM 27 + 87,26 TR32 + 87,07
MC 11 + 91,67 TM28 + 88,35 TR33 + 87,10
MC 12 = = T™ 29 + 88,28 TR 34 + 87,42
MC 13 + 91,67 TM30 + 87,59 TR35 + 87,56
MC 14 + 88,74 TM3l1 + 87,7 TR36 + 86,69
MC 15 + 88,30 TM 32 + 87,18 TR37 + 87,16
MC 16 + 8824 TM33 + 87,58 TR 38 + 87,04
MC 17 = = T™M 34 + 884 TR39 + 87,46
MC 18 + 91,73 TM35 + 87,87 TR 40 + 87,48
MC 19 + 91,62 TM36 + 87,77 TR41 + 87,34
MC 20 + 91,60 TM37 + 88,1 TR42 + 87,29
MC 21 4F 88,78 TM 38 + 88,04 TRA43 + 86,93
MC 22 + 91,79 TM 39 + 88,18 TR 44 + 87,85
MC 23 = = T™M 40 + 8761 TRA45 + 87,58
MC 24 + 87,89 TM41 + 88,00 TR 46 + 87,39
MC 25 + 91,34 TM 42 + 88,00 TR 47 + 87,48
MC 26 + 885 TM43 + 88,18 TR 48 + 88,21
MC 27 = = TM 44 + 88,19 TR 49 + 88,09
MC 28 = = TM 45 + 87,64 TR50 + 87,49
MC 29 + 91,35 TM 46 + 88,09 TR51 + 88,05
MC 30 + 91,30 TM 47 + 88,01 TR52 + 87,19
MC 31 + 91,30 TM 48 + 88,51 TR53 + 87,12
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MC 32 + 91,28 TM 49 + 87,68 T. soudanase
MC 33 + 91,39 TM50 + 87,71 TS1 + 88,10
MC 34 + 91,15 TM51 + 88,18 A. insingulare
MC 35 + 91,30 TM 52 + 88,07 Al1l + 88,89
MC 36 + 91,26 TM53 + 88,19 Al2 + 88,36
MC 37 + 88,28 TM 54 + 8755 Al3 + 88,30
MC 38 + 88,20 TM 55 + 88,19 Al4 + 88,48
MC 39 + 91,39 TM 56 + 88,36 AlS5 + 88,41
MC 40 + 91,40 TM57 + 88,38 Al6 + 88,46
MC 41 + 91,37 TM58 + 8793 Al7 + 88,47
MC 42 + 91,18 TM59 + 87,90 T. tonsurans
MC 43 + 91,27 TM 60 + 8780 TTol + 88,44
MC 44 + 91,31 TM&61 + 8791 TTo2 + 88,27
MC 45 - - TTo3 + 88,21
MC 46 + 91,39 TTo4 + 87,76
MC 47 + 88,48 T. violaceum
MC 48 + 91,14 TVio 1 + 87,68
MC 49 + 91,42 TVio 2 + 87,42
MC 50 + 88,07 T. verrucosum
MC 51 - - TV1 + 87,42
MC 52 + 91,23 TV 2 + 87,57
MC 53 + 91,16
MC 54 + 88,45
MC 55 + 91,49
MC 56 - -
MC 57 + 88,84
MC 58 + 88,56
MC 59 + 88,65
MC 60 - -
MC 61 - -
MC 62 + 91,54
MC 63 - -
MC 64 + 91,46
MC 65 + 91,35
MC 66 - -
MC 67 + 91,49
MC 68 - -
MC 69 + 91,59
MC 70 + 91,65
MC 71 - -
MC 72 + 91,5
MC 73 + 91,5
MC 74 + 91,37
MC 75 + 91,49
MC 76 + 91,46

N. gypsea
NG 1 + 92,12
NG 2 + 91,4

zaznaczono wyniki, dla ktorych uzyskano brak produktow reakcji dla gatunku M. canis.
zaznaczono wyniki, dla ktorych temperatura topnienia produktow reakcji wynosita od 87 do
89°C dla gatunku M. canis

Zaobserwowano, iz temperatury topnienia produktow reakcji sg charakterystyczne rodzajowo.
Dla rodzajow Epidermophyton oraz Trichophyton byty to temperatury od 87 do 89°C, natomiast dla

rodzaju Microsporum temperatura ta wynosita zazwyczaj od 92 do 93°C. Jednakze, w przypadku 16
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szczepow gatunku M. canis uzyskano temperatury w zakresie od 87 do 89°C (
), a dla 15 szczepow nie uzyskano zadnych produktow reakcji (

). Réznice w temperaturze topnienia specyficznych produktéw reakcji
Real-Time PCR mogty wskazywaé¢ na réznice w genotypach tych szczepow, dlatego tez podjeto
probe genotypowania gatunku M. canis. Probe podjeto ze wzgledu na to, ze w literaturze naukowe;j
brak jest doniesien na temat mozliwo$ci rozrézniania genotypow w obrebie gatunku M. canis. Samo
zastosowanie reakcji Real-Time PCR w warunkach opisanych w rozdziale Materiaty 4.3 mozna by
bylo uzna¢ za genotypowanie, jednakze w zwigzku ze sprzecznos$cig uzyskanych wynikéw z danymi

literaturowymi przeprowadzono dalsze badania.

W celu przeprowadzenia genotypownia izolatow nalezacych do gatunku M. canis zostato
wykorzystanych dwanascie starterow wymienionych w rozdziale Materiaty 3.2.8. W wyniku uzycia
dwoch z nich nie uzyskano zadnych produktéw reakcji [startery NS1 (Sivakumaran et al., 2002)
i LR7 (Bunyard et al., 1996)], cztery nie wykazaty zadnego réznicowania [LR3R (Hoppe i Vilgalys,
1999), OPEOQ3 (Saran et al., 2008), RAPD1281 (Johnson et al., 2004) oraz 4241R (Chantratita et al.,
2011)], 6 natomiast wykazato réznicowanie [GACA (Meyer et al., 1999), LR14 (Hopple i Vilgalys,
1999), OPE18 (Saran et al., 2008), RAPD1247 (Johnson et al., 2004), RAPD1254 (Johnson et al.,
2004) oraz OPZ10 (Rawashdeh i Amri, 2006)]. Uzyskane réznicowanie stalo w sprzecznosci
z danymi literaturowymi. W pierwszym etapie sprawdzane byty matryce od MC1 do MC11 - wsrod
tych matryc wyodrgbniono 2 lub 3 profile elektroforetyczne, w zaleznosci od tego, ktory starter zostat
zastosowany. Nastepnie, wybrano trzy startery, w wyniku zastosowania ktorych w RAPD uzyskano
profile elektroforetyczne dajgce najwiekszg szanse na uzyskanie roznorodnych genotypow (GACA
Rys 27, OPE18 Rys 28 oraz OPZ10 Rys 29) i przeprowadzono reakcje na matrycach od MC12 do
MC19. Umozliwito to wyodrebnienie kolejnych 3 genotypow - wyniki zostaly zebrane w Tabeli 20.
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Tabela 20. Zbiorcze wyniki genotypowania gatunku M. canis. (-) oznacza, ze dany szczep nie zostat przebadany

GA LR LR OPE OPE RAPD RAPD RAPD OPZ 424

CA 3R 14 18 03 1247 1254 1281 10
MC1 A A
MC2
MC4
MC5
MC6
MC7
MC8
MC9
MC10
MC11
MC12
MC13
MC14
MC15
MC16
MC17
MC18
MC19
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>>>>>2>>0W>>HTOE:

1MC1  11MmCl

2MC2  12MmC7

3MC4 13 MCI12
4MC5 14 MC11
5MC7 15MC14
6MC8 16 MC15
7MC9 17 MC16
8 MC10 18MC17
9MC12 19 MC18
10 MC13 20 MC19

Rys 27. Profile elektroforetyczne uzyskane w wyniku zastosowania startera GACA w reakcji RAPD przy zastosowaniu matryc
DNA M. canis.

g1 12 13- 2140 358 16¢ 17 1181191820

iMC1  11MC1
2MC7  12MC2
3MC12 13MC4
4MC19 14 MC5
5MC14 15MCé
6MC15 16 MC7
7MC16 17 MC8
8MC17 18MC9
9MC18 19 MC10
10 MC18 20 MC11

Rys 28. Profile elektroforetyczne uzyskane w wyniku zastosowania startera OPE18 w reakcji RAPD przy zastosowaniu matryc
DNA M. canis.
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12) 13 ‘14 15" 16:, 17 18 19520

1MC2 11imcl
2MC7 12MC2
3MC12 13MC4
4MC11 14 MCS
SMC14  15MC9
6MC15 16 MC10
7MCl6 17 MC13
8MC17 18MC7
9MC18 19MC8
10MC19 20MC12

Rys 29. Profile elektroforetyczne uzyskane w wyniku zastosowania startera OPZ10 w reakcji RAPD przy zastosowaniu matryc
DNA M. canis.

W zwigzku z tym, Ze otrzymane wyniki z zastosowaniem prostej i powszechnie stosowanej
metody RAPD staty w sprzecznosci z danymi literaturowymi (Faggi et al., 2001, Brilhante et al.,
2005, Leibner-Ciszak et al., 2010), dokonano identyfikacji molekularnej 8 wybranych szczepow.
Aby zweryfikowaé, czy szczepy, ktorych profile elektroforetyczne byty inne anizeli dla szczepu
referencyjnego (MC1) naleza do gatunku M. canis, co $wiadczyloby o zmienno$ci
wewnatrzgatunkowej, przeprowadzono reakcje PCR z zastosowaniem starteréw ITS1 i ITS4 (White
etal., 1990), a jej produkty zostaty poddane sekwencjonowaniu. W tym miejscu warto przypomnie¢,
iz temperatury topnienia specyficznych produktow Real-Time PCR, z zastosowaniem statero6w
panDermatofitowych (panDermFor oraz panDermRev) (Brillowska-Dabrowska et al., 2007), miaty

inng temperatur¢ topnienia anizeli inne szczepy tego gatunku.

Jako wynik sekwencjonowania genu ITS otrzymano pliki w formacie FASTA zawierajace
sekwencje nukleotydowe. Stosujac program BLAST (https://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi)
przeszukana zostata baza sekwencji nukleotydowych, ktéra umozliwita identyfikacje gatunkowa
badanych szczepow. Wykazatly one, iz izolaty, ktorych temperatura topnienia produktéw Real-Time
PCR wynosita pomiedzy 87 a 89°C, nalezaty do innych rodzajow dermatofitow. Jeden szczep, dla
ktorego nie uzyskano zadnego produktu reakcji PCR byt gatunkiem z rodzaju Penicillium, a dla
pozostalych 4 szczepdw nie uzyskano produktéw PCR z zastosowaniem starteréw ITS1 oraz ITS4.

Szczegotowe wyniki zostaty przedstawione w Tabeli 21.
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Tabela 21. Wyniki identyfikacji gatunkowej z uzyciem sekwencjonowania z zastosowaniem starterow ITS1 oraz ITS4

I1zolat panDerm Tm Wyniki sekwencjonowania

MC 6 + 88.68 Sekwencjonowanie: T. verrucosum
MC 12 - - Penicillium

MC 14 + 88.74 Sekwencjonowanie: T. verrucosum
MC 15 + 88.30 Sekwencjonowanie: T. mentagrophytes
MC 17 - - -

MC 23 - - -

MC 27 - - -

MC 28 - - -

Szczep MC 12 pobrany od zwierzat zostal wyizolowany w Katedrze Nauk Przedklinicznych
Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej Szkoty Gtownej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie,
natomiast szczepy MC 6, MC 14, MC 15, MC 17, MC 23, MC 27 i MC 28 pochodzace z probek
pobranych od ludzi zostaly wyizolowane w Katedrze Dermatologii, Wenerologii i Alergologii
Wydzialu Lekarskiego Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Nie zaleziono wytlumaczenia,
dlaczego nie uzyskano produktéw PCR w reakcji ze starterami amplifikujacymi DNA wszystkich

znanych grzybow.

