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Streszczenie: Infekcje grzybicze skory, wloséw i paznokci stanowia najliczniejsza i najbardziej rozpowszechniona grupe wszystkich grzy-
bic. Czynnikami etiologicznymi wigkszoéci grzybiczych infekcji powierzchownych sa dermatofity, ktére, pomimo Ze sa najstarszymi
mikroorganizmami uznanymi za czynniki chorobotworcze, dlugo nie doczekaly si¢ stabilnego systemu taksonomicznego. Z diagno-
stycznego punktu widzenia, identyfikacja gatunkowa dermatofitow wcigz stanowi powazny problem w postepowaniu identyfikacyjnym,
z czego wynikaja czeste bledy terapeutyczne. Wzrastajaca liczba zakazen, w tym réwniez odzwierzecych, brak stabilnosci taksonomicznej
i niejednoznaczny obraz kliniczny wszystkich przypadkéw dermatomykoz powoduja koniecznoéé poszukiwania nowych metod szybkiej,
taniej i powtarzalnej identyfikacji gatunkowej tych grzybow. Ostatnia dekada stanowi rewolucyjny czas opracowywania molekularnych
metod diagnostyki i identyfikacji gatunkowej czynnikow etiologicznych powodujacych te dermatomykozy. Wyniki wielu badan wskazuja,
ze bezposrednia identyfikacja grzybow z prébek dermatologicznych w oparciu o metody molekularne jest o wiele bardziej wiarygodna
i znacznie szybsza w poréwnaniu z prowadzong metodami konwencjonalnymi. Niejednokrotnie, identyfikowano tez czynnik etiologiczny
obserwowanych zmian, podczas gdy wynik hodowli byl negatywny. Poszczegdlne metody molekularne stosowane w identyfikacji gatun-
kowej grzybéw bezposrednio z materiatu klinicznego réznia sie sposobami ekstrakcji DNA genomowego, zastosowanymi technikami
PCR, wykorzystywanym markerem molekularnym oraz systemem interpretacji wynikow. W niniejszej pracy dokonano przegladu litera-
tury traktujacej o roznych metodach diagnozowania grzybic powierzchniowych opartych o techniki biologii molekularnej, o ich zaletach
i ograniczeniach, a takze o czynnikach krytycznych dla ich implementacji do rutynowego stosowania. Stanowisko mikrobiologéw wydaje
sie by¢ jednoznaczne, czas, kiedy diagnostyka molekularna zastapi konwencjonalne techniki oparte na hodowli dermatofitéw i ocenie ich
morfologii, nieublaganie nadchodzi. Molekularne metody identyfikacji czynnikéw etiologicznych dermatomykoz bezposrednio z probek
dermatologicznych sg zdecydowanie bardziej atrakcyjne i maja wiele zalet.

1. Wprowadzenie. 2. Znaczenie identyfikacji gatunkowej dermatofitow w prébkach dermatologicznych. 3. Molekularna identyfika-
cja gatunkowa czystych kultur dermatofitow. 4. Metody bezposredniej identyfikacji grzybow z préb klinicznych. 4.1. Izolacja DNA.
4.2. Techniki bezposredniej identyfikacji oparte na klasycznym PCR. 4.3. Techniki bezpos$redniej identyfikacji oparte na PCR w czasie
rzeczywistym. 5. Wybdr optymalnej metody do stosowania rutynowego. 6. Zalety i wady molekularnych metod identyfikacyjnych stoso-
wanych w mykologii. 7. Podsumowanie

MOLECULAR METHODS FOR DIAGNOSTICS OF DERMATOMYCOSES - REVIEW
OF AVAILABLE TECHNIQUES AND EVALUATION OF THEIR ADVANTAGES
AND DISADVANTAGES IN IMPLEMENTATION FOR IN ROUTINE USE

Abstract: Fungal infections of the skin, hairs, and nails undeniably dominate among all types of fungal infections. The etiological fac-
tors of the majority of superficial fungal infections are dermatophytes which, although they are the oldest microorganisms considered as
pathogens, have long been unstable in the taxonomic position. From a diagnostic point of view, the species identification of dermatophytes
is still a serious problem, often generating therapeutic errors. An increasing number of infections, including zoonoses, lack of taxonomic
stability and ambiguous clinical picture of all cases of dermatomycosis induce to search for new, fast, repeatable and at the same time
cheap methods of species identification of these fungi. In the last decade, revolutionary progress has been observed in the development of
molecular methods for the diagnosis of fungal infections and the reliable identification of species of etiological factors that cause these der-
matomycoses. The results of many studies indicate that the direct identification of fungi from dermatological samples based on molecular
methods is much more reliable and much faster compared to that carried out by conventional methods. Often, the etiological factor of
the observed changes was also identified, while the result of cultivation was negative. Particular molecular methods used in the species
identification of fungi directly from the clinical material differ in the procedures of genomic DNA extraction, PCR techniques used, the
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molecular marker used and the results interpretation system. This paper reviews literature regarding different methods of diagnosing of
superficial fungal infections based on molecular biology techniques, their advantages and limitations, as well as critical factors for their
implementation for routine use. The position of microbiologists in this matter seems to be a foregone conclusion, the time when molecular
diagnostics will replace the conventional techniques, based on the cultivation of dermatophytes and assessing their morphology, inexo-
rably coming. Molecular methods of identifying aetiological factors of dermatomycoses directly from dermatological samples are much
more attractive and have many advantages.

1. Introduction. 2. Importance of identification of dermatophyte species in dermatological samples. 3. Molecular species identification in
pure dermatophyte cultures. 4. Methods for direct identification of fungi from clinical samples. 4.1. DNA isolation. 4.2. Classical PCR-
based techniques of direct identification. 4.3. Real-time PCR-based techniques of direct identification. 5. Choice of an optimal method for

routine use. 6. Advantages and drawbacks of molecular identification methods applied in mycology. 7. Summary

Stowa kluczowe: dermatofity, grzybice powierzchniowe, identyfikacja, metody molekularne
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1. Wprowadzenie

Podstawe diagnostyki mykologicznej powierzch-
niowych infekcji grzybiczych stanowi niezmiennie
od lat bezposrednie badanie mikroskopowe préobek
skory, wlosow i paznokci przeprowadzane w 10% KOH
z DMSO i/lub w roztworze kalkofluoru biatego (1 g/L,
calcofluor white) [20-22]. Badanie to pozwala potwier-
dzi¢ dermatomykoze zdiagnozowang w oparciu o obraz
kliniczny zmian, nie daje jednak mozliwosci identyfi-
kacji gatunku czynnika etiologicznego grzybicy [22].
Klasyczna diagnostyka mykologiczna uzupelniana jest
testami hodowlanymi, w ktérych identyfikacja gatun-
kowa oparta jest o analize mikro- i makro-morfolo-
giczng uzyskanych kultur grzybow [23]. Izolacja czy-
stej kultury dermatofitu jest w wigkszosci przypadkow
przeprowadzana réwnolegle z wykonywaniem prepa-
ratu bezposredniego ze zmian skérnych [21, 22, 28].
Niemniej jednak badanie hodowlane nie jest ,ztotym
$rodkiem” do szybkiej i wiarygodnej identyfikacji der-
matofitow i zwigzane sg z nim trzy powtarzajace si¢
problemy. Jedng z zasadniczych kwestii utrudniajacych
identyfikacje gatunkowa na podstawie morfologii jest
subiektywizm oceny struktury makro- i mikroskopowej
kultury i konieczno$¢ duzego doswiadczenia personelu
laboratoryjnego, a takze zmienno$¢ cech morfologicz-
nych w czasie [24, 28]. Drugim z probleméw identy-
fikacyjnych jest mozliwo$¢ uzyskania negatywnego
wyniku hodowli, pomimo uwidocznienia artrospor
w preparacie bezposrednim. Ostatnig z najczesciej
wymienianych wad diagnostyki klasycznej opartej na
hodowli jest mozliwo$¢ izolacji kultur grzybdw strzep-
kowych nie bedacych dermatofitami (NDF, Non-Der-
matophyte Fungi) a w szczegdlnosci keratynofilnych
grzybow plesniowych, jak chociazby z rodzaju Chryso-
sporium, ktore na podtozu DTM (Dermatophyte Test
Medium) daja dokladnie ten sam efekt jak dermatofity.

