STRESZCZENIE

Dermatofity sg grzybami strzegpkowymi, ktorych naturalnym S$rodowiskiem
wystepowania jest gleba. Grzyby te charakteryzuje zdolno$¢ do rozkladu keratyny, bliskie
pokrewienstwo genetyczne, fizjologiczne, a takze zdolno§¢ do wywotania zakazen.
Do tej grupy nalezg gatunki z rodzajéow Epidermophyton, Microsporum i Trichophyton,
ktore sg chorobotworcze dla cziowieka i1 zwierzat. Infekcje zlokalizowane moga byc¢
na skorze, paznokciach i we wlosach.

Na skutek nadmiernego rozwoju w tkankach zywiciela, powstaje grzybica
powierzchniowa nazywana dermatomykozg. Powszechno$¢ wystepowania dermatofitow
w najblizszym $rodowisku cztowieka, a takze obecny trend zycia powoduja, ze liczba zakazen
wywotywanych przez dermatofity jest coraz wigksza. Istotnym epidemiologicznie
rezerwuarem dermatofitow sg bezobjawowi nosiciele jak, np. koty, ktore moga stanowic
powazne zrodlo transmisji zakazen dla cztowieka 1 innych zwierzat.

Od wielu lat dermatofity stanowig powaznym problemem zaréwno w diagnostyce
mykologicznej, jak i terapii. Prawidtowa i szybka identyfikacja dermatofitoéw jest niezbedna
ze wzgledoéw zardwno klinicznych, epidemiologicznych, a takze profilaktycznych.

Nie tylko wzrastajaca liczba zakazen, ale takze zmiany gatunkowe czynnikéw
etiologicznych dermatomykoz obserwowane na przestrzeni lat powodujg koniecznos¢
poszukiwania nowych, pewnych metod do szybkiej, taniej i jednoznacznej identyfikacji
gatunkowej dermatofitow.

Rutynowa diagnostyka laboratoryjna dermatofitow obejmuje kilka etapow,
wséréd ktorych najwazniejsza jest identyfikacja gatunku. Do identyfikacji gatunkowej
dermatofitow wykorzystuje si¢ testy fenotypowe, ktérych liczba jest mata w poréwnaniu
do innych grup grzyboéw chorobotworczych.

Duza zmienno$¢ cech wykorzystywanych przy identyfikacji gatunkéw dermatofitow
jest przyczyng licznych btgdow. Ponadto dlugi czas wzrostu wynikajacy z biologii
dermatofitow dodatkowo wydtuza czas diagnostyki. Grzyby te hodowane na podtozach
sztucznych bardzo cze¢sto mogg wykazywaé zmiennosci cech morfologii, kolonii
czy fizjologicznych w zalezno$ci od warunkéw prowadzenia hodowli, a w szczegdlnosci,
gdy kultury utrzymuje si¢ przez dluzszy okres czasu. Dermatofity w warunkach hodowli
laboratoryjnej moga takze utraci¢ zdolno$¢ do zarodnikowania — zarodniki sg kluczowa cecha
diagnostyczna, na ktorej opiera si¢ ich fenotypowa identyfikacja. Czynnikiem indukujgcym

te zmiany moze by¢ wielokrotne pasazowania szczepu, co niejednokrotnie jest konieczne



w rutynowej praktyce laboratoryjnej. Opisane zjawiska nalezg do podstawowych przyczyn
btedow powstajacych przy identyfikacji dermatofitéw, wykonywanej za pomoca rutynowych
technik diagnostycznych. Wyniki otrzymane w ramach rozprawy doktorskiej potwierdzity,
ze korzystajagc z metod fenotypowych czasem nie mozna prawidtowo okresli¢c gatunkow,
zwlaszcza jezeli mamy gatunki nalezace do jednego rodzaju.

Powszechnie obowigzujacym standardem w medycznej diagnostyce mikrobiologicznej
jest wymog identyfikacji patogennych organizméw do poziomu gatunku. Znajomos¢ gatunku
bedacego czynnikiem etiologicznymi zakazenia ma istotne znaczenie dla ostatecznego efektu
terapeutycznego, a takze dla badania epidemiologii zakazeh wywotywanych
przez dermatofity w danym regionie.