Temperatura topnienia produktéow Real-Time PCR wszystkich izolatéw M. canis
wynosila pomiedzy 92 a 93°C; umozliwia to odroznienie rodzaju Microsporum od pozostalych

rodzajéw dermatofitow.

5.1.2. Trichophyton rubrum-specyficzny Real-Time PCR

W celu doboru optymalnych warunkéw reakcji przebadano DNA nastgpujacych gatunkow:
T. rubrum, T. mentagrophytes, T. soudanense, T. tonsurans, A. insingulare, T. verrucosum, M. canis,
M. audouinii, N. gypsea oraz E. floccosum. Reakcje przeprowadzono z uzyciem mieszaniny SybrA,
optymalizacje temperatury przylgczania starterow rozpoczgto od temperatury 60°C stosujac startery
TRFor oraz TRRev opracowane przez zespo6t Brillowskiej-Dabrowskiej (Brillowska-Dabrowska et
al., 2007). Wynik zostat zaprezentowany na Rys 30. Numerem 1 zostata 0znaczona krzywa topnienia
produktéow zsyntetyzowanych na matrycy DNA T. rubrum, dla ktérych temperatura topnienia
produktow amplifikacji wynosita 91-93°C. Natomiast w przypadku produktéw zsyntetyzowanych na
matrycach DNA T. tonsurans, A. insingulare oraz T. mentagrophytes temperatura topnienia wynosita
88-89°C. W przypadku pozostatych przebadanych gatunkow, temperatura topnienia (84-85°C)
uzyskanych produktow odpowiada temperaturze topnienia niespecyficznego produktu, ktéry powstat

w wyniku reakcji bez matrycy DNA - w kontroli negatywnej.
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Rys 30. Krzywa topnienia produktow amplifikacji T. rubrum-specyficznego Real-Time PCR. Produkty PCR uzyskane w reakcji
z DNA wyizolowanym z 1 — T. rubrum, 2 — T. tonsurans, 3 — T. mentagrophytes, 4 — A. insingulare, 5 — kontrola ujemna.

Ze wzgledu na powstawanie produktow amplifikacji o temperaturze topnienia 88-89°C,
podczas dalszej optymalizacji przeprowadzono reakcje Real-Time PCR na wiekszej ilo$ci matryc
zawierajagcych DNA gatunkéw T. tonsurans, A. insingulare oraz T.mentagrophytes. Reakcje
przeprowadzono analogicznie do tej przedstawionej powyzej, jednakze testowano profile
temperaturowo-czasowe, w ktérych temperatury przylaczania starterow wynosity 62°C, 64 oraz
66°C.

Zastosowanie wyzsze] temperatury przylaczania starterow nie spowodowalo wzrostu
specyficznos$ci reakcji - w przypadku niektorych szczepow z tych gatunkow pojawiaty si¢ produkty
0 temperaturze topnienia 88-89°C (Tabela 22). Réznica temperatur topnienia tych produktow
Z temperaturg topnienia produktéw zsyntezowanych na matrycy DNA T. rubrum wynosi 3°C — jest
wystarczajgca, aby nie powodowaé ryzyka nieprawidlowej identyfikacji. Ostatecznie wybrano
temperatur¢ przylaczania starterow 62°C (Rys 31). Profil temperaturowo-czasowy zostat
przedstawiony w Tabeli 7 (rozdzial Metody 4.6). Obecnos¢ produktu o temperaturze topnienia od 92
do 93°C, swiadczylo o obecnosci w probce DNA T.rubrum. Produkty, ktorych temperatura
topnienia wynosi pomiedzy 84 a 85°C nie sg brane pod uwage w analizach ze wzgledu na brak
znaczenia dla identyfikacji, a zatem i brak znaczenia diagnostycznego. Wyniki przedstawiono w
zbiorczej Tabeli 23. W odniesieniu do badanej grupy izolatow T. rubrum - specyficzny Real-
Time PCR cechuje 100% specyficznosé, jako ze pozytywny wynik zostal uzyskany dla
wszystkich 14 przebadanych prébek zawierajacych DNA T. rubrum, natomiast wynik byl
ujemny dla 34 zawierajacych DNA innych gatunkéw dermatofitéw oraz 13 prébek

zawierajacych DNA innych grzybow anizeli dermatofity oraz DNA bakterii.
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1 Trichophyton terrestre 3 4 Kontrola ujemna 1 -
2 Trichophyton terrestre 4 5 Kontrola ujemna 2 Trichophyton
3 Trichophyton terrestre 5 6 Kontrola ujemna 3 rubrum

Rys 31. Krzywa topnienia produktow amplifikacji T. rubrum-specyficznego Real-Time PCR. Kolorem szarym zaznaczono
krzywe topnienia produktow reakcji uzyskanych na matrycach: T. mentagrophtes (TM 2 do TM 10) oraz A. insingulare (All) oraz
T. tonsurans (TTo3).

Wyniki przedstawiono w zbiorczej Tabeli 22.

Tabela 22. WAniki T. rubrum-specyficznego Real-Time PCR
Liczba probek, dla ktérych uzyskano wynik pozytywny /

Dermatofity liczba probek poddanych analizie Tm [°C]
E. floccosum 0/2 -
M. audouinii 0/2 -
M. canis 0/2 -
N. gypsea 0/1 .
T. interdigitale 0/1 -
T. mentagrophytes 0/13 fﬁfssglsg 854
T. rubrum 14/14 91-93
T. soudananse 0/1 -
A. insingulare 0/7 4/37/,73182132
T. tonsurans 0/3 88,5
T. verrucosum 0/2 ig gjg
Nie-dermatofity
A. charticola 0/1 -
A. kiliense 0/1 -
A. alternate 0/1 -
C. albicans 0/1 -
C. glabrata 0/1 -
C. krusei 0/1 -
F. culmorum 0/1 -
M. circinelloides 0/1 -
M. racemosus 0/1 -
P. verrucosum 0/1 -
R. oligosporus 0/1 -
R. oryzae 0/1 -
S. brevicaulis 0/1 -
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Dodatkowo sprawdzono czy Ky TR13 M
produkty reakcji z zastosowaniem
mieszaniny SybrA  odpowiadajg
wielkoscia produktom oczekiwanym
w reakcji specyficznej dla
T. rubrum. Witym celu produkty
reakcji rozdzielono w 1,5% zelu

agarozowym, a wyniki

przedstawiono na Rys 32. Wielko$¢
Specyflcznego produktu uzyskanego Rys 32. Elektroforegram produktéw amplifikacji T. rubrum-

specyficznego Real-Time PCR. Produkty PCR uzyskane przy

na matrycy wynosi 203 pz, co __ zastosowaniu matryc:
K"1 — kontrola ujemna, TR13 - T. rubrum nr 13, M - 100-500

odpowiada uzyskanemu wynikowi. pz.
5.1.3. Uzyteczno$¢ szybkiej metody izolacji w reakcji Real-Time PCR

Otrzymane wyniki przedstawione w rozdzialach 5.1.1 i 5.1.2 §wiadcza o tym, iz DNA
wyizolowane szybka metoda (Brillowska-Dabrowska et al., 2007, Brillowska-Dabrowska et al.,
2010) jest odpowiednie do zastosowania w metodzie Real-Time PCR przy zastosowaniu
gotowej mieszaniny SybrA. W zwiazku z powyzszym, metoda ta zostata zastosowana w dalszych

etapach pracy.

5.2. ldentyfikacja gatunku E. floccosum

5.2.1. Projektowanie starterow

W celu opracowania testu wykorzystujacego technik¢ PCR oraz Real-Time PCR
umozliwiajacych identyfikacje gatunku E. floccosum zastosowano startery EFFor oraz EFRev

opracowane w ramach doktoratu, ktére jako cel molekularny wykorzystywaty region ITS2.

5.2.2. Gatunkowo-specyficzny PCR

W celu doboru optymalnych warunkow reakcji przebadano matryce nastepujacych szczepow:
T. rubrum, T. mentagrophytes, T. soudanense, T. tonsurans, A. insingulare, T. verrucosum, M. canis,
M. audouinii, N. gypsea oraz E. floccosum. Reakcje przeprowadzono z uzyciem mieszaniny HighGC
(rozdziat Materialy 3.2.6), a optymalizacj¢ temperatury przylaczania starteréw rozpoczgto od
temperatury 58°C. Profil temperaturowo-czasowy zostal zaprezentowany w Tabeli 8 (rozdziat
Metody 4.7.1). Wraz ze wzrostem temperatury przylaczania nie zaobserwowano wzrostu

specyficznosci reakcji, dlatego tez wybrano temperaturg 58°C.
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Oczekiwany produkt E. floccosum-specyficznego PCR wynosit 318 pz. Pozytywne wyniki
uzyskano dla wszystkich 12 szczepow E. floccosum. Natomiast, negatywne wyniki uzyskano dla
pozostalych 23 szczepow dermatofitowych oraz 14 szczepow nie-dermatofitowych. Przyktadowe
zdjecie umozliwiajace analize produktéw po rozdziale elektroforetycznym w 1,5% zelu agarozowym

zostato przedstawione na Rys 33 B.

500
400

300
200
100

Rys 33. Elektroforegram produktow amplifikacji E. floccosum. 1 — M 100-500 pz, Produkty PCR uzyskane w reakcji z DNA
wyizolowanym: 1- E. floccosum (1), 2 — E. floccosum (2), 4 - M. canis, 5 — T. mentagrophytes, 6 — T. rubrum.

5.2.3. Gatunkowo-specyficzny Real-Time PCR

W celu doboru optymalnych warunkow reakcji przebadano DNA szczepow nalezacych do
nastgpujacych gatunkow: E. floccosum, M. canis, M. audouinii, N. gypsea, T. mentagrophytes,
T. interdigitale, T. rubrum oraz T. verrucosum. Reakcj¢ przeprowadzono z uzyciem mieszaniny
SybrA, aoptymalizacj¢ temperatury przylaczania starteréw rozpocze¢to od temperatury 58°C.
Temperatura topnienia produktow amplifikacji z zastosowaniem matrycy DNA E. floccosum
wynosita 89-89,5°C, natomiast w przypadku zastosowania innych matryc wynosita: T. rubrum —
86,92°C, T. verrucosum — 85,48°C, T.tonsurans — 86,35°C aA. insingulare — 86,5-88°C.
W przypadku uzycia w reakcji DNA pozostatych badanych gatunkéw, nie zaobserwowano

powstawania zadnych produktow.

Ze wzgledu na powstawanie produktéw amplifikacji o temperaturze topnienia 85,5-88°C,
podczas dalszej optymalizacji przeprowadzono reakcje Real-Time PCR stosujgc wyzszg temperature
przylaczania starteréw, nie uzyskano wigkszej specyficznosci. W zwiazku z tym przeprowadzono
reakcje Real-Time PCR na wickszej liczbie matryc zawierajacych DNA gatunkéw T. rubrum,
T. verrucosum T. tonsurans oraz A.insingulare. Wyniki zebrano w zbiorczej Tabeli 24,
a reprezentacyjng krzywa badania temperature topnienia produktéw amplifikacji przedstawiono na

Rys 34.