Wymienione problemy hodowli dermatofitow,
a szczegdlnie dlugi czas niezbedny do uzyskania kul-
tur, zwigzany z powolnym wzrostem grzybow tej grupy,
skutkuja wprowadzaniem nowego trendu diagno-

stycznego w mykologii. W ostatniej dekadzie obser-
wuje sie wrecz rewolucyjny postep w opracowywaniu
molekularnych metod diagnostyki grzybic i wiarygod-
nej identyfikacji gatunkowej czynnikéw etiologicz-
nych powodujacych te dermatomykozy [23]. Celem
niniejszej pracy jest dokonanie przegladu literatury
traktujgcej o réznych metodach diagnozowania grzy-
bic powierzchniowych opartych na technikach biologii
molekularnej, o ich zaletach i ograniczeniach, a takze
o czynnikach warunkujgcych ich implementacje do
rutynowego stosowania.

2. Znaczenie identyfikacji gatunkowej
dermatofitéw w probkach dermatologicznych

Znaczenie poprawnej identyfikacji gatunkowej czyn-
nika etiologicznego dermatomykozy dostrzegane jest
szczegllnie wtedy, kiedy leczenie nie przynosi rezulta-
tow. Bledy terapeutyczne sklaniajg klinicystow do zle-
cania lub ponawiania diagnostyki mykologicznej, ktéra
w przypadku pobierania materialu dermatologicznego
z miejsc poddanych juz dzialaniu miejscowych $rod-
kow przeciwgrzybiczych niejednokrotnie jest niemoz-
liwa lub obarczona btedem. Baudraz-Rosselet i wsp. [3]
opisuja przypadek wielokrotnego leczenia ogélnoustro-
jowego onychomykozy (tinea unguinum), zdiagnozo-
wanej na podstawie objawow klinicznych, terbinafing
i itrakonazolem. Brak skutecznosci stosowanych anty-
mykotykéw poczatkowo zostal przypisany wystepo-
waniu opornych na te leki szczepow i Trichophyton
interdigitale. Dopiero po przeprowadzeniu diagnostyki
laboratoryjnej okazalo sie, ze onychomykoza nie ma
etiologii dermatofitowej, a za jej wystepowanie odpo-
wiedzialne sg grzyby z rodzaju Fusarium, Acremonium
i Aspergillus. Powszechnie wiadomo, ze doustna tera-
pia terbinafing i/lub azolami najczedciej jest skuteczna
w leczeniu onychomykozy dermatofitowej, ale terapia
ta jest bezuzyteczna, gdy czynnikiem etiologicznym
jest NDE. Wowczas stosuje si¢ najczesciej alternatywna
terapie, tj. miejscowe kremy lub zele przeciwgrzybicze,
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w tym z amfoterycyng B lub terapie fotodynamiczna.
Poprawna identyfikacja gatunkowa dermatofitow jest
takze nieodzowna w grzybicach skory owlosionej glowy
(tinea capitis) [20]. Istotnym problemem epidemiolo-
gicznym w tym przypadku jest wlasciwa identyfikacja
gatunkoéw dermatofitéw zoofilnych od ludzi. Der-
matofity zoofilne diagnozowane u zwierzat, tj. Tricho-
phyton mentagrophytes, T. verrucosum, T. benhamiae,
Microsporum canis, Lophophyton gallinae, Nannizzia
nana, odpowiedzialne sg za infekcje objawowe, ale
niejednokrotnie bytujg réwniez bezobjawowo, czynigc
zwierze nosicielem i w tym przypadku mogg stac si¢
zrodlem epidemii [20, 23]. Dodatkowo, gdy dochodzi
do transmisji na czltowieka, gatunki zoofilne wywo-
tuja grzybice o ostrym przebiegu z silnie wyrazonymi
objawami reakcji zapalnej i niejednokrotnie z wyraznie
zaznaczonym pierscieniem na obwodzie zmiany [20,
21]. Dowody naukowe podkreslajg zjawisko wysokiej
zarazliwosci dermatofitoz zoofilnych pomiedzy ludzmi,
niejednokrotnie prowadzgce do powstawania ostrych
ognisk infekcji. Zatem, w infekcjach na tle derma-
tofitow zoofilnych u ludzi zasadnym jest wskazanie
mozliwego zrédta infekcji, ktorym czesto jest zwierze
domowe. Odpowiednie leczenie pacjenta i zwierze-
cia, a takze dezynfekcja $rodowiska jego przebywania
moze pomdc w zapobieganiu nawrotom lub nowym
infekcjom, zwlaszcza u dzieci. Przeciwnie, identyfi-
kacja gatunkowa dermatofitéw nie ma zasadniczego
znaczenia w wigkszo$ci przypadkéw infekcji skornych
(tinea corporis) o etiologii antropofilnej, poniewaz te
dermatomykozy dobrze reaguja na standardowe terapie
miejscowe, niezaleznie od gatunku [23].

3. Molekularna identyfikacja gatunkowa czystych
kultur dermatofitow

Identyfikacja gatunkowa dermatofitéw oparta o ma-
kromorfologie hodowli i mikromorfologi¢ struktur
grzybni jest trudna lub mafo wiarygodna z uwagi na
znaczne roznice na poziomie makro- i mikroskopo-
wym miedzy poszczegélnymi izolatami z tego samego
gatunku. Z drugiej strony, podobne morfologicznie
szczepy moga w rzeczywisto$ci przynaleze¢ do zupelnie
odrebnych gatunkéw [23]. W zwigzku z tym, znacz-
nie bardziej wiarygodnym kryterium diagnostycznym
w mykologii s3 sekwencje DNA. Jednymi z najlepiej
przebadanych fragmentéw genomu dermatofitow sa
regiony miedzygenowe rybosomalnego DNA okreslane
jako ITS rDNA (Internal Transcribed Spacer ribosomal
DNA) [20, 21, 24, 25, 28]. Graser oraz de Hoog i wsp.
[28], autorzy bedacy wysoce cenionymi specjalistami
z dziedziny mykologii, na podstawie sekwencji ITS
rDNA klasyfikuja znaczng liczbe gatunkow. W bada-
niach naukowych sekwencja ITS jest czgsto wykorzysty-
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wana w identyfikacji dermatofitow [20-22, 54], takze
w polaczeniu z innymi markerami molekularnymi,
takimi jak gen beta-tubuliny czy gen czynnika trans-
lacyjnego 1 [23, 28]. Sekwencje ITS cechuje na tyle
wysoka specyficzno$¢, aby mozna bylo przeprowadzi¢
identyfikacje na poziomie gatunku i wyzszym [22, 28].
Sekwencje 28S rDNA sg rdwniez uzyteczne w identy-
tikacji gatunkow dermatofitow, ale ich sita dyskrymi-
nacyjna jest znacznie nizsza niz regionu I'TS. De Hoog
i wsp. [28] zaproponowali w 2016 roku podczas war-
sztatow zorganizowanych przez CBS KNAW Fungal
Biodiversity Centre (The Centraalbureau voor Schim-
melcultures Fungal Biodiversity Centre, Institute of
the Royal Netherlands Academy of Arts and Sciences)
w Utrechcie w Holandii system taksonomii dermatofi-
tow oparty na sekwencjach czterech regionéw genomu:
fragmentu ITS, rybosomalnego 60S, genu duzej pod-
jednostki rybosomu (LSU) i genu beta-tubuliny (TUB).
Kazdy z nich prezentuje inng rozdzielczo$¢, umozli-
wiajgc wyodrebnienie rdznej liczby taksonéw zgodnie
z zaleznoscig ITS > TUB > 60S > LSU [28]. Wyniki tych
badan wskazuja, ze czasteczka ITS rDNA jest wystar-
czajgco informatywna w kontekscie analiz genomow
dermatofitow. Z tego tez wzgledu stanowi optymalny
marker w rutynowej diagnostyce, chociaz dla odréz-
nienia poszczegdlnych czlonkéw niektérych ,,komplek-
séw gatunkowych” konieczne jest wiaczenie do badan
molekularnych dodatkowych genéw (markeréw), jak
réwniez testow opartych o cechy fenotypowe. Sposrod
innych sekwencji uzywanych w identyfikacji grzybow
na poziomie gatunku mozna wymieni¢ geny kodujace
topoizomeraze II i syntaze chityny 1 [27, 29-31].
Identyfikacja gatunku dermatofitu w oparciu o sek-
wencje nukleotydowe zdeponowane w publicznie do-
stepnej bazie danych GenBank prowadzonej przez NCBI
(National Center of Biotechnology Information) jest
czesto problematyczna. W bazie tej znajduja si¢ liczne
bledy, ktore polegaja na zapisie identycznych sekwencji
nukleotydowych pod réznymi nazwami gatunkowymi
(w szczegdlnosci dotyczy to sekwencji ITS i 28S). Powo-
dem takiego stanu sg wielokrotne zmiany nomenkla-
turyczne dermatofitéw, przede wszystkim w obrebie
kompleksow T. mentagrophytes i T. benhamiae, bedacych
przedmiotem badan w licznych os$rodkach naukowych
[4, 13]. Wiele gatunkéw, pochodzacych z izolatow kli-
nicznych, wchodzacych w sktad wymienionych kom-
pleksow jest blednie zidentyfikowanych przez deponen-
tow sekwencji. Problem ten mozna czesciowo rozwigzaé
wykorzystujac baze danych dedykowana wylacznie
sekwencjom nukleotydowym ITS, ktora jest nieustannie
aktualizowana przez jeden z bardziej znanych na swie-
cie osrodkéw zajmujacych sie tematyka dermatofitow,
tj. CBS KNAW Fungal Biodiversity Centre. Obecnie
w $rodowisku mikrobiologéw trwa dyskusja nad roz-
poczegciem prac nad przygotowaniem, dedykowanej
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specjalnie dla laboratoriow diagnostyki mykologicznej,
bazy danych sekwencji nukleotydowych oraz opiséw
morfologicznych gatunkow sklasyfikowanych wedtug
nowych zasad taksonomicznych [23, 28].

