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Onychocola canadensis: prvé izolaty z onychomykoz na
Slovensku

Vollekova A.12, Lisalova M.2

1Katedra dermatovenerolégie FZSS Slovenskej zdravotnickej univerzity, Bratislava
2Mykologické oddelenie HPL s.r.0., Bratislava

Suhrn

Onychomykézy na dolnych konéatinach patria medzi najéastejsie povrchové mykézy. Spektrum
povodcov, najmi non-dermatofytov, je Siroké a pestré.

Pocas 14 mesiacov (marec 2007 az april 2008) sa podarilo u $tyroch pacientov mikroskopicky a kul-
tivaéne potvrdit a zdokumentovat ako vyvolavatela onychomykézy zriedkavo sa vyskytujaci druh
Onychocola canadensis Sigler 1990. Na tzemi Slovenska ide o prvé nalezy tejto mikromycéty.
Autorky prezentuju skusenosti s identifikaciou pomaly rastiacich, artrokonidia produkujucich
izolatov.

Klucové slova: Onychocola canadensis — morfologia kolonii - mikroskopicka morfolégia - onycho-
mykozy.

Summary

Vollekova A., Lisalova M.: Onychocola canadensis: First Isolates from
Onychomycoses in Slovakia

Toenail onychomycoses are among the most common human superficial mycoses. The species
spectrum of the causative agents, mainly nondermatophytes, is broad and varied.

During 14 months (March 2007 to April 2008), Onychocola canadensis Sigler 1990, an uncommon
nondermatophyte, was identified microscopically and by culture as the causative agent of nail
infection in four patients. It is the first report of this species in the Slovak Republic. The
experience gained with the identification of this uncommon, slow-growing arthroconidial fungus
is presented.

Key words: Onychocola canadensis — colony morphology — micromorphology - onychomycoses.

Ked v r. 1990 Sigler a Congly [15] zaznaéili
prvé tri pripady autochténnej onychomykoézy
sposobené neznamou mikromycétou, podla kraji-
ny nalezu ju nazvali Onychocola canadensis.
Hoci nové infekcie a objav teleomorfného $tadia
Arachnomyces nodosetosus Sigler et Abbott 1994
naznacovali, Ze huba sa vyskytuje typicky
v Kanade, v rovnakom ¢ase tito autori identifi-
kovali izolaty O. canadensis pochadzajice
z autochtéonneho pripadu onychomykézy na
Novom Zélande [15]. Uz v r. 1997 boli prvé infek-
cie zistené v Eurépe [2,3,11], ale podla poctu
publikovanych pripadov sa mykoézy nechtov
a koze noh, spésobené O. canadensis, vyskytuja
mimoriadne zriedkavo [1,4,5,12,13,14,18,19].

V marci 2007 sme O. canadensis potvrdili
v nechtoch na dolnych koncatinach u prvého
pacienta v Slovenskej republike, a poc¢as nasle-
dujaceho roka (do aprila 2008) u dalsich troch

0s6b. V prispevku prezentujeme nase skiisenos-
ti s identifikaciou tohto zriedkavého pévodcu
onychomykézy.

Material a metody

Pacienti pochadzali z roznych ¢asti Slovenska:

3 zeny (vek 47, 52 a 61 rokov) a 54-roény muz s niekolko
mesiacov az desiatky rokov trvajucimi zmenami na
nechtoch néh (distolateralna onychomykéza na palcoch ale-
bo totalne postihnutie vSetkych nechtov na oboch nohach).
Vzorky (podnechtovy drobivy az prachovity keratin) z cho-
robne zmenenych ¢asti nechtov brali a zaslali na mykologic-
ké vySetrenie oSetrujuci lekari.