Pozytywny wynik reakcji Real-Time PCR zostal uzyskany dla wszystkich 12 probek

zawierajagcych DNA gatunku E. floccosum, natomiast wynik byl ujemny dla pozostalych 25
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probek zawierajacych DNA innych gatunkéw dermatofitow oraz 14 gatunkéw innych grzybow

anizeli dermatofity oraz DNA bakterii (Tabela 23).
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Rys 34. Krzywa topnienia produktéw amplifikacji E. floccosum-specyficznego Real-Time PCR. Produkty PCR uzyskane w
reakcji z DNA wyizolowanym z: 1 - E. floccosum (1), 2 - E. floccosum (2), 3 - M. canis, 4 - T. interdigitale, 5 - T. mentagrophytes,
6 - T. rubrum, 7 - T. tonsurans, 8 — kontrola ujemna.
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Tabela 23. Wyniki E. floccosum-specyficznego PCR oraz Real-Time PCR

E. floccosum-specyficzny Real-Time PCR E. floccosum-specyficzny PCR
Dermatofity Liczba probek, dla ktérych Liczba prébek, dla ktérych
uzyskano wynik pozytywny / Tm [°C] uzyskano wynik pozytywny /
liczba préobek poddanych liczba prébek poddanych
analizie analizie
E. floccosum 12/12 - 12/12
M. audouinii 0/2 - 0/1
M. canis 0/5 - 0/5
N. gypsea 0/1 - 0/1
T. mentagrophytes 0/5 - 0/5
T. interdigitale 0/1 -
T. rubrum 0/5 4/5: - 0/5
1/5: 86,92
T. verrucosum 0/2 1/2: - 0/2
1/2: 84,48
A. insingulare 0/2 2/2: 86,5-88 0/2
1/2: -
T. tonsurans 0/2 1/2: 86.35 0/2
Nie-dermatofity
A. charticola 0/1 - 0/1
A. kiliense 0/1 - 0/1
A. alternata 0/1 - 0/1
C. albicans 0/2 - 0/2
C. glabrata 0/2 - 0/2
C. kruzei 0/2 - 0/2
F. culmorum 0/1 - 0/1
F. oxysporum 0/1 - 0/1
M. circinelloides 0/1 - 0/1
M. racemosus 0/1 - 0/1
P. verrucosum 0/1 - 0/1
R. oligosporus 0/1 - 0/1
R. oryzae 0/1 - 0/1
S. brevicaulis 0/1 - 0/1

5.3. Identyfikacja gatunkéw kompleksu A. otae

5.3.1. Projektowanie starterow

Analiza sekwencji genow M. audouinii oraz M. canis, dostepnych w bazie NCBI, wykazata
roznice w sekwencji genu kodujgcego B-tubuling miedzy tymi dwoma gatunkami. Zarazem,
w ramach doktoratu, w wyniku dalszej analizy sekwencji tego genu, zaprojektowano startery
specyficzne dla obu gatunkéw. Pordwnanie sekwencji regionu B-tubuliny réznych gatunkéw
dermatofitow zostalo przedstawione w rozdziale Metody 4.8.1. Sekwencje dla obu gatunkéw sg
bardzo podobne, w zwigzku z tym mozliwe bylo zaprojektowanie sekwencji starteréw mato

roznigcych si¢ od siebie (Tabela 24).
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Tabela 24. Pordwnanie sekwengji starterow stuzacych do identyfikacji gatunkowej M. canis oraz M. audouinii/ M. ferrugineum

Nazwa startera Sekwencja startera (5’-3’)
MCFor AACGAGCGTCGAGTTTCATAACCC
MAtubFor AACGAGCGTCGAGTTTCATAATCT
MCRev GTTAGTATTCTGCTGAAGAGAAGGGC
MARev GTTAGTATTCTGCTGAAGAGAAAGGGT

5.3.2. Gatunkowo-specyficzny PCR

Wielkos$¢ oczekiwanego produktu uzyskanego w M. audouinii/M. ferrugineum-specyficznej
reakcji PCR wynosita 456 pz. W celu ustalenia optymalnych warunkéw reakcji PCR
przeprowadzono optymalizacje, ktorg rozpoczeto stosujgc profil zaprezentowany w Tabeli 10
(rozdziat Metody 4.8.1). Poniewaz w reakcji w tych warunkach powstaty produkty niespecyficzne
przy zastosowaniu matryc DNA gatunku M. canis, zwiekszono temperaturg przylaczania starterow.
Najwyzsza specyficzno$¢ zostata uzyskana przy temperaturze 66°C. Wybrany profil, przy ktorym
zardbwno wydajnos¢ jak i specyficzno$¢ reakeji byta najwyzsza zaprezentowano w Tabeli 11
(rozdziat Metody 4.8.1). Wyniki zostaty przedstawione w zbiorczej Tabeli 25. W odniesieniu do
badanej grupy izolatéw M. audouinii/M. ferrugineum-specyficzny PCR cechuje 100%
specyficznos¢ (Tabela 25). Przyktadowe zdjecie umozliwiajgce analize produktow po rozdziale

elektroforetycznym w 1,5% zelu agarozowym zostato przedstawione na Rys 35 A.

Wielkos¢ oczekiwanego produktu uzyskanego w M. canis-specyficznej reakcji PCR wynosita
455 pz. W celu ustalenia optymalnych warunkoéw reakcji PCR przeprowadzono optymalizacjeg, ktorg
rozpoczeto stosujac profil zaprezentowany w Tabeli 10 (rozdzial Metody 4.8.1). Poniewaz pojawity
si¢ produkty niespecyficzne w przypadku zastosowania matrycy DNA gatunku M. audouinii
zwigkszono temperature przylaczania starterow. Zdecydowano réwniez o zmniejszeniu ilosci cykli
3-stopniowej amplifikacji z 40 na 35. Najwyzsza specyficznos¢ zostata uzyskana przy temperaturze
przylaczania starterow 66°C (Tabela 12). W odniesieniu do badanej grupy izolatow M. canis-
specyficzny PCR cechuje 100% specyficzno$é, jako ze pozytywny wynik zostal uzyskany dla
14 probek zawierajacych DNA M. canis, natomiast wynik byl ujemny dla 23 prébek
zawierajagcych DNA innych gatunkéw dermatofitéw oraz 13 probek zawierajacych DNA
innych grzybéw anizeli dermatofity oraz DNA bakterii (Tabela 25). Przyktadowe zdjecie
reprezentujace wynik analizy produktow na 1,5% zelu agarozowym zostat przedstawiony na Rys. 35
B.
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Rys 35. Elektroforegram produktéw amplifikacji M. audouinii (A) oraz M. canis (B). 1 — M 100-700 pz, Produkty PCR uzyskane
w reakcji z DNA wyizolowanym z: 2 - M. audouinii, 3 — M. canis, 4 — N. gypsea, 5 — T. rubrum, 6 — T. mentagrophytes, 7 —
T. interdigitale, 8 — A. insingulare, 9 — T. tonsurans, 10 — E. floccosum.

5.3.3. Gatunkowo-specyficzny Real-Time PCR

W celu dobrania optymalnych warunkow reakcji M. audouinii/M. ferrugineum-specyficznego
Real-Time PCR przebadano matryce DNA nastepujacych szczepdw: M. audouinii, M. ferrugineum,
M. canis, E. floccosum, T. mentagrophytes, oraz T. rubrum. Reakcje przeprowadzono z uzyciem
mieszaniny SybrA, a optymalizacje¢ temperatury przytaczania starteréw rozpoczeto od temperatury
56°C. Specyficzne produkty zaobserwowano dla reakcji w ktorych temperatura przylaczenia
starterow wynosita 66 i68°C. Do dalszego testowania wybrano profil temperaturowo-czasowy
reakcji, w ktorym temperatura przytgczania starterdéw wynosita 68°C (Tabela 14). W celu upewnienia
si¢ czy produkty reakcji z zastosowaniem mieszaniny SybrA odpowiadaja oczekiwanym
wielkos$ciom rozdzielono je w 1% zelu agarozowym.
M. audouinii/M. ferrugineum specyficzny produkt jest wielkosci 456 pz i takiej wielkosci produkt
reakcji zaobserwowano na zelu agarozowym, w przypadku innych gatunkéw dermatofitow produktu
tego nie zaobserwowano. Obecnos¢ produktu o temperaturze topnienia od 86,5 do 87°C, $wiadczyta
0 obecno$ci w probce DNA gatunku M. audouinii lub M. ferrugineum. Produkty, ktorych
temperatura topnienia wynosita pomi¢dzy 77 a 78°C nie sa brane pod uwage w analizach ze wzgledu
na brak znaczenia dla identyfikacji, a zatem i brak znaczenia diagnostycznego. W odniesieniu do
badanej grupy izolatow M. audouinii/M. ferrugineum-specyficzny Real-Time PCR cechuje
100% specyficznosé, jako ze pozytywny wynik zostal uzyskany dla obu probek zawierajacych
DNA M. audouinii oraz jedynej probki dostepnej w kolekcji KBMiM zawierajacej DNA
M. ferrugineum, natomiast wynik byl ujemny dla 40 probek zawierajacych DNA innych
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gatunkow dermatofitow oraz 13 probek zawierajacych DNA innych grzybéw anizeli

dermatofity oraz DNA bakterii (Tabela 25).
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Rys 36. Krzywa topnienia produktéw amplifikacji M. audouinii-specyficznego Real-Time PCR. Produkty PCR uzyskane w
reakcji z DNA wyizolowanym z: 1 — M. audouinii (1), 2 — M. audouinii (2), 3 — M. canis, 4 — E. floccosum, 5 — A. insingulare, 6 —
T. interdigitale, 7 — kontrola ujemna (1), 8 — kontrola ujemna (2).

W celu doboru optymalnych warunkow reakcji dla M. canis-specyficznego Real-Time PCR
przebadano matryce zawierajace DNA nastepujacych szczepow: M. audouinii, M. ferrugineum,
M. canis, E. floccosum, T. mentagrophytes, oraz T. rubrum. Reakcje przeprowadzono z uzyciem
mieszaniny SybrA, a optymalizacje temperatury przytaczania starteréw rozpoczeto od temperatury
56°C, jednakze w tej temperaturze zaobserwowano specyficzne produkty reakcji z zastosowaniem
matryc DNA M. canis oraz M. audouinii iE. floccosum. Powstate produkty reakcji miaty
temperature topnienia od 86 do 87°C. W celu zwigkszenia specyficznosci reakcji zwigkszano
temperature przylaczania starterow o 2°C. Reakcje prowadzono rownolegle z zastosowaniem
rébwniez krotszych czaséw trojstopniowej amplifikacji. Wraz ze wzrostem tej temperatury
obserwowano zwigkszajaca si¢ roznice temperatury topnienia powstatych amplikonow. W reakcji

Z przylaczaniem starteréw w temperaturze 68°C, temperatura topnienia wynosita dla matryc
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E. floccosum ok 84°C. W celu upewnienia si¢ czy produkty reakcji z zastosowaniem mieszaniny
SybrA odpowiadaja oczekiwanym wielkosciom rozdzielono je elektroforetycznie w 1% zelu
agarozowym. M. canis-specyficzny produkt jest wielkoSci 455 pz i obecno$é takiego produktu
potwierdzono po elektroforetycznym rozdzieleniu w zelu agarozowym. W mieszaninach
poreakcyjnych z uzyciem DNA innych gatunkow dermatofitow, produktu tego nie zaobserwowano.
Z zastosowaniem tej wla$nie temperatury przytaczania starterow (68°C) oraz profilu temperaturowo-
czasowego przedstawionego w Tabeli 14 (rozdziat Metody 4.8.2) przeprowadzono reakcje Real-
Time PCR z zastosowaniem wigkszej ilosci matryc DNA innych gatunkow dermatofitow oraz
szczepéw M. canis i M. audouinii. Obecno$¢ produktu o temperaturze topnienia od 86,5 do 87°C,
$wiadczyta o obecnosci w probce DNA gatunku M. canis. Produkty, ktorych temperatura topnienia
wynosita pomiedzy 77 a 78°C nie sg brane pod uwage w interpretacji wynikow ze wzgledu na brak
znaczenia dla identyfikacji, a zatem i brak znaczenia diagnostycznego. W odniesieniu do badanej
grupy izolatow stwierdzono, ze M. canis-specyficzny Real-Time PCR cechuje 100%
specyficznosé, jako ze pozytywny wynik zostal uzyskany dla 14/14 prébek zawierajacych DNA
M. canis, natomiast wynik byl ujemny dla 23/23 prébek zawierajacych DNA innych gatunkow
dermatofitéw oraz 13/13 probek zawierajacych DNA innych grzybow anizeli dermatofity oraz
DNA bakterii (Tabela 25).
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Rys 37. Krzywa topnienia produktow amplifikacji M. canis-specyficznego Real-Time PCR. Produkty PCR uzyskane w reakcji z
DNA wyizolowanym z: 1 — M. canis (1), 2 — M. canis (2), 3 — M. audouinii, 4 — E. floccosum, 5 — A. insingulare, 6 —
T. interdigitale, 7 — kontrola ujemna (1), 8 — kontrola ujemna (2).
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Wyniki gatunkowo-specyficznego PCR oraz Real-Time PCR zostaty zebrane w zbiorczej
Tabeli 25.