4. Metody bezposredniej identyfikacji grzybow
z probek klinicznych

Metody PCR do bezposredniej identyfikacji grzy-
béw w probkach dermatologicznych oparte sg na trzech
gltéwnych filarach: wysokowydajnej ekstrakcji DNA,
specyficznych starterach i wiarygodnym sposobie ana-
lizy produktéw [12, 31]. Zrdznicowana sita dyskrymi-
nacyjna wykorzystywanych markeréw molekularnych
pozwala wyodrebni¢ dwie grupy metod: stuzace do
identyfikacji okreslonego gatunku dermatofitu oraz
stosowane do okreslenia przynaleznosci do grupy der-
matofitow lub szerzej, do grzybéw chorobotworczych.
Na szczegdlng uwage zastuguje ta druga grupa metod,
dla ktorych opracowane zostaly dedykowane startery
okreslane jako tzw. ,,pan-dermatofitowe” i ,,pan-grzy-
bowe” [11, 12]. Pospolicie wykorzystywanymi marke-
rami diagnostycznymi w metodach wykorzystywanych
do identyfikacji gatunkowej sa sekwencje ITS i 28S
rDNA oraz geny kodujace topoizomeraze¢ II i syntaze
chityny 1 [27, 29, 31] (Tabela I). W dotychczas opisa-
nych metodach stosuje si¢ zaréwno konwencjonalny
PCR [5,8,9, 12, 40], jak réwniez techniki PCR w czasie
rzeczywistym [7, 16, 39, 41]. Wigkszos¢ tych technik
zostala opracowana do identyfikacji dermatofitow,
a zaledwie nieliczne umozliwiaja diagnostyke drozdzy
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i NDF jako mozliwych czynnikéw zakaznych (8, 16].
Ponizej przedstawiono krotka charakterystyke najbar-
dziej popularnych technik molekularnej identyfikacji
dermatofitéw w materiale klinicznym, zaczynajac od
najtrudniejszego etapu wszystkich analiz DNA w diag-
nostyce mykologicznej, jakim jest izolacja DNA.

4.1. Izolacja DNA

Ekstrakcja grzybowego DNA z materiatu klinicz-
nego jest trudna ze wzgledu na wysoka zawartos¢ kera-
tyny w skorze, wlosach i paznokciach, a takze unikalna,
stabo poddajaca si¢ dziataniu enzymatycznemu, budowe
$ciany komorkowej grzybow. W wielu opisanych pro-
tokolach izolacji DNA grzybowego, tuski skory, wlosy
i paznokcie poddawane s3 fragmentacji wstepnej za
pomocg sterylnych narzedzi chirurgicznych [7, 15, 26,
32, 47, 52, 54]. Alternatywnym sposobem nieenzy-
matycznego rozwarstwienia probek skory, wlosow
i paznokci jest inkubacja w roztworze Na,S w tempera-
turze pokojowej, najczesciej przez okres 1 godziny lub
przez calg noc [8, 40, 49]. W tym przypadku mozliwe
jest pominiecie wstepnego mechanicznego rozdrobnie-
nia materiatu. Niemal w kazdym opisywanym protokole
ekstrakcji DNA z prob mykologicznych zasadniczy etap
trawienia materiatu wykonywany jest jednak enzyma-
tycznie przy zastosowaniu proteinazy K, z dodatkiem
lub bez ditiotreitolu (DTT) jako srodka redukujacego [1,
5,6,17, 32, 38,41, 42, 53, 54]. Ten wlasciwy etap trawie-
nia materiatu klinicznego przeprowadzany jest w 55°C
w czasie od 1 godziny az po calg noc. W oryginalnych
pracach badawczych dotyczacych diagnostyki dermato-

Tabela I
Poréwnanie metod molekularnych opracowanych do bezposredniej identyfikacji dermatofitéw
z probek dermatologicznych

Liczba Odsetek identyfikacji [%] Réirll)ic(ail p(?rniqdzy
Metody przeb%danych w badaniu w badaniu molik?lrll;frri;m Referencja
probek molekularnym | hodowlanym | , hodowlanym [%]
Oparte na 204 79,9 59,8 20,1 [5]
konwencjonalnym 230 72 56 16 [9]
PCR 25 100 100 0 (11]
201 97 81,1 15,9 [15]
253 50,2 34,4 15,8 [38]
140 87,3 86,7 0,6 [44]
219 74 26 48 [45]
Oparte na PCR 862 61,0 54,5 6,5 [1]
w czasie 92 51,1 33,1 18,0 [2]
rzeczywistym 120 61,7 47,5 14,2 [7]
202 51 39 12 [6]
311 64,6 43,4 21,2 [41]
1437 48,5 26,9 18,7 [52]




MOLEKULARNE METODY DIAGNOSTYKI DERMATOMYKOZ - PRZEGLAD DOSTEPNYCH TECHNIK

mykoz, DNA najczgsciej ekstrahowany jest z przygoto-
wanych probek dermatologicznych za pomoca réznych
skomercjalizowanych zestawdw, recznie lub za pomoca
robota [6, 43, 54]. Wtasciwa homogenizacja i trawienie
tusek skory, wlosow czy paznokei jest etapem istotnie
wplywajacym na powodzenie i wydajnos¢ calej proce-
dury izolacji DNA grzybowego.