Vzorky nechtov vsetkych pacientov sme rutinne vyset-
rili mikroskopicky v preparatoch prejastiovanych 20% KOH
s Parker black ink ihned po ich doruceni. Kultivdcia nechto-
vej drviny bola realizovana na dvoch Standardnych médiach
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Obr. 1 a, b. Mikroskopické nalezy v nechtoch pacientov (pre-
paraty v KOH s Parker black ink); a) tensia rozvetvena hyfa
a ovalne artrokonidia, b) SirSie polamané hyfy, artrokonidia
jednotlivo a v retiazkach (foto A.V.)

Fig. 1 a, b. Microscopy nail findings (potassim hydroxide and
Parker black ink mounts); a) thin-walled hyphal branches and
oval arthroconidia, b) thicker-walled hyphal fragments, single
arthroconidia and arthroconidial chains (photo A.V.)

(s$ikmy Sabouraudov agar Merck s 0,01 % chloramfenikolu
»SAB”, a agar s 0,04 % aktidionu / cykloheximidu, Oxoid),
najmenej po 20 inokudl z kazdej vzorky, inkubacia 5 tyzdiov
pri teplote 25+1 °C v chladenom termostate.

V pripade rastu neznamych kultar hub sme opakovali
mikroskopické vySetrenie povodnej vzorky a poziadali sme
oSetrujuceho lekara o zaslanie novych vzoriek na potvrdenie
pévodcu onychomykaézy. Podarilo sa to u 2 pacientov — avsak
az po alebo pocas liecby.

Studium izolatov nezniamej mikromycéty. Vzhlad,
farbu, rychlost rastu, velkost kolénii, primo- a sub-kultur,
sme sledovali v tyzdniovych intervaloch poéas 2 mesiacov
pri raste na agaroch s aktidionom a bez aktidionu. Porov-
nali sme mikromorfolégiu izolatov v roéznych ¢Easovych
intervaloch v preparatoch z kolénii (laktofenol s metylovou
modrou) a v mikrokulturach na troch médiach (Sabourau-
dov agar ,SAB”, corn meal agar BBL ,CMA“ a 2% vodny
agar [3]. Overili sme ich rast pri 37 °C, ako aj schopnost sti-
epit mocéovinu (Christensen urea agar HiMedia, 25 °C, 14
dni) [10]. Diskovou metédou sme orienta¢ne urcili citlivost
izolatov na 6 azolovych a 3 polyénové antimykotika -
postup podla [21], pri dvoch inkubaénych teplotach (37 °C
a 25 °C).

Vysledky mykologického vySetrenia
nechtov

Vzorky nechtov troch pacientiek pri mikro-
skopickom vySetreni obsahovali zhluky oval-
nych a sddkovitych hyalinnych az Zzltohnedo
zafarbenych artrokonidii (niektoré boli usporia-
dané aj do retiazok), a dlhé alebo polamané sep-
tované, vetvené hyalinné hyfy, roznej Sirky -
tensSie, ,normalne“ i nerovnako zhrubnuté (obr.
1 a, b). Zhodné hubové elementy sme potvrdili aj
pri opakovanej mikroskopii tej istej vzorky. Po 2
tyzdiioch na agare bez aktidionu, aj s aktidio-
nom, zacali rast z inokulovanych casti nechtov
drobné biele az bielo-Z1té kolénie neznamej mik-
romycéty, od dvoch pacientiek masivne, od tretej
z polovice inokul. Mykologické vySetrenie sme
opakovali u jednej pacientky, zial, aZ po
3-mesacnej lietbe terbinafinom (250 mg/den):
kultivaéne — pody ostali sterilné, mikroskopicky
— nadalej pritomné hyfy.

U 54-ro¢ného muza, ktory mal desiatky rokov
trvajice zmeny na nechtoch néh, sme mikrosko-
picky nasli ojedinelé hnedé artrokonidia az pri
opakovanom vySetreni, realizovanom po 2 me-
siacoch podavania p.o. terbinafinu. Napriek
liecbe vyrastli rovnaké kolonie ako z prvej vzor-
ky, a dokonca z vacsieho poétu inokul.

Nijaké dermatofyty zo vzoriek nechtov tychto
pacientov nevyrastli.