Tabela 25. Zbiorcze wyniki gatunkowo-specyficznego PCR oraz gatunkowo-specyficznego Real-Time PCR dla DNA wyizolowanego ze szczepow
dermatofitowych oraz szczepdw nie-dermatofitowych

Wyniki pozytywne/liczba Wyniki pozytywne/liczba przebadanych
przebadanych gatunkéw gatunkow (Tm [°C])
Dermarofity —
M._canis- M. al_Jdouinii- M. canis-gpecyficzny sp';g?ﬁg?}‘;‘gé&_

specyficzny PCR  specyficzny PCR Real-Time PCR Time PCR
E. floccosum 0/1 0/1 0/1 0/1
M. audouinii 0/2 2/2 0/2 2/2
M. canis 14/14 0/14 14/14 0/14
N. gypsea 0/1 0/1 0/1 0/1
M. ferrugineum 0/1 11 0/1 1/1
T. interdigitale 0/1 0/1 0/1 0/1
T. mentagrophytes 0/9 0/9 0/9 0/9
T. rubrum 0/8 0/8 0/8 0/8
A. insingulare 0/4 0/4 0/4 0/4
T. tonsurans 0/1 0/1 0/1 0/1
T. verrucosum 0/1 0/1 0/1 0/1

nie-dermatofity

A. charticola 0/1 0/1 0/1 0/1
A. kiliense 0/1 0/1 0/1 0/1
A. alternata 0/1 0/1 0/1 0/1
C. albicans 0/1 0/1 0/1 0/1
C. glabrata 0/1 0/1 0/1 0/1
C. kruzei 0/1 0/1 0/1 0/1
F. culmorum 0/1 0/1 0/1 0/1
F. oxysporum 0/1 0/1 0/1 0/1
M. circinelloides 0/1 0/1 0/1 0/1
M. racemosus 0/1 0/1 0/1 0/1
P. verrucosum 0/1 0/1 0/1 0/1
R. oligosporus 0/1 0/1 0/1 0/1
S. brevicaulis 0/1 0/1 0/1 0/1

5.4. Genotypowanie

Whyniki genotypowania gatunku M. canis, przedstawione w rozdziale Wyniki i wnioski 5.2
wykazaty bardzo duzy potencjat r6znicujacy prostej metody RAPD, dlatego tez wykorzystano ja w
celu przebadana czeSci zebranej populacji gatunkéw E. floccosum, T.rubrum oraz

T. mentagrophytes.

5.4.1. Genotypowanie izolatow gatunku E. floccosum

W celu zbadania zmienno$ci wewngtrzgatunkowej E. floccosum przebadano 8 szczepow tego
gatunku (EF 1 — EF 8), ktore znajdowaly sic w kolekcji Katedry Biotechnologii Molekularne;j
i Mikrobiologii. Badanie zmienno$ci wewnatrzgatunkowej E. floccosum rozpoczgto od zastosowania
techniki RAPD z uzyciem startera GACA (Meyer et al., 1999) dzigki ktoremu uzyskano dwa
genotypy (Rys 38). Zastosowanie startera OPE18 (Saran et al., 2008) réwniez wykazato zmienno$¢
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wewnatrzgatunkows, natomiast zastosowanie startera RAPD1254 (Johnson et al., 2004) nie
wykazato zmienno$ci wewnatrzgatunkowej przy zastosowaniu profilu czasowo-temperaturowego

Z temperaturami przylgczania starterow 37 i 40°C.

1EF1
2EF2
3EF3
4EF4
SEFS5
6 EF6
7EF7
8EF8
9 Marker

Rys 38. Profile elektroforetyczne uzyskane w wyniku zastosowania startera GACA w reakcji PCR przy zastosowaniu matryc
DNA E. floccosum.

Wyniki genotypowania gatunku E. floccosum zostaty zebrane w Tabele 26.

Tabela 26. Zbiorcze wyniki genotypowania gatunku E. floccosum
GACA OPE18 RAPD1254

EF1 A A A
EF 2 A A A
EF 3 A B A
EF 4 A A A
EF5 A A A
EF 6 A A A
EF7 B B A
EF 8 B B A

5.4.2. Genotypowanie gatunku T. rubrum

W celu zbadania zmiennosci wewnatrzgatunkowej T. rubrum wybrano 9 szczepdw, ktore
znajdowaly si¢ w kolekcji Katedry Biotechnologii Molekularnej i Mikrobiologii. Badanie
zmienno$ci wewnatrzgatunkowej rozpoczeto od techniki RAPD z uzyciem startera GACA (Meyer
et al., 1999), ktérego zastosowanie wykazato, iz jeden z badanych szczepéw (TR 16) ma znacznie
odrdzniajacy si¢ genotyp od pozostatych badanych szczepéw. W kolejnych reakcjach zastosowano
startery OPE18 (Saran et al., 2008) oraz RAPD1254 (Johnson et al., 2004). Zastosowanie ich,
wykazato, iz profil elektroforetyczny tego jednego szczepu znacznie rdzni si¢ od pozostatych, ktore
nie wykazywaly zmienno$ci wewnatrzgatunkowej. W zwiazku z powyzszym, dokonano
identyfikacji molekularnej tego szczepu poprzez sekwencjonowanie produktiu reakcji PCR
z zastosowaniem starterow ITS1 oraz ITS4 (White et al., 1990).
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Wyniki sekwencjonowania zostaly przeanalizowane i umozliwily identyfikacje
gatunkowa. Wykazaly, iz szczep ten nalezy do gatunku Candida albicans. W zwiazku

Z powyzszym szczep ten zostal odrzucony i nie byl poddawany dalszej analizie.

1TR12
2TR16
3TR18
4TR19
5TR21
6 TR 22
7TR23
8TR24
9TR25
10 Marker

Rys 39. Profile elektroforetyczne reakcji genotypowania gatunku T. rubrum z zastosowaniem starterow (A) OPE18 oraz (B)
RAPD1254.

5.4.3. Genotypowanie gatunku T. mentagrophytes

Badanie zmienno$ci genetycznej T. mentagrophytes rozpoczeto od zastosowania techniki
RAPD zuzyciem startera GACA (Meyer et al., 1999). Reakcje PCR przeprowadzono
z zastosowaniem 26 matryc izolatow jakich, ktore znajdowaly sie kolekcji Katedry Biotechnologii
Molekularnej i Mikrobiologii. Analiza wynikéw wykazata, iz jeden z badanych izolatow (TM 32)
ma znacznie odrézniajacy sie genotyp od pozostatych badanych. Nastepnie przeprowadzono reakcje
z zastosowaniem startera RAPD1254 (Johnson et al., 2004), ktore, rowniez wykazaty, iz genotyp
tego jednego szczepu odroznia sie od pozostatych. W zwigzku z powyzszym, dokonano identyfikacji
molekularnej tego szczepu poprzez sekwencjonowanie produktu reakcji PCR z zastosowaniem
starterow ITS1 oraz ITS4 (White et al, 1990). Jednakze w tym przypadku wyniki
sekwencjonowania potwierdzily, iz szczep ten nalezy do gatunku T. mentagrophytes co na

pézniejszym etapie prac zostalo potwierdzone w reakcjach PCR oraz Real-Time PCR.
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1TM14
2TM21
3TM22
4TM24
5TM27
6 TM29
7TM31
8 TM32
9TM33
10 Marker

Rys 40. Profile elektroforetyczne reakcji genotypowania gatunku T. mentagrophytes z zastosowaniem starterow (A) GACA oraz
(B) RAPD1254.

5.5. Identyfikacja izolatow kompleksu T. mentagrophytes

Analiza sekwencji genow T. mentagrophytes oraz T. interdigitale, dostepnych w bazie NCBI,
wykazata roznice w sekwencji regionow ITS miedzy tym kompleksem, a pozostatymi gatunkami
dermatofitow. W ramach doktoratu, w wyniku dalszej analizy sekwencji tego genu zaprojektowano

startery specyficzne dla tego kompleksu (rozdziat Metody 4.9).

o TMFor 5 AGG CCG GAG GCT GGCCCCCCAC3
o TMRev 5’ GCG CGG TCC AGC GTT GAG CCA CTA 3
W obrebie porownywanych sekwencji nie mozna zaprojektowaé starteréw, ktore
umozliwiatyby identyfikacj¢ gatunkowa oddzielnie T. mentagrophytes i T. interdigitale, dlatego tez
zaprojektowano test wykrywajacy DNA kompleksu T. mentagrophytes.
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(A)
T. interdigitale AB193720
GGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAACGCGCAGGCCGGAGGCTGGCCCCCCACGATAGGGCCAAACGT

T.mentagrophytes 798000
GGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAACGCGCAGGCCGGAGGCTGGCCCCCCACGATAGGGCCARACGT

(B)

T. interdigitale AB193720 CGGCGAGCCTCTCTTTAGTGGCTAAACGCTGGACCGCGCCCGCCGGAGGA
T. mentagrophytes 798000 CGGCGAGCCTCTCTTTAGTGGCTCAACGCTGGACCGCGCCCGCCGGAGGA

Rys 41. Zestawienie porownywanych sekwencji regionu ITS dla gatunkow T. mentagrophytes oraz T. interdigitale, w obrebie
ktorych zaprojektowano startery specyficzne dla kompleksu T. mentagrophytes. Pogrubieniem zaznaczono obszar, w ktorym
znajduje si¢ sekwencja startera (A) TMFor, (B) TMRev

5.5.1. Gatunkowo-specyficzny PCR

W celu doboru optymalnych warunkow przeprowadzono reakcje z DNA nastepujacych
izolatow: T.mentagrophytes, T. interdigitale, T. tonsurans, A. insingulare, M. canis, oraz
E. floccosum. Reakcje przeprowadzono z uzyciem mieszaniny HighGC (rozdziat Materiaty 3.2.9)
a wybor optymalnej temperatury przylgczania starterOw rozpoczeto od temperatury 56°C. Profil
temperaturowo-czasowy zostat zaprezentowany w Tabeli 16 (rozdzial Metody 4.9.1). Ze wzglgdu na
powstawanie produktow niespecyficznych w reakcjach z matrycami DNA gatunkow T. tonsurans
oraz T. rubrum w tej temperaturze przytaczania starteréw, sprawdzano mozliwos¢ zastosowania
profili temperaturowo-czasowych z wyzszymi temperaturami przylaczania starterow. Wybrano
profil z temperatura przytaczania starter6w réwna 60°C, jako Ze przy jego zastosowaniu syntezowane

byty wylgcznie oczekiwane produkty.