Wyzwaniem wspotczesnej medycznej diagnostyki laboratoryjnej jest wyeliminowanie
niedoskonatosci rutynowych technik mykologicznych za pomoca szybkich i czutych
molekularnych metod diagnostycznych.

Celem badawczym wielu osrodkéw naukowych na $wiecie i w Polsce jest stworzenie
prostego proceduralnie i taniego testu diagnostycznego do typowania dermatofitow,
ktéry znajdzie powszechne zastosowanie w laboratoriach pracujacych z tg grupa grzybow.
Stad celem niniejszej rozprawy byto zastosowanie metod molekularnych do diagnostyki
klinicznej dermatofitéw, pozwalajacych na jednoznaczng identyfikacj¢, roznicowanie
wewnatrzgatunkowe oraz poroOwnywanie pokrewienstwa filogenetycznego izolowanych
szczepow wojewodztwa podkarpackiego.

Pierwszym etapem pracy byla weryfikacja wynikow fenotypowej identyfikacji
zebranej kolekcji szczepéw za pomocg molekularnej metody badajacej charakterystyczny
dla gatunku polimorfizm dlugosci fragmentéw restrykcyjnych (PCR-RFLP). Uzyskane
wyniki potwierdzily, Zze fenotypowe metody diagnostyczne moga by¢ zawodne, wskazujac
tym samym na konieczno$¢ poszukiwania nowych skutecznych technik do identyfikacji
dermatofitow.

Dodatkowo w celu ustalenia stopnia wewnatrzgatunkowego zrdznicowania czesci
zebranej kolekcji dermatofitow,3 wykorzystano metod¢ PCR-MP opartg o profile fragmentow
DNA o réznych temperaturach topnienia (PCR melting profile). Uzyskane wyniki wykazaty,
ze zakazenia wywotywane przez dermatofity w wojewodztwie Podkarpackim sag wywotywane
przez 2 genotypy/klony molekularne gatunku T. interdigitale.

Kolejnym etapem pracy bylo opracowanie sond gatunkowo specyficznych w oparciu
o technike genomowej fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ do identyfikacji 3 najczesciej

wywotujacych zakazenia gatunkéw dermatofitow tj. M. canis, T. rubrum i T. interdigitale.



Uzyskane wyniki potwierdzity, ze opracowane sondy GISH charakteryzuje wysoka czutos$¢
i specyficznos¢ gatunkowa. Dzieki skonstruowanym sondom gatunkowo-specyficznym udato
si¢ potwierdzi¢ przynalezno$¢ gatunkowa szczepdéw Kklinicznych, dla ktorych uzyskano
odmienne wzory profili restrykcyjnych przy zastosowaniu metody PCR-RFLP. Tym samym
dowiedziono, ze hybrydyzacja in situ moze stanowi¢ nowe cenne narzedzie dla diagnostyki.

Dodatkowym elementem badan byla analiza aktywnosci diosminy, naringiny, rutyny,
hesperydyny, kwercytyny (flawonoidy) oraz kurkuminy (polifenol) wobec wzorcowych
szczepow  dermatofitow. Otrzymane wyniki wykazaly zréznicowang aktywno$¢
tych zwigzkow wobec okreslonych gatunkow, w =zaleznosci od rodzaju i stezenia
zastosowanych substancji. Zaobserwowano szerokie spektrum ich aktywnosci, od braku
dziatania az do catkowitego zahamowania wzrostu grzybow. Uzyskane, wstgpne wyniki
wskazujg na mozliwo$¢ wykorzystania tych naturalnych zwigzkoéw pochodzenia roslinnego
w terapii grzybic.

Zaprezentowane wyniki dowodzg, iz zastosowanie technik biologii molekularnej,
pozwala na prawidtowa identyfikacj¢ gatunkowa tych chorobotworczych grzybow, a takze
na dokladne ustalenie pokrewienstwa miedzy poszczegdlnymi gatunkami i1 kolonami
krazacymi w populacjach ludzi i zwierzat. Metody molekularne 1 genetyczne powinny
wspomagac, uzupetniaé, a takze korygowaé wyniki uzyskiwane przy pomocy fenotypowych

metod diagnostyki mikrobiologicznej.