Wiasciwy etap izolacji DNA polega na jego wytra-
ceniu z mieszaniny zwigzkéw uzyskanych z trawienia
materiatu klinicznego i nastepnie oczyszczeniu. Do$¢
czgsto, jako najbardziej uzyteczna i wydajna metoda
ekstrakcji DNA dermatofitow, wymieniana jest metoda
z uzyciem mieszaniny fenolu, chloroformu i alkoholu
izoamylowego w proporcji 25:24:1 [2, 16, 18, 20-22, 26,
47]. Na podstawie badan wlasnych [18], autorzy uwa-
Zaja, ze metoda ta powinna by¢ stosowana z wyboru do
izolacji DNA z czystych kultur dermatofitow. Wydajnos¢
techniki nazwanej przez autoréw ,fenol-chloroform”
jest okolo 39% wyzsza niz techniki ekstrakcji DNA
z wykorzystaniem CTAB (cetyltrimethylammonium
bromide) i az 68-85% wyzsza niz komercyjnych zesta-
wow oferowanych przez réznych producentéw. Zasadni-
czym minusem, ktory dyskwalifikuje ja do zastosowania
w pofaczeniu z metodami tzw. szybkiej identyfikacji,
jest czas wykonania, ktory moze rozciggnac¢ si¢ nawet
do dwoch dni. Ten czynnik ograniczajacy wykorzy-
stanie metody ,,fenol-chloroform” w ekstrakcji DNA
z prob dermatologicznych nalezy wzig¢ pod uwage przy
rozwazaniu rutynowego stosowania w laboratoriach
mykologicznych. Alternatywna, bardzo szybka metoda
izolacji DNA z materialu klinicznego zostala opisana
przez Brillowska-Dabrowska i wsp. [10, 11]. Ta zale-
dwie dwuetapowa i trwajaca okolo 15 minut metoda
izolacji grzybowego DNA zostala opatentowana przez
zespot naukowcow, a obecnie jest dostepna komercyjnie
w zestawie Dermatophyte PCR Kit oferowanym przez
SSI Diagnostica (Hillered, Dania). W skrdcie, proto-
kot tej techniki przedstawia sie nastepujaco: DNA jest
ekstrahowany podczas 10-minutowej inkubacji w 95°C
w buforze wykonanym z 60 mM wodoroweglanu sodu
(NaHCO3), 250 mM chlorku potasu (KCl) i 50 mM Tris
(pH 9,5), a nastepnie, za pomocg intensywnego wortek-
sowania z buforem zawierajacym 2% albuminy surowicy
bydlecej, neutralizowane sg wszelkie inhibitory bial-
kowe. Uzyskany w ten sposob supernatant zawierajacy
DNA dermatofitu nie jest oczyszczany, stuzy natomiast
do bezposredniego zastosowania jako matryca PCR.
Niestety, w literaturze naukowej brak jest poréwnania
wydajnosci tej metody z innymi komercyjnymi zesta-
wami stosowanymi do ekstrakcji DNA z probek derma-
tologicznych. Odnoszac si¢ jednak do badan przepro-
wadzonych przez Gnat i wsp. [18], ktorzy poréwnywali
wydajnos$¢ izolacji i czysto$¢ preparatoéw DNA z rdz-
nych gatunkéw dermatofitéw po wykonaniu ekstrakeji
za pomoca metody ,,fenol-chloroform” CTAB i pieciu
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zestawow dostepnych komercyjnie, nalezy przypuszczad,
ze wydajno$¢ tej metody rowniez nie doréwna metodom
konwencjonalnym. Ostatecznie, decyzja o wyborze tech-
niki ekstrakcji DNA pozostaje zawsze w gestii diagnosty,
ktéry musi odpowiedziec na pytanie, co jest istotniejsze
— czas czy wydajnos¢ procedury.

4.2. Techniki bezposredniej identyfikacji oparte
na klasycznym PCR

Z punktu widzenia diagnosty laboratoryjnego, tech-
nika identyfikacyjna powinna by¢ przede wszystkim
prosta do wykonania i interpretacji. Uwaza sig, ze
w dzisiejszych czasach okreslenie masy molekularne;
amplikonu w Zelu agarozowym spelnia oba wymie-
nione warunki. Jedna z pierwszych takich metod,
opisywana w literaturze, moze by¢ wykorzystywana
wylacznie do identytikacji grupowo-specyficznej czyn-
nika etiologicznego grzybicy [12]. Stosowanie starteréw
»pan-dermatofitowych” umozliwia uzyskanie produktu
PCR o masie 366 bp, ktory jest uniwersalny dla wszyst-
kich gatunkéw dermatofitow i pozwala w 100% wyka-
za¢ w materiale diagnostycznym charakterystyczne dla
tej grupy patogenow sekwencje nukleotydowe [12].
Charakterystyczna masa molekularna specyficznych
gatunkowo amplikonéw ITS jest podstawa identyfika-
cji Trichophyton spp. (302bp), M. canis i M. audouinii
(279bp) w metodzie zaproponowanej przez Brillow-
ska-Dabrowska i wsp. [11]. Prawdopodobnie stosun-
kowo niska rozdzielczo$¢ metody i niewielka, liczaca
25 pacjentéw, grupa badana jest w tym przypadku
powodem 100% korelacji wynikéw uzyskanych meto-
dami molekularnymi i tradycyjnymi (hodowlanymi).
Wysoko oceniana jest takze mozliwos¢ identyfikacji za
pomocg tej metody M. canis z sier$ci zwierzat, zwlasz-
cza kotéw. Powszechnie wiadomo, ze zwierzeta te s
czestymi nosicielami dermatofitow i stanowig istotne
zagrozenie epidemiologiczne dermatomykozami zoo-
filnymi [21]. Zdecydowanie bardziej specyficzna jest
metoda skonstruowana przez Brasch i wsp. [9], ktora
zostala zaprojektowana do identyfikacji Trichophyton
rubrum w materiale bezposrednim. W opisywanym
badaniu zostalo przebadanych 230 probek dermatolo-
gicznych z paznokei, z ktérych identyfikacja T. rubrum
zaréwno w metodzie PCR jak i hodowli zostata wyka-
zana w 72% przypadkéw. Wynik pozytywny testu
molekularnego, pomimo braku wzrostu dermatofi-
tow w hodowli, zostal stwierdzony w 16% prdébkach
paznokci, podczas gdy dodatnia hodowla, ale ujemny
PCR, odnotowano w 9% probkach. Niestety, w calej
publikacji autorzy postuguja sie jedynie okresleniem
specyficzne startery (w oryginale ,,specific primers”),
bez podania informacji o wlasciwym markerze moleku-
larnym, dla ktérego wspomniane sekwencje starterowe
zostaly zaprojektowane.
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Innymi stosowanymi odmianami technik diagno-
stycznych, w ktorych identyfikacja grzyba jest mozliwa
na podstawie okreslenia masy molekularnej amplikonu,
s reakcje ,multipleksowe” ze specyficznymi gatun-
kowo parami starterow w jednej mieszaninie PCR
[12, 15, 38]. Dhib i wsp. [15] opisuja metode, w ktorej
podstawa identyfikacji T. rubrum i T. interdigitale sa
sekwencje ITS i genu syntazy chityny 1. Wykazano, ze
czulo$¢ tej techniki jest wyzsza w poréwnaniu z tra-
dycyjnym badaniem mykologicznym (97% vs. 81,1%),
ale w przypadku diagnostyki przeprowadzanej bez-
posrednio z materiatu klinicznego zasadniczym pro-
blemem okazala si¢, wystepujaca az w 32,8% probek,
flora mieszana. Metoda zaproponowana przez Mehlig
i wsp. [38], przetestowana na 253 probkach pobranych
od ludzi i zwierzat, okazala si¢ przydatna w identyfi-
kacji dermatofitow, Scopulariopsis brevicaulis i grzy-
béw drozdzopodobnych z rodzaju Candida. Uzyskane
przez autoréw wyniki nie rdznig si¢ jednak wyraznie
od innych uzyskanych w podobnych badaniach. Mia-
nowicie, w 34,4% probek wyniki PCR i hodowli okres-
lono jako dodatnie, a w 50,2% uzyskano wynik dodatni
wylacznie w oparciu o techniki molekularne. Na uwage
zastuguje fakt wykonania badan z prébek klinicznych
pobranych z réznych jednostek chorobowych, takich
jak onychomykoza czy tez infekcje powierzchniowe
bton sluzowych i skéry o innej niz dermatofitowa etio-
logii. Zastosowanie trzech cykli PCR i trzech specy-
ficznych wobec ITS1, 18S rRNA i 28S rRNA starteréw
znacznie zwigksza rozdzielczo$¢ metody, co zostalo
opisane w publikacji Kim i wsp. [33]. Multiplex PCR
autorzy ci zastosowali do identyfikacji 11 gatunkow
szczepow referencyjnych dermatofitow, tj. Epidermo-
phyton floccosum CBS 358.93, Microsporum gypseum
IFM 5292, M. canis IFM 45829, M. audouinii IFM
5294, M. fulvum IFM 5318, Trichophyton violaceum
CBS 319.31, T. rubrum KCTC 6375, T. mentagrophy-
tes var. mentagrophytes CBS 126.34, T. tonsurans CBS
483.76, T. mentagrophytes var. interdigitale IFM 53931
i T. verrucosum CBS 134.66. Jednakze, bezposrednia
identyfikacja gatunkowa w 73 prdébkach klinicznych
przeprowadzona zostala jedynie w oparciu o narzedzia
biologii molekularnej. Wykryte gatunki: T. rubrum,
T. mentagrophytes, T. tonsurans i M. gypseum nie zostaly
potwierdzone jednoczesnie metodami hodowlanymi
i/lub mikroskopowymi. Wynikéw podobnych badan
w literaturze jest wiecej; wiekszo$¢ z nich metodg PCR
typu duplex identyfikuje T. rubrum i wykazuje korelacje
z wynikami badania hodowlanego, mikroskopowego
lub obu jednoczesnie [12, 43].