Wielko$¢ specyficznego produktu reakcji z DNA izolatbw nalezgcych do kompleksu
T. mentagrophytes-specyficznego PCR wynosita 175 pz. Pozytywne wyniki uzyskano w reakcjach
DNA wszystkich 17 izolatow T. mentagrophytes oraz 2 T. interdigitale. Natomiast, negatywne
wyniki uzyskano w reakcjach DNA pozostalych 26 izolatéw dermatofitowych oraz 14 szczepow
nie-dermatofitowych. Przyktadowe zdjecie reprezentujace elektroforegram produktéw w 1,5% zelu

agarozowym zostal przedstawiony na Rys 42.
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Rys 42. Elektroforegram produktéw amplifikacji kompleksu T. mentagrophytes. 1 — M 100-500 pz, Produkty PCR uzyskane w
reakcji z DNA wyizolowanym z: 2 — T. interdigitale, 3 — T. rubrum, 4 — M. canis, 5 — M. canis, 6 — T. mentagrophytes, 7 —
T. mentagrophytes, 8 — T.terrestre, 9 — T. tonsurans, 10 — E. floccosum.

5.5.2. Gatunkowo-specyficzny Real-Time PCR

W celu dobrania optymalnych warunkéw reakcji przebadano DNA nastepujacych szczepow:
E. floccosum, M. canis, T. mentagrophytes, T. interdigitale, T. rubrum, A.insingulare oraz
T. tonsurans. Reakcje przeprowadzono z uzyciem mieszaniny SybrA, a wybor optymalnej
temperatury przylaczania starterow rozpoczegto od temperatury 60°C. Temperatura topnienia
produktéw reakcji w wybranych warunkach (rozdzial Metody 4.9.2) wynosita pomigdzy 90,5
a91,5°C nie tylko w reakcji z zastosowaniem matrycy DNA gatunkéw kompleksu
T. mentagrophytes, ale rowniez z zastosowaniem matrycy DNA izolatow gatunku T. rubrum, dlatego
tez podwyzszano temperature przylaczania starterow o 2°C. Podwyzszenie temperatury topnienia
do 68°C nie wyeliminowalo tego problemu, dlatego tez zastosowano dwustopniowa amplifikacje
z zastosowaniem temperatury 72°C. W wyniku zastosowania tej temperatury uzyskano jedynie

produkty reakcji z uzyciem matrycy DNA izolatéw kompleksu T. mentagrophytes.

Pozytywny wynik gatunkowo specyficznych reakcji Real-Time PCR zostal uzyskany
z wykorzystaniem matryc DNA wszystkich 15 izolatow nalezacych do kompleksu
T. mentagrophytes, natomiast wynik byl ujemny w przypadku matryc DNA 14 izolatéw innych
gatunkow dermatofitow oraz 14 gatunkow innych grzybow anizeli dermatofity oraz matryc
DNA bakterii (Tabela 27). Reprezentacyjna krzywa topnienia produktow amplifikacji

zaprezentowana zostata na Rys 43.
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Rys 43. Krzywa topnienia produktow amplifikacji kompleksu T. metagrophytes-specyficznego Real-Time PCR.

Wyniki PCR oraz Real-Time PCR dla kompleksu T. mentagrophytes zebrano w zbiorczej
Tabeli 27.

Tabela 27. Wyniki PCR oraz Real-Time PCR dla kompleksu T. mentagrophytes

Kompleks T. mentagrophytes - Kompleks T. mentagrophytes-specyficzny
specyficzny Real-Time PCR PCR
Dermatofity Liczba probek, dla ktorych

Liczba probek, dla ktérych uzyskano wynik
Tm [°C] pozytywny /
liczba probek poddanych analizie

uzyskano wynik pozytywny /
liczba probek poddanych

analizie

T. mentagrophytes 12/12 - 17/17
T. interdigitale 313 212
T. rubrum 0/5 017
A. insingulare 0/2 0/2
T. tonsurans 0/2 0/2
M. canis 0/3 - 0/13
E. floccosum 0/2 0/2

Nie-dermatofity
A. charticola 0/1 - 0/1
A. Kkiliense 0/1 - 0/1
A. alternata 0/1 - 0/1
C. albicans 0/1 - 0/1
C. glabrata 0/1 - 0/1
C. kruzei 0/1 - 0/1
F. culmorum 0/1 - 0/1
F. oxysporum 0/1 - 0/1
M. circinelloides 0/1 - 0/1
M. racemosus 0/1 - 0/1
P. verrucosum 0/1 - 0/1
R. oligosporus 0/1 - 0/1
R. oryzae 0/1 - 0/1
S. brevicaulis 0/1 - 0/1
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5.6. Nowa metoda przygotowania DNA bezpoSrednio z hodowli z préobek
klinicznych reakcji PCR

Wyniki przedstawione w rozdziatach Wyniki 5.1, 5.3, 5.4 oraz 5.5 wskazuja, iz w metodzie
Real-Time PCR mozliwe jest zastosowanie DNA, ktore znajduje si¢ w lizacie komdorkowym. Wyniki
te s3 niezwykle wazne, poniewaz umozliwiaja skrocenie czasu uzyskania probki od pacjenta do
wydania wyniku pacjentowi. Jednak metoda opublikowana przez Brillowska-Dgbrowska et al.,
sktada si¢ z dwoch etapow. Jednym z celow doktoratu byla modyfikacja juz istniejacej lub
opracowanie metody, ktéra umozliwi uwolnienie DNA do roztworu w jednym etapie, co znaczgco
zmniejszytoby ryzyko kontaminacji i utatwitoby wdrozenie diagnostyki molekularnej grzybic

powierzchniowe;j.

5.6.1. Opracowanie metody przygotowania DNA reakcji PCR oraz Real-Time PCR

Ze wzgledu na skutecznos$¢ metody przygotowania DNA reakcji PCR opracowanej przez zesp6t
badawczy Brillowskiej-Dabrowskiej (Brillowska-Dabrowska et al., 2007) podjeto decyzje o jej
modyfikacji majacej na celu zmniejszenie liczby etapéw wymagajacych otwierania probowek
W czasie jej stosowania. Badania rozpoczeto od zastosowania w pierwszym etapie buforu
A (Brillowska-Dabrowska et al., 2007) i inkubacji probki wraz z buforem A przez 10 minut w 95°C.
Tak przygotowane DNA mozna bylo stosowaé jedynie bezposrednio po jego przygotowaniu.
Zwrocono uwageg, ze wykorzystane w metodzie Brillowskiej-Dabrowskiej BSA znajdujace si¢
w Buforze B dziata jak ,,antyinhibitor” reakcji PCR. W zwigzku z konieczno$cig usuniecia inhibicji
czasteczek znajdujacych si¢ w pobranych probkach zastosowano proteinaze K. W procesie
sprawdzania mozliwos$ci zastosowania proteinazy K jako czynnika likwidujacego efekt inhibicyjny
do izolacji DNA uzyto grzybni 3 izolatow M. canis, 3izolatow T. rubrum oraz 3 izolatow

T. mentagrophytes, ktére hodowane byty na ptytkach na podtozu Sabouraud.
Czynnikami podlegajacymi modyfikacji byly:

e stezenie proteinazy K,
e czas inkubacji probek w buforze z proteinaza K,

e temperatura inkubacji probek w buforze z proteinaza K.
DNA przygotowywano w ponizej opisanych warunkach:

A. 10 pl proteinazy K (20 mg/ml) + 90 pl buforu A — inkubacja 10 min w temperaturze

pokojowej — inkubacja 10 min w 95°C,
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B. 20 pl proteinazy K (20 mg/ml) + 80 ul buforu A — inkubacja 10 min w temperaturze
pokojowej — inkubacja 10 min w 95°C,

C. 10 pl proteinazy K (20 mg/ml) + 90 ul buforu A — inkubacja 10 min w 56°C,

D. 20 pl proteinazy K (20 mg/ml) + 80 pl buforu A — inkubacja 10 min w 56°C.

Rownolegle przeprowadzono izolacje DNA tych samych izolatéw stosujac opublikowang
metode (OM) opracowang przez Brillowska-Dabrowska et al., 2007. Natychmiast po przygotowaniu
zostato ono wykorzystane w klasycznej reakcji PCR oraz w Real-Time PCR z zastosowaniem
starterow wykrywajacych DNA dermatofitow tzw. starteréw pan-dermatofitowych (Brillowska-

Dgbrowska et al., 2007). Otrzymane wyniki zostaly przedstawione ponize;j.

1.2 .3 4)5 647 8 O 10/1112 1344

15 16 17 18 1920 2122 2324 2526 27 28

29 3031 32 33 34 3536 3738 39 40 4142 43 44 4546

K- MC1 MC2 MC3 TR1 TR2 TR3 TM1 TM2 TM3

MP 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
A 11 12 13 14 15 16 17 18 19
B 20 21 22 23 24 25 26 27 28
C 29 30 31 32 33 34 35 36 37
D 38 39 40 41 42 43 44 45 46

Rys 44. Wyniki reakcji PCR wykrywajacej pan-dermatofitowe DNA z zastosowaniem matryc DNA wyizolowanych testowanymi
wariantami nowej metody oraz metoda porownawcza (MP) jako kontrola. Litery A-D wskazuja na uzyta ilo$¢ proteinazy oraz
parametry warunkéw inkubacji probki.

Ponizej przedstawiono wyniki reakcji Real-Time PCR wykrywajacej pan-dermatofitowe DNA.

Tabela 28. Temperatury topnienia produktow reakcji Real-Time PCR wykrywajacej pan-dermatofitowe DNA z zastosowaniem matryc DNA
wyizolowanych testowanymi wariantami nowej metody oraz metoda opublikowang jako kontrolg (litery A-D wskazuja na uzyta ilo$¢ proteinazy oraz
parametry warunkow inkubacji probki)

[C] K- MC1 MC2 MC3 TR1 TR2 TR3 TM1 TM2 TM3
MP - 9135 9129 9129 87.04 8729 87.07 8831 88.09 8825

A - 9146 9118 9111 86.88 86.87 87.24 87.78 87.76 87.80
B - 9110 9118 91.09 8715 87.34 87.19 8795 87.90 -

C - - - - - - - - - 87.92
D - 9130 - 91.90 - 87.22 - 88.05 - 88.39
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W Kklasycznej reakcji PCR uzyskano 100% pozytywnych wynikéw zaréwno w przypadku
wariantu A, jak i B. Natomiast w przypadku wariantu C i D nie uzyskano pozytywnych wynikow.
W reakcji Real-Time PCR 100% pozytywnych wynikéw uzyskano dla wariantu A, w wariancie B
negatywny wynik pojawit si¢ przy zastosowaniu matrycy DNA o0znaczonej jako TM 3, natomiast
w wariancie C uzyskano tylko jeden pozytywny wynik, awariancie D 5 z 9. W zwigzku

z powyzszym do dalszego testowania wybrano nastepujacy protokol przygotowania DNA:

e przygotowac bufor ekstrakcyjny (60 mM NaHCOs3, 250 mM KCI and 50 mM Tris, pH 9,5)
zawierajacy 10% proteinazy K (20mg/ml),

e do probowki typu Eppendorf z fragmentem grzybni doda¢ 200 pul buforu ekstrakcyjnego,

e 10 min inkubowa¢ w temperaturze pokojowej,

e 10 min inkubowa¢ w temperaturze 95°C,

e mieszac za pomocg worteksu przez 5 s,

e przechowywac do dalszej analizy w 4°C.