Zwigkszanie zdolnosci rozdzielczej molekular-
nych metod identyfikacji dermatofitow mozliwe jest
poprzez zastosowanie zagniezdzonego (,,nested”) lub
pot-zagniezdzonego (,,semi-nested”) PCR [26, 49]. Piri
i wsp. [44] opisuja metod¢ nested-PCR z wykorzysta-
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niem nowo opracowanej pary starteréow ukierunko-
wanej na sekwencje czynnika elongacji translacji 1-a
(Tet-1a). Technika ta cechuje si¢ wyjatkowo wysoka
rozdzielczoscig i umozliwia identyfikacje wigkszosci
dermatofitow o znaczeniu klinicznym (Trichophyton
simii, T. mentagrophytes, T. verrucosum, T. benhamiae,
T. equinum, M. canis, Nannizzia gypsea, N. nana, N. per-
sicolor, N. fulva, Arthroderma uncinatum i Paraphyton
cookei) bezposrednio z materialu diagnostycznego.
Badania 140 probek dermatologicznych pobranych
od zwierzat wykazaly o 11,1% wyzszy odsetek dodat-
nich wynikéw metoda nested-PCR w poréwnaniu
z hodowlg i bezposrednim badaniem mikroskopo-
wym oraz wysoka (94,4%) zgodno$¢ wynikéw bada-
nia molekularnego i badania mikroskopowego. Auto-
rzy podkreslaja rowniez wysoki stopien wiarygodnosci
identyfikacji ta metoda, korelujacy w 100% z wynikami
sekwencjonowania ITS i ITS-RFLP. W innym bada-
niu przeprowadzonym przez Wisselinka i wsp. [52],
z zastosowaniem starteréw ,pan-dermatofitowych”
oraz metody nested-PCR, pozytywnie zidentyfikowano
48,5% prdbek, natomiast w oparciu o hodowle prowa-
dzone na odpowiednich pozywkach zaledwie 26,9%.
Nalezy podkregli¢, ze metoda nested-PCR ze starte-
rami ,,pan-dermatofitowymi” umozliwiajaca identyfi-
kacje 12 gatunkéw dermatofitow, jest rOwniez znacznie
czulsza niz poréwnywalne techniki z wykorzystaniem
konwencjonalnego PCR. Pomimo pewnych ograni-
czen zwigzanych ze zwigkszeniem liczby manipulacji
koniecznych do wykonania, ryzykiem zanieczyszcze-
nia produktéw PCR i wydtuzonym czasem diagnostyki,
metody nested-PCR s3g metodami o wysokiej zdolnosci
rozdzielczej w identyfikacji dermatofitow i moga by¢
stosowane w diagnostyce bezposrednie;j.

W ciggu ostatnich kilkudziesieciu lat do coraz
powszechniejszego wykorzystania w diagnostyce grzy-
bic bezposrednio z prébek klinicznych, szczegélnie
paznokci, weszta metoda polimorfizmu dtugosci frag-
mentéw restrykcyjnych (RFLP, restriction fragment
length polymorphism). Technika ta zostala wykorzy-
stana do identyfikacji Trichophyton spp., Fusarium spp.
i Aspergillus spp. w onychomykozach [8, 40]. Identyfi-
kacja gatunkdéw w materiale bezposrednim z infekcji
powierzchniowych jest mozliwa dzieki porownywaniu
profili elektroforetycznych zeli agarozowych izolatow
klinicznych i gatunkéw referencyjnych dermatofitow,
jak rowniez szczepdw grzybdw nalezacych do grupy
NDE. Technika PCR-RFLP zapewnia znaczgcg poprawe
wiarygodnosci identyfikacji w poréwnaniu z wynikami
uzyskanymi w oparciu o tradycyjne metody hodow-
lane [8]. Po pierwsze, uzyskane za pomoca tej techniki
wyniki umozliwiajg identyfikacje i réznicowanie der-
matofitow od NDF, a takze od szczepéw pochodza-
cych z kontaminacji. Fakt ten jest szczegélnie istotny,
poniewaz plesnie powodujace grzybice paznokci nie
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reaguja na niektore leki przeciwgrzybicze stosowane
rutynowo u pacjentéow z dermatomykozami [8]. Po
drugie, mozliwe stalo si¢ identyfikowanie czynnika
zakaznego w sytuacji, gdy bezposrednie badanie myko-
logiczne probek pobranych ze zmienionych chorobowo
paznokci uwidacznia elementy grzybowe, ale wyniki
badania hodowlanego sa negatywne [40]. Alternatyw-
nie do analizy zréznicowania profili elektroforetycz-
nych RFLP w identyfikacji grzybéw powodujacych
onychomykozy wskazywane jest sekwencjonowanie
amplikonu wybranego genu markerowego charaktery-
stycznego dla dermatofitéw i NDF [40, 49]. Niestety,
podobnie jak metoda RFLP, takze sekwencjonowanie
amplikonoéw jest nieuzyteczne w infekcjach miesza-
nych, o niejednoznacznej etiologii [51]. Ograniczenie
to odnosi si¢ nie tylko do onychomykoz, ale réwniez
do innych typéw dermatomykoz, w przypadku ktérych
z jednego ogniska chorobowego mozna izolowa¢ wie-
cej niz jeden gatunek [21]. Pomimo przebadania wielu
genow markerowych grzybéw, uzyskanie specyficz-
nego gatunkowo amplikonu i jego sekwencjonowanie
okazalo sie réwniez niewystarczajace do bezposredniej
identyfikacji dermatofitow z prébek klinicznych tinea
capitis i tinea corporis u ludzi i zwierzat [20, 21, 48].

Verrier i wsp. [51] proponujg zastosowanie tech-
niki polimorfizmu dlugosci terminalnych fragmentow
restrykcyjnych (TRFLP, terminal restriction length
polymorphism) znakowanego 5’-konca sekwencji 28S
rDNA. Technika ta jest szczegolnie przydatna w iden-
tyfikacji dermatofitéw z rodzaju Trichophyton (szcze-
gélnie T. rubrum i T. interdigitale) oraz 12 gatunkow
z grupy NDF (Fusarium oxysporum, E solani, Asper-
gillus versicolor, A. flavus, Alternaria spp., Acremonium
alternatum, A. strictum, Candida parapsilosis, C. albi-
cans, Penicillium citrinum 1 Scopulariopsis brevicau-
lis), ktore czesto sa izolowane z mieszanych infekcji
powierzchniowych. Technika ta stala si¢ wyjatkowo
uzyteczna w identyfikacji grzybéw w zakazeniach
mieszanych, ktére stanowiag nawet do 10% wszystkich
infekgji grzybiczych [51]. Co wigcej, wyniki przeprowa-
dzonych badan wskazuja, ze za pomocg TRFLP mozna
wiarygodnie zidentyfikowa¢ grzyby w 74% (162/219)
przypadkow dermatomykoz, w ktorych wyniki hodowli
sg ujemne [48]. TRFLP to technika ,,odciskow palcow
DNA” pierwotnie wykorzystywana do okreslania zr6z-
nicowania mikrobiologicznego w rdéznych niszach
ekologicznych, takich jak gleba i woda [14, 35, 52].
W medycynie technika znalazta zastosowanie do cha-
rakterystyki mikrobioty jamy ustnej w $linie u osob
zdrowych i pacjentow z zapaleniem przyzebia [52].
Niewatpliwa zalete techniki TRFLP stanowi zautoma-
tyzowany system interpretacji wynikéw, co przekonuje
diagnostow, aby postugiwac si¢ ta3 metoda z wyboru
w przypadku duzej liczby préobek klinicznych wyma-
gajacych opracowania.

489

Metoda stuzaca do bezposredniej identyfikacji
czynnikow etiologicznych infekcji dermatofitowych
w probkach skory i paznokei, odznaczajacg sie znacz-
nie wyzsza czuloscig jest technika PCR-ELISA (PCR-
-enzyme-linked immunosorbent assay) [5]. Metoda
PCR-ELISA z sondami znakowanymi biotyng pozwala
na czuly i swoistg identyfikacje pieciu najczesciej izolo-
wanych gatunkow dermatofitow — Trichophyton rubrum,
T. interdigitale, T. violaceum, Microsporum canis i Epi-
dermophyton floccosum. Markerem identyfikacyjnym
w tej metodzie jest gen topoizomerazy II, amplifikowany
przy uzyciu starterow znakowanych digoksygening,
a nastepnie hybrydyzowany z 5’-biotynylowanymi son-
dami oligonukleotydowymi specyficznymi dla gatunku.
Detekcja gatunkowo-specyficznych hybryd odbywa
sie w mikrostudzienkach powleczonych streptawidyna,
z zastosowaniem przeciwcial przeciw peroksydazie
chrzanowej i substratu peroksydazy. Beifus i wsp. [5]
korzystajac z metody PCR-ELISA dokonali identyfikacji
jednego z pieciu wymienionych gatunkéw dermatofi-
tow w 163 2 204 (79,9%) probkach klinicznych od ludzi,
ktore zostaly uznane za dodatnie w mikroskopowym
badaniu bezpos$rednim. W tym samym czasie wzrost
dermatofitéw w hodowli zostat wykazany w 59,8% przy-
padkoéw. Ci sami autorzy stwierdzaja ponadto, ze czulo$¢
techniki PCR-ELISA jest 10-krotnie wyzsza niz innych
bezposrednich metod identyfikacji grzybéw opartych
na PCR, a dodatkowa zaletg tej metody jest uzyskanie
wyniku w przeciggu 24 godzin. Przez pewien czas na
rynku dostepny byl komercyjny zestaw PCR-ELISA
(Onychodiag, BioAdvance, Francja), ale zostal wyco-
fany ze wzgledu na niewielkie zainteresowanie [3, 50].
Prawdopodobnej przyczyny upatruje si¢ w zbyt wielu
manipulacjach koniecznych przy obrdbce materialu
w poréwnaniu z innymi metodami PCR wykorzysty-
wanymi do bezposredniej identyfikacji grzybow, ktére
spowodowaly, ze technika ta nie stala si¢ przedmiotem
rzeczywistego zainteresowania i rutynowego stosowania.

4.3. Techniki bezposredniej identyfikacji oparte
na PCR w czasie rzeczywistym

Zaleta technik diagnostycznych opartych na PCR
w czasie rzeczywistym (real time PCR) jest automatyza-
cja interpretacji uzyskiwanych wynikéw, ktéra znaczaco
zmniejsza ryzyko zanieczyszczenia prob w trakcie analiz
wykonywanych po klasycznym PCR. Wykorzystanie do
identyfikacji gatunkowej grzybow testow PCR w czasie
rzeczywistym ze starterami ukierunkowanymi na sek-
wencje ITS2 rDNA po raz pierwszy opisuje Alexander
i wsp. [1]. Wysoka czulos¢ i swoisto$¢ opracowanej me-
tody zostata wykazana w badaniu klinicznym, w ktérym
analizie poddano 862 probki zeskrobin paznokci z der-
matomykozg o etiologii mieszanej. W badaniu opar-
tym o tradycyjne hodowle uzyskano obfity wzrost
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grzybow z grupy NDE, ktore to grzyby uniemozliwiajg
izolacje i identyfikacje dermatofitow w wiekszosci przy-
padkow klinicznych. Podkresla to przydatnos¢ tej tech-
niki w diagnostyce réznicujacej T. rubrum od innych
grzybdéw potencjalnie zanieczyszczajacych material
biologiczny, ktére moga bytowa¢ jako komensale lub
oportunisci w plytkach paznokci zainfekowanych przez
dermatofity. Inng metode przeznaczong do gatunkowej
identyfikacji T. rubrum, T. mentagrophytes i innych grzy-
bow, takze NDE oparta o PCR w czasie rzeczywistym
proponujg Miyajma i wsp. [39]. W swoich badaniach
wykazuja przydatno$¢ dwoch zestawow  starterow,
bazujacych na sekwencji ITS1 rDNA i trzech sond
fluorescencyjnych, ktore rdznig si¢ miejscami wigzania
do sekwencji ITS1. Jedna z nich pozwala diagnozowa¢
obecno$¢ w materiale dermatologicznym grzybow pato-
gennych, a dwie pozostale wigza specyficzne gatun-
kowo miejsca sekwencji ITS, umozliwiajac identyfika-
cje T. rubrum i T. mentagrophytes. Uzyskane wyniki sa
wysoce powtarzalne, a ich zgodnos¢ z dodatnig hodowla
ksztattuje si¢ na poziomie 45,2%. Catkowity czas wyma-
gany do identyfikacji grzybéw z probki klinicznej w tej
metodzie badacze okreslajg na okoto 3 godziny, po jed-
nej godzinie na przygotowanie DNA z probek klinicz-
nych, nastawienie PCR i czas trwania cyklu reakeji.
Identyfikacje az 11 gatunkéw dermatofitow (M. canis
complex, M. audouinii, T. rubrum, T. violaceum, T. ver-
rucosum, T erinacei, T.concentricum, T. mentagro-
phytes complex, T. tonsurans i E. floccosum) umozliwia
jedno-probéwkowa metoda analizy krzywej topnienia
PCR w czasie rzeczywistym oparta o sekwencje ITS1
rDNA i 5.8SrRNA skonstruowana przez Bergmansa
i wsp. [7]. W oparciu o tg technike uzyskano znacznie
wiecej dodatnich wynikéw identyfikacji dermatofitow
niz w metodach konwencjonalnych (61,7% vs. 47,5%).
Identyfikacja na poziomie gatunku za pomocy tej
metody okazala si¢ mozliwa we wszystkich probkach
dermatologicznych okreslonych jako pozytywne, pod-
czas gdy tylko w 45 z nich udalo si¢ uzyska¢ dodatni
wynik hodowli. Autorzy podajg, ze czas uzyskania
wyniku identyfikacji wynosi 4 godziny; nalezy jednak
doliczy¢ koniecznos$¢ wstepnej calonocnej lizy mate-
rialu przeznaczonego do diagnostyki. Tak wysokiej
zdolno$ci rozdzielczej metod molekularnych opartych
o PCR w czasie rzeczywistym nie potwierdzaja wyniki
badania klinicznego przeprowadzonego przez zespot
A.Bergmana w 2013 roku [6]. Lacznie 202 probki
kliniczne pochodzace od ludzi poddawano analizom
zaréwno technikami konwencjonalnymi jak i tech-
nike PCR opartg o zautomatyzowang ekstrakcje DNA
i sekwencje genu syntazy chitynowej 1. W 103 (51%)
probkach zidentyfikowano material genetyczny der-
matofitow, natomiast dodatnie hodowle wykazato 79
(39%). Sposrdéd 103 pozytywnych probek, w 94 (91%)
zostal zidentyfikowany T. rubrum, a w 8 (8%) — T. inter-
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digitale. Opisana metoda w poréwnaniu z konwencjo-
nalnymi metodami hodowlanymi okazata si¢ niewiele
czulsza (51% vs. 39%), a jej zdolnos¢ dyskryminacyjna
jest wystarczajaca do identyfikacji tylko dwdch gatun-
kow - T. rubrum i T. interdigitale [6]. Przyczyny takiego
stanu mozna upatrywa¢ w zbyt niskiej rozdzielczosci
zastosowanego markera molekularnego. Niewatpliwa
zaletg przedstawionej metody jest jednak jej automa-
tyzacja i ograniczenie do minimum manualnego przy-
gotowywania materiatu diagnostycznego.