5.6.2. PCR oraz Real-Time PCR z zastosowaniem DNA wyizolowanego nowa metoda

W celu sprawdzenia czy DNA otrzymane nowa metoda izolacji moze by¢ stosowane do izolacji
DNA dermatofitow przeprowadzono DNA 111 szczepow i zastosowano je reakcji PCR oraz Real-
Time PCR zuzyciem starterow wykrywajacych DNA dermatofitow. Zbiorcze wyniki zostaty
zaprezentowane w Tabeli 29.

Tabela 29. Zbiorcze wyniki PCR oraz Real-Time PCR z uzyciem starterdw wykrywajacych dermatofitowe DNA przy zastosowaniu DNA

przygotowanego nowa metoda
PCR Real-Time PCR
Badane szczepy = 111/111 111/111
M. canis 37/37 37/37
T. rubrum 37/37 37/37
T. mentagrophytes =~ 37/37 37137

Specyficzne produkty PCR zostaly uzyskane dla wszystkich 37 szczepow M. canis,
wszystkich 37 szczepow T. mentagrophytes oraz wszystkich 37 szczepow M. canis.
W przypadku Real-Time PCR temperatura topnienia specyficznych produktow wynosila
pomiedzy 87 a 92°C. W odniesieniu do badanej grupy izoelatéw, nowg metoda izolacji DNA,

moze by¢ stosowana skutecznie zaré6wno w PCR jak réwniez w Real-Time PCR.

5.6.3. Stabilnos¢ DNA wyizolowanego nowg metoda

W celu sprawdzenia stabilnosci przygotowano DNA nowg metoda (tj. metoda opracowang w tej
pracy) oraz metoda opublikowana (Brillowska-Dabrowska et al., 2007). Mieszaniny zawierajace

DNA wykorzystano w reakcjach PCR oraz Real-Time PCR od razu po przeprowadzeniu izolacji.
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Reszta mieszanin byla przechowywana w 4°C. Kolejne reakcje PCR oraz Real-Time PCR zostaty
przeprowadzone po 28 dniach, oraz po 3 i 6 miesiagcach. Zbiorcze wyniki zaprezentowano w Tabeli
30.

Tabela 30. Zestawienie wynikow reakeji PCR oraz Real-Time PCR z zastosowaniem DNA wyizolowanego nowa i opublikowana metoda natychmiast
po izolacji DNA oraz po 28 dniach, 3 1 6 miesiacach po jego izolacji.

Czas po
przygotowaniu Natychmiast Po 28 dniach Po 3 miesiacach Po 6 miesigcach
DNA
Reakcja PCR RT PCR PCR RT PCR PCR RT PCR PCR RT PCR
Zaf;‘;ig‘é";“a OM NM OM NM OM NM OM NM OM NM OM | NM OM NM OM | NM
Liczba
uzyskanych 18 18 18 18 15 17 18 18 13 17 17 11 13 16 9 11
wynikow
pozytywnych
M. canis 6 6 6 6 6 6 6 6 5 6 6 4 4 5 2 4
T 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 4 6 6 6 4
mentagrophytes
T. rubrum 6 6 6 6 ) 5 6 6 2 5 5 3 3 5 1 3

OM - opublikowana metoda
NM - nowa metoda

Natychmiast po izolacji w obu metodach uzyskano wyniki w 100% reakcji zaréwno
w przypadku PCR (Rys 45 A) jak i Real-Time PCR.

Po 28 dniach, w reakcji PCR, w ktorej zastosowano DNA przygotowane opublikowang metoda
uzyskano pozytywne wyniki dla 15 z 18 proébek DNA, podczas gdy w przypadku DNA
wyizolowanego nowg metoda pozytywne wyniki uzyskano dla 17 z 18 probek DNA (Rys 45 B).
W Real-Time PCR z zastosowaniem DNA przygotowanego opublikowang poprzednig metoda, jak

i nowg metoda uzyskano pozytywne wyniki dla wszystkich 18 probek DNA.

Po 3 miesigcach, w PCR w ktorym zastosowano DNA przygotowanego opublikowang metoda
uzyskano pozytywne wyniki dla 13 z 18 probek DNA, podczas gdy w przypadku DNA
przygotowanego nowa metoda pozytywne wyniki uzyskano dla 17 z 18 probek DNA (Rys 45 C).
W Real-Time PCR z zastosowaniem DNA przygotowanym opublikowang metodg pozytywne
wyniki uzyskano dla 17 z 18 probek DNA, natomiast w przypadku DNA przygotowanego nowa
metodg pozytywne wyniki uzyskano dla 11 z 18 prébek DNA.

Po 6 miesigcach, w PCR w ktorym stosowano DNA przygotowane poprzednia metoda uzyskano
pozytywne wyniki dla 13 z 18 prébek DNA, podczas gdy w przypadku DNA przygotowanego
zmodyfikowana metoda pozytywne wyniki uzyskano dla 16 z 18 probek DNA (Rys 45 D). W Real-
Time PCR z zastosowaniem DNA przygotowanego opublikowang metodg pozytywne wyniki
uzyskano dla 9 z 18 prébek DNA, natomiast w przypadku DNA wyizolowanego nowa metoda
pozytywne wyniki uzyskano dla 11 z 18 probek DNA.
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A 1 2 34 5 6 7 8 910111213 14 15 16 17 18

—> opublikowana metoda

19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37

B 1 23 4 56 7 8 9101112 1314 15 16 1718

19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37

—> zmodyfikowana metoda

—> opublikowana metoda

—> zmodyfikowana metoda

CcC 1 23 456 7 8 9 10111213 1415 16 1718

—> opublikowana metoda

19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 3536

D 1 23 45 6 7 8 9 10111213 1415 16 1718

—> zmodyfikowana metoda

—> opublikowana metoda

19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 3536

—> zmodyfikowana metoda

Rys 45. Poréwnanie stabilno$ci DNA przygotowanego opublikowana (stara) metoda (probki 1-18) z DNA przygotowanego nowa
metoda (probki 19-36). Probki 1, 2, 3, 10, 11, 12, 19, 20,21 gatunek T. mentagrophytes, probki 4, 5, 6, 13, 14, 15, 22, 23, 24, 31,
32, 33 gatunek T. rubrum, probki 7, 8, 9, 16, 17, 18, 25, 26, 27, 34, 35, 36 gatunek M. canis, 37 — kontrola negatywna. PCR

wykonany
(A) natychmiast, (B) 28 dni, (C) 3 miesiace oraz (D) 6 miesigcy po izolacji DNA.

Podsumowujac, DNA przygotowanego reakcji PCR i Real-Time PCR z uzyciem nowej

metody jest stabilniejsze niz DNA przygotowanego opublikowang dwuetapowg metods.

5.7. Wstepne sprawdzenie uzytecznoSci testu na probkach klinicznych

Izolacja DNA, bezposrednio z probek klinicznych zostala przeprowadzona nowg metoda
opracowang w ramach niniejszej pracy (rozdziat Metody 4.10). Spis probek, wraz z opisem skad
zostal pobrane, zostaly przedstawiony w Tabeli 31. Pierwszym testem, ktéry zostal wykonany
z wykorzystaniem matryc DNA pozyskanych bezposrednio z probek klinicznych byt pan-
dermatofitowy Real-Time PCR (rozdziat Metody 4.3). Uzyskane temperatury topnienia produktow
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amplifikacji miescity si¢ w zakresie od 87 do 88°C, dlatego tez nastgpnym etapem byto
przeprowadzenie T. rubrum-specyficznego Real-Time PCR (rozdziat Metody 4.6).

Tabela 31. Zestawienie wynikow pan-dermatofitowego Real-Time PCR oraz T. rubrum-specyficznego Real-Time PCR z wykorzystaniem matryc
DNA uzyskanych bezposrednio z probek klinicznych

Miejsce pobrania = panDerm = T. rubrum-specyficzny klasyczne metody
paznokcie stop - - -
paznokcie stop - - -
paznokcie stop - - -
paznokcie stop - - -
paznokcie stop - - -
paznokcie stop - - -
paznokcie stop 87.43 91.68 T. rubrum
paznokcie stop 87.62 92.02 T. rubrum

9 paznokcie stop - - -

10 paznokcie stop - - -

11 paznokcie stop - - -

12 paznokcie stop - - -

13 paznokcie dloni - - -

O~NOoO O WN P

14 paznokcie stop 87.26 91.64 T. rubrum
15 paznokcie stop - - -
16 paznokcie stop 87.32 91.18 T. rubrum
17 paznokcie stop - - -
18 skora tutowia - - -

19 paznokcie stop - - -
20 paznokcie stop - - -
21 paznokcie stop - - -

Pozytywny wynik reakcji Real-Time PCR 2z wykorzystaniem starteréw pan-
dermatofitowych zostal uzyskany dla 4 préobek, ktore zawieraly DNA uzyskane bezpos$rednio
z probek klinicznych. Dla tych samych prébek uzyskano pozytywny wynik w reakcji Real-Time
PCR z zastosowaniem starterow T. rubrum-specyficznych. Tlo§¢ przebadanych prébek
Klinicznych jest zbyt mala by stwierdzi¢ skuteczno§¢ w pracy z materialem Kklinicznym,

aczkolwiek wyniki te sa obiecujace.
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Glownym czynnikiem limitujacym rozpowszechnienie diagnostyki dermatofitoz opartej na
obserwacjach mikro- i makroskopowych jest czas. Przy zastosowaniu metod klasycznych od
momentu pobrania probki do wydania wyniku mija od 4 do 6 tygodni. Ponadto istotnym
ograniczeniem, tego rodzaju diagnostyki jest niska skutecznos¢ - 40% przypadkow, ktore wezesniej
w badaniach mikroskopowych zostaly uznane za pozytywne, jest ujemnych (Petrini i von Rosen,
2002; Weinberg et al., 2003). Nie zawsze jednak wyniki te mozna nazwac¢ fatlszywie dodatnimi, jako
ze brak mozliwos$ci wyhodowania izolatow z probek moze by¢ spowodowany stosowaniem przez
pacjentow S$rodkow przeciwgrzybiczych. Wyniki fatszywie ujemne, uzyskane w bezposrednich
badaniach mikroskopowych probek klinicznych, dotycza 5 do 15% przypadkéw (Gentles, 1971,
Singh et al., 2003). Rozwigzaniem niedoskonatosci diagnostyki dermatofitoz jest wprowadzenie
molekularnych metod diagnostycznych. W publikacji Brillowska-Dabrowska et. al., zaobserwowano
az 10% wzrost probek zidentyfikowanych metodami molekularnymi — 45 probek pozytywnych
uzyskano metodami klasycznymi, podczas gdy metodami molekularnymi zidentyfikowano az
50 probek. Dodatkowo warto wspomnieé, iz prawie dwukrotnie wzrosta ilo§¢ probek
zidentyfikowanych do poziomu gatunku. Wynika to z faktu, iz wiele probek byto idnetyfikowaych
jako pozytywne pod mikroskopem, ale negatywne w hodowli umozliwiajacej w dalszych etapach
diagnostyke do poziomu gatunku (Brillowska-Dabrowska et al., 2007). Metody te pozwalaja na
skrocenie czasu diagnozy, zmniejszaja koszty oraz odznaczaja si¢ wysoka specyficzno$cig.
Jednakze, mimo licznych zalet molekularnych metod diagnostycznych, wcigz jest niewiele
dostepnych klinicznie uzytecznych testow, ktore sie na nich opieraja. Spowodowane jest to wieloma
czynnikami. Jednya z pierwszych napotykanych trudnosci w diagnostyce molekularnej jest metoda
pozyskiwania DNA, ktéra jest niewatpliwie czynnikiem limitujgcym. Bardzo czgsto metody izolacji
DNA wymagaja wczesniejszej hodowli, jak réwniez sg wieloetapowe (Garg et al., 2009; Litz
i Cavagnolo, 2010; Berk et al., 2011; Bergman et al., 2013; Miyajima et al., 2013) lub tez wymagaja
specjalistycznego sprzetu, ktory nie jest dostepny w malych laboratoriach (Wisselink et al., 2011).