Whioski z tych badan wskazujg, ze lepszym celem
identyfikacyjnym w bezposredniej identyfikacji derma-
tofitéw z zastosowaniem PCR w czasie rzeczywistym
sa sekwencje ITS1 rDNA i 5.85 rRNA niz gen syn-
tazy chitynowej 1. Ohst i wsp. [41] bazujac na dwdch
pierwszych wymienionych markerach molekularnych
proponuja metode, ktorej zdolno$¢ dyskryminacyjna
umozliwia identyfikacje pieciu gatunkéw dermatofitow
(T interdigitale, T. violaceum, T. verrucosum, E. flocco-
sum oraz T. rubrum) i czterech komplekséw gatunkdow
(M. canis complex, obejmujacy M. canis, M. ferrugineum
oraz M. audouinii; T. tonsurans complex, obejmujacy
T. tonsurans oraz T. equinum; A. benhamiae complex,
obejmujacy A. benhamiae, T. erinacei oraz T. concentri-
cum; T. schoenleinii complex, obejmujacy T. schoenleinii,
A. simii oraz T. mentagrophytes) dermatofitow. Wysoki
odsetek uzyskanych przez autoréw wynikéw pozytyw-
nych w opisywanej metodzie (64,6%) w poréwnaniu
z innymi publikacjami jest najprawdopodobniej spowo-
dowany wstepnym wyborem prob do badan, pochodza-
cych w 30% z przypadkéw okreslonych jako pozytywne
w badaniu mikroskopowym. Stad zapewne wynika
zalecenie wstepne podane przez autoréw, ktdre wska-
zuje wykonanie konwencjonalnego PCR ze starterami
»pan-dermatofitowymi” w celu identyfikacji materiatu
genetycznego dermatofita w materiale diagnostycznym
i ograniczenie dalszej diagnostyki wylacznie do prob
pozytywnych w tym teécie. Sposrod innych metod PCR
w czasie rzeczywistym warto wymieni¢ metode¢ opra-
cowang przez Wisselinka i wsp. [52], ktéra umozliwia
identyfikacje sze$ciu gatunkéw dermatofitow w dwdch
reakcjach multipleksowych. Istotne wskazywane wady
tej metody to brak mozliwosci identyfikacji antro-
pofilnego, czesto izolowanego dermatofita E. floccosum
i zoofilnego — T. verrucosum, a takze gatunkéw wcho-
dzacych w sktad kompleksu A. benhamiae.

5. Wybor optymalnej metody do stosowania
rutynowego

Wybér optymalnej metody molekularnej do analizy
probek dermatologicznych uzalezniony jest od wielu
czynnikéw, przede wszystkim od zaktadanego czasu
niezbednego do uzyskania wynikéw, w tym wazna role
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odgrywa czas spedzony praktycznie w laboratorium
podczas przygotowywania prob i wykonywania analiz,
kosztéw odczynnikéw i dostepnej aparatury badaw-
czej, jak rowniez znaczenia identyfikacji NDF w mate-
riale. Ostatni z wymienionych argumentéw odnosi si¢
szczegolnie do przypadkéw diagnostyki onychomykoz.
Sposrod wielu opisanych molekularnych metod identy-
fikacji dermatofitow i NDF, niewiele zostalo przetesto-
wanych na wigkszej liczbie (N>100) préb klinicznych
(Tabela I). Zasadniczo, nie wiadomo, ktdre techniki sg
stosowane rutynowo, a ktdére z nich pozostaly jedynie
na etapie badan wstepnych lub byly stosowane tylko
w konkretnym badaniu klinicznym. Ponadto, jak dotad
nie ma réwniez logicznego wyjasnienia faktu tak duzej
liczby fatszywych wynikéw dodatnich uzyskiwanych
w metodach molekularnych w poréwnaniu z bada-
niem hodowlanym [50]. By¢ moze wyjasnieniem jest
niska wrazliwo$¢ metod hodowlanych, niemniej jed-
nak brakuje wiarygodnych dowodéw empirycznych na
potwierdzenie tych sugestii.

Implementacja do laboratoriéow mykologicznych
technik molekularnych wydaje si¢ kuszaca z uwagi na
tatwo$¢ wykonywania analiz i szybkos¢ otrzymywania
wynikéw, ale w praktyce nadal pozostaje nieosiggalna
ze wzgledu na niejednorodnos¢ probek dermatologicz-
nych. Sklania to do refleksji, czy techniki molekularne
moga catkowicie zastapi¢ konwencjonalng diagnostyke
mykologiczna. Na obecnym etapie rozwoju metod PCR
opracowanych do identyfikacji dermatofitéw, zasadnym
wydaje si¢ przeprowadzanie standardowego badania
mikroskopowego i hodowli na odpowiednich pozyw-
kach, ktérych wyniki dodatkowo sa weryfikowane
metodami molekularnymi. Z drugiej strony, szybkie
i metodycznie proste techniki PCR pozwalajg na prze-
prowadzanie wstepnej diagnostyki juz przez lekarzy
dermatologéw, zanim material dotrze do laboratorium
w celu wykonania pelnej procedury diagnostyczne;j.
Rozstrzygniecie tych dylematdéw pozostaje istotnym
tematem do dyskusji w $rodowisku mikrobiologéw.
Niewatpliwie, w tym aspekcie dalszych prac wymaga
optymalizacja warunkoéw analiz i interpretacji wynikow.
Wazne zadanie zajmuje réwniez edukacja klinicystow
dotyczaca prawidlowego pobierania i transportu pro-
bek do laboratorium, poniewaz juz na tym pierwszym
etapie dochodzi do wielu btedéw, skutkujacych cal-
kowitym brakiem wyniku identyfikacyjnego lub jego
niskg wiarygodnoscia.