W trakcie realizacji niniejszego doktoratu wykazatam mozliwos¢ zastosowania DNA
uzyskanego przez uzycie dwuetapowej metody przygotowania DNA opisanej wczesniej (Brillowska-
Dabrowska et al., 2007) w reakcji Real-Time PCR. Nieczasochtonna metoda przygotowania DNA
bezposrednio z probki klinicznej, ktére moze by¢ wykorzystane w Real-Time PCR jest niezwykle
istotna, poniewaz znacznie skraca czas od pobrania probki do identyfikacji, pozwalajac na
przeprowadzenie calej procedury w ciagu jednego dnia roboczego. Dodatkowo, nie wymaga ona
zastosowania zadnej kosztownej aparatury ani drogich odczynnikéw. W zwigzku z tym moze by¢

zastosowana nawet w matych laboratoriach diagnostycznych, w ktorych nie ma miejsca na
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wydzielenie osobnego pomieszczenia na sprawdzanie wynikow klasycznej reakcji PCR.
Zastosowanie reakcji Real-Time PCR charakteryzuje si¢ zaletami w stosunku do konwencjonalnego
PCR, ktére sg niezwykle istotne, szczegdlnie w przypadku rutynowej pracy laboratoryjnej, ktéra jest
wykonywana w 8-godzinnych ramach czasowych. Jednym z nich jest skrocenie czasu analizy.
Mozna przyjac, ze pojedyncza reakcja identyfikujaca oparta na Real-Time PCR zajmuje 1 godzing,
podczas gdy na konwencjonalnym PCR zajmuje do dwoch godzin. Dodatkowo, w przypadku Real-
Time PCR wynik uzyskiwany jest natychmiast po zakonczeniu analizy, co umozliwia zakonczenie
diagnozy w ciggu jednego dnia roboczego, podczas gdy przeprowadzenie klasycznego PCR wymaga
wykonania elektroforezy po zakonczeniu reakcji, ktora powinna by¢ przeprowadzona w osobnym
pomieszczeniu, jako Ze niesie ze sobg ryzyko kontaminacji. Ze wzgledu na powyzsze zalety oraz
mozliwo$¢ zastosowania DNA uzyskanego szybka metoda izolacji (Brillowska-Dabrowska et al.,
2007), w niniejszej pracy zastosowano technike Real-Time PCR w celu opracowania testu, ktory

umozliwi szybka i specyficzng diagnostyke dermatofitow.

Podstawowym pytaniem, na ktore nalezy odpowiedzie¢ przy identyfikacji gatunkowej
czynnikéw etiologicznych wywotujacych zmiany powierzchniowe, jest stwierdzenie czy
odpowiadaja za nie mikroorganizmy nalezace do grupy dermatofitow, dlatego w pierwszej reakcji
opracowywanego testu zastosowano opisane wczesniej startery wykrywajace DNA wszystkich
gatunkow dermatofitow (Brillowska-Dabrowska et al., 2007). Reakcja ta jest kluczowa
wdiagnostyce dermatofitow, jako ze wynik falszywie ujemny powoduje odrzucenie danej probki
walgorytmie identyfikacji. W trakcie prowadzenia badan zaobserwowano, iz temperatury topnienia
produktow reakcji sg charakterystyczne dla danego rodzaju dermatofitoéw. Dla produktow reakc;ji,
ktore zostaly uzyskane przy zastosowaniu matryc DNA rodzajow Epidermophyton oraz
Trichophyton temperatura ta wynosita pomiedzy 87 a 89°C, a dla produktow reakcji, uzyskanych
przy zastosowaniu matryc DNA rodzaju Microsporum pomigdzy 92 a 93°C. Jednakze, w przypadku
15 izolatow z rodzaju Microsporum temperatura ta wynosita pomiedzy 87 a 89°C, a dla 15 izolatow
nie uzyskano zadnych produktéw reakcji. Poniewaz wyniki te mogly wskazywaé, na rdéznice
w genotypach tych izolatéw przeprowadzono genotypowanie wybranych z nich. W tym miejscu
warto wspomniec, iz nie wszystkie laboratoria diagnostyczne wyposazone sa w sekwenator, w takiej
sytuacji przydatne sg wtasnie metody genotypowania, ktdre umozliwiaja potwierdzenie wynikoéw
szczegblnie w sytuacjach, w ktorych nie ma zgodnosci wynikow diagnostyki z obrazem klinicznym.
W wyniku genotypowania uzyskano profile elektroforetyczne, ktore umozliwity wyodrebnienie
6zr6znych genotypow. Poniewaz gatunek M. canis jest opisywany jako mikroorganizm posiadajacy
genom 0 wysokim stopniu zakonserwowania (Faggi et al., 2001, Brilhante et al., 2005, Leibner-

Ciszak et al., 2010), przeprowadzono sekwencjonowanie fragmentéw ITS1 i ITS4 DNA. Analiza
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wynikéw sekwencjonowania wyjawita, iz izolaty dla ktoérych temperatura topnienia produktow
amplifikacji wynosita pomigdzy 87 a 89°C nie nalezg do rodzaju Microsporum, a do rodzaju
Trichiphyton. Opisana tutaj rozbiezno$¢ wynikow uzyskanych z zastosowaniem obserwacji mikro-
i makroskopowych i metod molekularnych jest zjawiskiem wystepujacym do$¢ czesto w przypadku
stosowania diagnostyki konwencjonalne;j.

Startery pan-dermatofitowe zastosowane w Real-Time PCR umozliwily 100% detekcje DNA
dermatofitow wyizolowanych z czystych hodowli oraz wstepne odréznienie rodzaju Microsporum.
Po raz pierwszy zastosowano matryce DNA wyizolowane szybka metodg (Brillowska-Dgbrowska et
al., 2007) w tescie opartym o technike Real-Time PCR, co umozliwito znaczne skrocenie czasu

analizy.

Jednym z najczgsciej spotykanych patogenow powodujacych powierzchniowe grzybice skory
jest T. rubrum. Dostepny jest komercyjnie test wykorzystujacy reakcj¢ PCR, ktory umozliwia
identyfikacje DNA tego patogenu w probkach klinicznych (Brillowska-Dgbrowska, et al., 2007).
W niniejszej pracy potwierdzono mozliwo$¢ wykorzystania starterdéw z wyzej wymienionej pracy
w teScie opartym na technice Real-Time PCR (Brillowska-Dgbrowska, et al., 2007). Umozliwit on
skrocenie czasu wymaganego do uzyskania wyniku, jako ze konwencjonalny PCR, dla ktorego
niezbedna jest elektroforetyczna detekcja produktow PCR wymaga 3 godzin, podczas gdy reakcja
Real-Time PCR zajmuje tylko 1 godzing. W odniesieniu do badanej grupy izolatow potwierdzono

100% specyficznos¢ tego testu.

Kolejnym bardzo czesto spotykanym patogenem powodujacym dermatofitozy jest gatunek
M. canis (de Costa et al., 2013), ktory wraz z gatunkami M. audouinii oraz M. ferrugineum nalezy
do kompleksu A. otae. M. canis jest kosmopolitycznym gatunkiem zoofilnym, w przypadku ktérego
transmisja, moze nastgpic¢ na cztowieka. Jest to patogen powodujgcy bardzo czesto infekcje u dzieci
(Sharma et al., 2007, Reys et al., 2011). Gatunki M. audouinii oraz M. ferrugineum sa gatunkami
antropofilnymi, ktére wystepuja w roznych szeroko$ciach geograficznych. M. audouinii spotykany
jest zazwyczaj w Europie oraz Afryce, a M. ferrugineum w Azji (Reys et al., 2011). Mimo iz gatunki
te leczone sg tymi samymi antymikotykami, stworzenie testu, ktory odr6zni gatunki nalezace do tego
kompleksu jest niezwykle istotne dla ustalenie zrodta zakazenia i ryzyka przeniesienia. W niniejszej
pracy stworzone zostaly dwa testy, ktore umozliwity identyfikacje¢ tych klinicznie istotnych
gatunkow. Zaprojektowano startery, ktore wykorzystaly roznice w sekwencji genu B-tubuliny,
jednakze sekwencje M. audouinii oraz M. ferrugineum sa identyczne w pozycjach polimorfizméw
zidentyfikowanych migdzy M. canis i M. audouinii, dlatego tez nie byto mozliwos$ci zaprojektowania

starterow, ktore rozrézniatyby wszystkie trzy gatunki. W zaprezentowanym tescie uzyskano 100%
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specyficznos¢  dla  starterow  zaprojektowanych do  wykrywania DNA M. canis
i M. audouinii/M. ferrugineum zaréwno w tradycyjnej reakcji PCR i Real-Time PCR. Pomimo braku
mozliwoséci odroznienia dwoch gatunkéw antropofilnych, zastosowanie tego testu w potgczeniu
z testem specyficznym dla gatunku M. canis stanowi uzyteczne narzedzie do kontroli
rozprzestrzeniania si¢ infekcji wywotanych przez M. canis, M. audouinii i M. ferrugineum i moze

poprawi¢ wynik leczenia, znaczgco skracajac czas miedzy pobraniem probki a diagnoza.

Gatunkiem, ktory roéwniez zastuguje na uwage jest jedyny reprezentant rodzaju
Epidermophyton, wystepujacy w cieptym klimacie. Jest on gtéwnym czynnikiem powodujgcym az
80% wszystkich dermatofitowych pieluszkowych zapalen skory (Kahana et al., 1987, Bonifaz et al.,
2016). W niniejszej pracy opracowano startery, ktore umozliwiaja identyfikacje E. floccosum
Z zastosowaniem DNA wyizolowanego szybkg metodg (Brillowska-Dabrowska et al., 2010)
z czystych kultur. Produkt PCR o temperaturze topnienia 89-89,5°C wskazuje na obecno$¢ DNA
E. floccosum w badanej probce. Specyficznos¢ opracowanej tradycyjnej reakcji PCR jak réwniez

Real-Time PCR z uzyciem tych starterow okreslono jako 100%.