6. Zalety i wady molekularnych metod
identyfikacyjnych stosowanych w mykologii

Odnoszenie si¢ z uprzedzeniem i punktowanie
wylacznie ograniczen metod molekularnych stosowa-
nych w identyfikacji dermatofitéw jest z pewnoscig
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nieobiektywne. Pomimo pewnych watpliwosci doty-
czacych wiarygodnosci wynikéw diagnostycznych
uzyskanych tymi metodami, ktére pochodza z danych
statystycznych badan klinicznych, wielu autoréw, jako
gltéwng zalete wskazuje ich wysoka czutos¢ [39, 50, 53].
Identyfikacja czynnika zakaznego z wykorzystaniem
PCR jest mozliwa w wiekszosci przypadkow, w kto-
rych uzyskano negatywne wyniki hodowli grzybdow,
ale bezposrednie badanie mykologiczne wskazuje na
obecno$¢ artrospor. Z drugiej strony, niemal wszystkie
zidentyfikowane morfologicznie grzyby zostaly row-
niez rozpoznane molekularnie, szczegélnie dotyczy to
T. rubrum i T. interdigitale [39, 48, 50]. Na uwage zastu-
guje fakt, ze po raz pierwszy potwierdzono metodami
molekularnymi, ze czynnikiem etiologicznym onycho-
mykozy moga by¢ grzyby plesniowe, takie jak Fusarium
spp., Acremonium spp., Aspergillus spp. i Scopulariopsis
spp., ktére dotychczas nie byty dostrzegane i uwazane
za kontaminacje probek dermatologicznych przesyta-
nych do laboratorium [37, 46, 50].

Wszystkie metody molekularne aczy jeszcze jedna
zaleta, jaka jest czas niezbedny do uzyskania wyniku iden-
tyfikacji czynnika etiologicznego dermatomykozy [50].
Wynik ten mozna uzyska¢ w dniu, w ktérym prébka
dociera do laboratorium lub nastepnego dnia, podczas
gdy hodowla grzybow moze trwaé nawet 1-3 tygo-
dni [11, 18]. Najkrotszy czas wynoszacy 3 godziny od
dostarczenia materiatu do uzyskania wyniku podawany
jest przez Miyajma i wsp. [39]. Warto wigc rozwazy¢
takze praktyczng uzytecznos¢ tej cechy analiz moleku-
larnych. Dermatomykozy nie s3 jednostkami chorobo-
wymi wymagajacymi natychmiastowego rozpoczecia
leczenia celowanego, a miejscowe $rodki przeciwgrzy-
bicze moga by¢ zalecane na podstawie wynikéow bez-
posredniego badania mykologicznego, ktére trwa do
20 minut. Niemniej jednak, czas uzyskania wyniku
diagnostycznego jest wazny, a zwolennicy nowoczes-
nych sposobdéw kontaktu z pacjentem mogg podaé
argument, ze zaréwno wynik identyfikacji jak i recepte
mozna wystawi¢ elektronicznie, bez ponownej wizyty
pacjenta w szpitalu badz gabinecie lekarskim. Pozostaje
do rozwazenia jedynie kwestia ekonomii analiz mole-
kularnych pojedynczych probek dermatologicznych.
Zwykle przypadki dermatomykoz nie sg na tyle czgste,
aby w ciggu jednego dnia do laboratorium dostarczano
material od kilku pacjentéw. Pewien kompromis miedzy
czasem a kosztami wykonywania identyfikacji mozna
uzyska¢ poprzez wprowadzenie systemu grupowania
prob, ktore moga by¢ poddawane analizie co kilka dni.

Najpowazniejszym ograniczeniem rutynowego sto-
sowania metod molekularnych w identyfikacji der-
matofitow jest rodzaj i ilo§¢ materialu dermatologicz-
nego. Chociaz pospolicie uwaza sie, ze czutos$¢ technik
opartych o PCR jest bardzo wysoka i nawet niewiel-
kie ilosci DNA wystarczajg do ich przeprowadzenia,
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w diagnostyce dermatomykoz ta zasada nie sprawdza
sie. Nawet stosunkowo duza prdobka tusek skory, frag-
mentow wlosdw lub zeskrobin paznokci moze nie od-
zwierciedla¢ faktycznej zawartosci elementéw grzybni
w poddanym badaniu materiale biologicznym. Wielu
autoréw zauwaza, ze sukces w identyfikacji derma-
tofitu z zastosowaniem technik PCR jest wprost pro-
porcjonalny do liczby elementdéw grzybni widocznych
w preparacie bezpos$rednim z materiatu klinicznego
[48, 50]. Uwage nalezy zwrdci¢ réwniez na wysoki
stopien zréznicowania mikrobiologicznego materiatu.
Szczegolnie dotyczy to zeskrobin paznokci, co wrecz
wyklucza mozliwo$¢ stosowania technik jednoetapo-
wych z automatyczng detekcja wynikow [47, 48, 50].
Dodatkowo, oczekiwane wyniki identyfikacji grzy-
béw w dermatomykozach skory i wtoséw réznia sie od
uzyskiwanych w onychomykozach [7]. W pierwszym
przypadku czynnikiem etiologicznym jest jeden gatu-
nek dermatofitu spos$rod kilkunastu-kilkudziesieciu,
w drugim jest to najczesciej T. rubrum i T. interdigitale
lub w rzadkich przypadkach inne gatunki antropofilne,
takie jak T. soudanense, jak rowniez czynnikiem etio-
logicznym moze by¢ grzyb z grupy NDF [3]. Trzeba
tez zdawac sobie sprawe z istnienia bezobjawowych
nosicieli grzybow, co dotyczy nawet T.rubrum [36].
Istotne w diagnostyce s3 réowniez objawy kliniczne
i stopien ich nasilenia, a znajomo$¢ historii choroby
i otoczenia pacjenta, przede wszystkim czy jest on wia-
$cicielem zwierzat lub czy zawodowo zwigzany jest z ich
hodowla, moga ukierunkowa¢ dalsza identyfikacje.
Z tego powodu diagnostyka dermatomykoz powinna
by¢ wielokierunkowa, oparta na obserwacji objawow
klinicznych i wynikach bezposredniego badania myko-
logicznego, hodowli oraz technik molekularnych.

Osobng kwestig wplywajaca na wiarygodno$¢ wyni-
kow identyfikacji dermatofitéw technikami molekular-
nymi jest ryzyko kontaminacji prébek dermatologicz-
nych. Kazdy diagnosta zdaje sobie sprawe z mozliwego
ryzyka zanieczyszczenia w laboratorium, skutkujacego
fatszywie dodatnimi wynikami. W tym aspekcie istotne
jest tez wlasciwe przygotowanie i dezynfekcja miejsca
pobierania probek przed i po kazdym pacjencie. Szcze-
golne $rodki ostroznosci sa stosowane, gdy metody
identyfikacji obejmujg dodatkowe manipulacje z pro-
duktami PCR, zwlaszcza, gdy amplikon jest ponownie
powielany w ,,nested” lub ,,semi-nested” PCR [45, 49,
53]. Rygorystyczne przestrzeganie zasad obowigzuja-
cych w laboratorium biologii molekularnej zobowigzuje
do tego, aby wszelkie manipulacje z produktami PCR
przeprowadza¢ w oddzielnym pomieszczeniu niz to,
w ktérym wykonuje sie wstepne etapy, takie jak pobie-
ranie materialu diagnostycznego [50]. Ryzyko konta-
minacji jest ograniczone przy identyfikacji za pomoca
metod PCR w czasie rzeczywistym i automatycznych
systemach interpretacji wynikow [7, 39].
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7. Podsumowanie

Metody molekularne identyfikacji czynnikow etio-
logicznych dermatomykoz w prébkach dermatologicz-
nych sa zdecydowanie atrakcyjne i majg wiele zalet.
Obecnie, niewiele jest laboratoriow mykologicznych
wykorzystujacych te techniki w rutynowej diagnostyce,
a te z nich, ktore postuguja si¢ nimi, sg pionierami. Sta-
nowisko mikrobiologow jest jasne, czas, kiedy diagno-
styka molekularna zastapi konwencjonalne techniki
oparte na hodowli dermatofitéw i ocenie ich morfologii
nieublaganie nadchodzi. W chwili obecnej wazne jest,
aby dos$wiadczenie zdobyte w laboratoriach pionier-
skich stalo sie szeroko udostepniane, a zdolnos¢ roz-
dzielcza nowo opracowywanych, wiarygodnych, szyb-
kich i tanich metod molekularnych nie ograniczata sie
do identyfikacji kilku gatunkoéw.
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