Ze wzgledu na toczaca si¢ debate dotyczaca kompleksu T. mentagrophytes (w kontekscie
rozroznienia od T. interdigitale) zostala podjeta proba stworzenia testu, ktory umozliwitby
odréznienie tych dwoch gatunkéw od siebie. Stworzenie takiego testu byloby niezwykle istotne
Z uwagi na fakt, iz oba te gatunki (bgdz warianty) odréznia zrédlo zakazenia - T. interdigitale jest
uwazany za gatunek antropofilny, podczas gdy T.mentagrophytes za gatunek zoofilny. Do
kompleksu okreslanego mianem Trichophyton mentagrophytes nalezg réwniez gatunki T. erinacei,
T. quinckeanum oraz T. benhamie (Frias De Leén G et al., 2020). Ze wzgledu na czesto$é
wystepowania poszczegélnych gatunkow/wariantdow podjeto prace jedynie nad gatunkami
T. mentagrophytes oraz T. interdigitale. Pojawiajgce si¢ w literaturze informacje dotyczace
identyfikacji obu gatunkow wskazuja na bardzo duza potrzebe stworzenia testu, ktore odrozniatyby
od siebie te dwa najbardziej rozpowszechnione gatunki kompleksu (Nenoff et al., 2019, Chowdhary
et al., 2019). W praktyce klinicznej czesto izolaty produkujace aksamitne kolonie uzyskiwane
z probek pobranych ze stopy uznawane sa za T. interdigitale, natomiast pudrowate izolaty, bez
wzgledu na miejsce pochodzenia uznawane sa za T. mentagrophytes (Symoens et al., 2011). Metoda
ta jednak moze okaza¢ si¢ niewystarczajaca do odroznienia T. mentagrophytes od pozostatych
gatunkow (Frias De Leon G et al., 2020). W czasie realizacji niniejszej pracy opracowano liczne
startery w miejscach wystepowania polimorfizmu, jednakze nie udato si¢ opracowac testu, ktory
umozliwitby odroznienie tych gatunkéw. Z uwagi na brak komercyjnie dostepnego testu z prosta
i efektywna metoda izolacji DNA stuzacego do wykrywania DNA kompleksu T. mentagrophytes

stworzono taki test. Zaprojektowano startery w obrebie regionu ITS, specyficzne dla tego kompleksu.
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W zaprezentowanym teScie uzyskano 100% specyficznos¢ reakcji z uzyciem opracowanych
starterow zaprojektowanych do wykrywania DNA T. mentagrophytes oraz T. interdigitale zarowno
w tradycyjnej reakcji PCR jak i Real-Time PCR. Dalsze badania nad stworzeniem testu, a zatem
poszukiwaniem nowego celu molekularnego, ktory odrézniatby te dwa gatunki sg niezwykle istotne
i powinny zosta¢ podjete w nastgpnych etapach pracy nad stworzeniem uniwersalnego testu do
wykrywania i identyfikacji dermatofitow. Badania takie wymagaja zebrania jak najwigkszej ilosci
izolatow klinicznych, najlepiej z réznych miejsc, gdyz nie mozna wykluczyé, iz ich identyfikacja

gatunkowa przeprowadzona z uzyciem konwencjonalnych narzedzi nie jest bezbtedna.

Niewatpliwie mozliwo$¢ zastosowania DNA uzyskanego szybka metodg opracowang przez
Brillowska-Dabrowska et al., 2007 w reakcji Real-Time PCR jest punktem przetomowym
w diagnostyce dermatofitoz. Nie tylko znacznie skraca czas od momentu pobrania probki od pacjenta
do wydania diagnozy, ale rowniez obniza koszty identyfikacji i zmniejsza ryzyko kontaminacji.
W niniejszej pracy udoskonalono t¢ metode poprzez redukcje dwoch etapow koniecznych do
pozyskania DNA bezposrednio z probki klinicznej do jednego. Zastosowanie proteinazy K
W potaczeniu z dziataniem wysokiej temperatury, dato oczekiwany wynik. W celu oceny
uzytecznosci DNA uzyskanego metodg opracowang w tej pracy przeprowadzono izolacje DNA ze
111 izolatéw dermatofitow — M. canis (37), T. mentagrophytes (37) oraz T. rubrum (37). Nastepnie
tak uzyskane DNA zastosowano w reakcjach PCR oraz Real-Time PCR. Przy zastosowaniu obu
metod uzyskano 100% specyficzno$¢. Jednakze, aby oceni¢ uzyteczno$é tak otrzymanego DNA
nalezalo rowniez sprawdzi¢ jego stabilno$¢ oraz poréwnac ja ze stabilnoscia DNA uzyskanego
Z uzyciem opublikowanej wczesniej metody (Brillowska-Dabrowska et al., 2007). W tym celu
przeprowadzono izolacje DNA obiema metodami. Nast¢pnie tak otrzymane DNA zastosowano
w reakcjach PCR oraz Real-Time PCR natychmiast po izolacji, po 28 dniach oraz po 3 i 6 miesigcach.
W przypadku reakcji z DNA natychmiast po jego izolacji w obu metodach uzyskano 100% wynikow
pozytywnych. W reakcji z DNA 28 dni po jego izolacji dla Real-Time PCR uzyskano 100% wynikow
pozytywnych przy zastosowaniu DNA uzyskanego obiema metodami, natomiast w Kklasycznej
reakcji PCR uzyskano rozbiezne wyniki. Stwierdzono, ze przechowywanie DNA dhuzej niz 28 dni

wplywa negatywnie na wyniki reakcji przeprowadzonych z jego uzyciem.

Dopetnieniem niniejszej pracy bylo zbadanie probek klinicznych, pobranych od pacjentow,
u ktérych podejrzewana byla powierzchniowa infekcja grzybicza. Izolacja DNA zostala
przeprowadzona bezposrednio z probek klinicznych nowa metoda opracowang w ramach doktoratu.
Nastepnie przeprowadzono pan-dermatofitowsg reakcje Real-Time PCR. Z 21 probek, wynik
pozytywny uzyskano dla 4 z nich. Dla tych samych matryc DNA uzyskano pozytywny wynik
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Z zastosowaniem starterow T. rubrum-specyficznych. Wyniki te §wiadczg o tym, iz test opracowany

w ramach tego doktoratu ma potencjat do bycia stosowanym w rutynowej pracy laboratoryjne;.

W tym miejscu warto rowniez wspomnieé, iz wyniki uzyskane przy genotypowaniu gatunku
M. canis byly bardzo interesujace, dlatego tez przeprowadzono badania nad zmiennoscia genetyczng
innych gatunkow, ktore znajduja si¢ w kolekcji Katedry Biotechnologii Molekularnej i Mikrobiologii
Wydziatu Chemicznego Politechniki Gdanskie;.

Jednym z gatunkow, ktorego przeprowadzono metoda RAPD byt E. floccosum. W badaniu
zastosowano 3 rézne startery, 2 z nich wykazaty, iz 3 szczepy wykazywaly niewielkie roznice
w profilach elektroforetycznych, mogace swiadczy¢ o tym, iz izolaty te wykazuja inne genotypy.
Podjeto si¢ réwniez sprawdzenia zmienno$ci genetycznej gatunku T. rubrum. Wyniki uzyskane
w wyniku tego genotypowania byty bardzo interesujgce, poniewaz jeden szczep wykazywat zupetnie
inny profil elektoforetyczny od pozostatych, jednakze zarowno w reakcji Real-Time PCR ze
starterami panDerm wykazywal wynik pozytywny potwierdzajac, iz szczep ten nalezy do
dermatofitow, jak i w reakcji Real-Time PCR ze starterami specyficznymi dla gatunku T. rubrum
dawal wynik pozytywny. Przeprowadzono sekwencjonowanie fragmentu regionu rDNA tego izolatu,
a uzyskane wyniki wskazywaly, iz jest to izolat skontaminowany izolatem Candida albicans. I1zolat
ten zostal odrzucony z dalszej analizy, jednakze wynik ten jest niezmiernie istotny, poniewaz moze
wskazywac, iz nawet w infekcjach mieszanych metoda Real-Time PCR moze by¢ uzyteczna.
Kolejnym  gatunkiem, ktorego genotypowanie zostalo przeprowadzone byl gatunek
T. mentagrophytes i tu uzyskane wyniki rowniez byty bardzo interesujace. Jeden z 26 przebadanych
izolatbw wykazywal odmienny profil elektroforetyczny. Przeprowadzono sekwencjonowanie
fragmentu rDNA tego szczepu. Wyniki sekwencjonowania wykazaly, iz izolat ten nalezy do gatunku
T. mentagrophytes, co w po6zniejszym etapie pracy zostato potwierdzone w reakcjach PCR oraz Real-
Time PCR. Wynik ten potwierdza, iz genotypowanie jest metoda niewystarczajaca do okreslenia
przynalezno$ci badanego izolatu do danego gatunku, a jest jedynie metoda uzupeiniajgca inne

metody diagnostyczne.

Diagnostyka molekularna zakazen powodowanych przez dermatofity nie jest wprowadzona
wPolsce do rutynowej diagnostyki dermatofitoz ludzi, jednakze opracowany test — poczawszy od
przygotowania DNA reakcji identyfikujacych jest doskonatym punktem, od ktérego mozna zaczaé

prace nad wdrozeniem molekularnej diagnostyki dermatofitoz do rutynowej pracy laboratoryjnej.
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7. Podsumowanie

W ramach niniejszej pracy doktorskiej zrealizowano zamierzenia badawcze, ktore zaowocowaty
stworzeniem algorytmu identyfikacji dermatofitow.

ALGORYTYM
i DNA wyizolowane bezposrednio z prébki
(opitki paznokcia, tuski skérne, wiosy)

@
! J

( dermatofit 1 nie-dermatofit

Temperatura topnienia b . Temperatura topnienia
91-92°C l 87-89 °C

[ Trichophyton, Epidermophyton ]

reakcja nr 1
dermatofit

reakcja nr 2 l
M. canis

paznokcie naskorek

I
I

reakcja nr 4

T. rubrum reakcja nr 5
T. mentagrophytes

M. audouinii/
M. ferrugineum

0

T rubrum przejdz do T mentagrophytes resloa e 6

reakcjinr 5 E. floccosum

reakgji nr 4

.

Stworzenie algorytmu byto mozliwe dzigki:

1. wykazaniu, po raz pierwszy, mozliwos$ci zastosowania DNA przygotowanego dwuetapowg
metodg opisang wczesniej (Brillowska-Dabrowska et al., 2007) w reakcji Real-Time PCR;

2. opracowaniu nowej enzymatycznej metody przygotowania DNA bezposrednio z hodowli
oraz probek klinicznych majacej zastosowanie w reakcjach PCR oraz Real-Time PCR

3. opracowaniu algorytmu identyfikacji gatunkowej dermatofitbw wraz z jego poszczegdlnymi
etapami:
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a. opracowaniu protokotu wykorzystania uktadu Real-Time PCR wykrywajacego
wszystkie dermatofity ze wstgpnym odroznieniem rodzaju Microsporum
zzzastosowaniem opublikowanych wczesniej starteréw (Brillowska-Dgbrowska et
al., 2007);

b. opracowaniu protokotu wykorzystania uktadu Real-Time PCR wykrywajacego
gatunek T. rubrum z zastosowaniem starterow wczesniej opublikowanych
(Brillowska-Dabrowska et al., 2007) stosujac DNA wyizolowane opublikowang
metodg (Brillowska-Dabrowska et al., 2007);

c. zaprojektowaniu starterow umozliwiajacych specyficzng identyfikacje gatunku
E.zfloccosum oraz opracowaniu protokotu wykorzystania uktadow PCR oraz Real-
Time PCR wykrywajacych gatunek E. floccosum stosujac DNA wyizolowane
opublikowang metodg (Brillowska-Dabrowska et al., 2007);

d. zaprojektowaniu starterow umozliwiajacych specyficzng identyfikacje gatunkow
nalezacych do kompleksu M. otae, opracowaniu protokotu wykorzystujgcego
uktady PCR oraz Real-Time PCR wykrywajacego specyficznie gatunek M. canis
oraz protokotu wykorzystujagcego uktady PCR oraz Real-Time PCR
wykrywajacego specyficznie gatunki M. audouinii oraz M. ferrugineum stosujac
DNA wyizolowane opublikowana, szybka metoda (Brillowska-Dgbrowska et al.,
2007)

e. zaprojektowaniu  starteréw  umozliwiajacych  identyfikacje = kompleksu
T. mentagrophytes oraz opracowaniu protokotu wykorzystujacego uktad PCR oraz
Real-Time PCR wykrywajacego kompleks T. mentagrophytes stosujac DNA
wyizolowane opublikowang, szybkg metodg (Brillowska-Dabrowska et al., 2007);

4. przeprowadzeniu genotypowania gatunkéw M. canis, T. mentagrophytes, T. rubrum oraz

E. floccosum.
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