Morfolégia izolatov

Pomaly rastice kolénie neznamej mikro-
mycéty na oboch kultivaénych médiach (v sku-
mavkach) po 2 tyzdrnioch pri 25 °C dosahovali
1-2 mm, po 3-4 tyzdnoch 2-7 mm, po 5-6 tyzd-
fioch 3-12 mm v priemere. Aktidion neobmedzil
ich rast do plochy ale skor rast vzdus$ného
mycélia kolénii. Vzhlad kolénii sa s vekom
menil: mladé — biele ,vatovitej$ie” na SAB aga-
re, bielo-zlté ,zamatové” na agare s aktidionom,
polgulovite alebo kénicky vypuklé, 1-2,5 mm
vysoké, spodna strana spocéiatku bez pigmentu,
neskor od centra bézova. Po 4-6 tyzdrnoch sa
sfarbovali bézovo alebo Zlto-sivo, spodna strana
s hnedym az hnedo-sivym nedifundujtcim pig-
mentom (obr. 2 a,b). Subkultary v Petriho mis-
kach rastli rychlejsie (8-18 mm/21 dni, po
dvoch-troch mesiacoch dosahovali maximéalne
15-23 mm v priemere). Kolénie, v centralnej
vyvySenej Casti mierne plstnaté, mali nizsiu
zamatovi marginalnu zonu a kratko vlaknity
laloénaty okraj. Staré kolonie radialne i nepra-
videlne vrasnené, preliacené, praskajice (vra-
tane agaru) v centre alebo i v okrajovej zone,
¢asto s chumaémi sekundarneho bieleho mycé-
lia (obr. 3 a,b,c).
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Obr. 2 a, b. Onychocola canadensis, primokultiry, masivne
rastuce z nechtov pacientky (Akt = agar s aktidionom, SAB =
Sabouraudov agar, 25 °C); a) po 4 tyzdioch, b) po 11 tyzdioch
(foto Ing. K. Furdikova)

Fig. 2 a, b. Onychocola canadensis, primocultures, massive
growth of the agent from nail specimens (Akt = actidion agar,
SAB = Sabouraud agar, 25 °C); a) after 4 weeks b) after 11
weeks (photo K. Furdikova)

Obr. 3 a, b, c. Onychocola canadensis, subkultary (Sabourau-
dov agar, 25 °C); a) 3-tyzdiiové, priemer kolonii 8-10 mm, b) 5-
tyzdnova koldnia, detail, skutoéna velkost 12 mm, c¢) zhodna
10-tyzdnova koldnia, detail, priemer 21 mm (foto Ing. K. Fur-
dikova)

Fig. 3 a, b, c. Onychocola canadensis, subcultures (Sabouraud
agar, 25 °C); a) 3-weeks colonies, 8-10 mm in diameter, b)
a 5-week colony, detail, 12 mm in diameter, c) the same colony
at 10 weeks, detail, 21 mm in diameter (photo K. Furdikova)

Mikromorfolégia: preparaty v laktofenole
pripravené z 2-tyzdnovych izolatov a rovnako
staré mikrokultiry na SAB agare obsahovali
iba hyalinne septované hyfy. Na nutri¢ne chu-
dobnych médiach (vodny a corn meal agar) uz
7-dtiové mikrokultury zacali produkovat vetve-
né ,toruloidné” hyfy, ktoré sa nasledne menili
na dlhé koherentné retiazky sudkovitych artro-
konidii. Tie boli 1- az 2-bunkové, s hladkym
povrchom, hyalinné, velkostou 3-4(-5)x5-7
(-12) um, a tvarom podobné ako artrokonidia
pritomné v nechtoch. V 4-tyzdnovych a starsich
kultirach sme nachadzali aj SirsSie, hrubostenné

Obr. 4 a, b, c. Onychocola canadensis, mikroskopicka morfo-
logia; a) hyfy a dlhé retiazky sudkovitych artrokonidii (mik-
rokultira, vodny agar, 10 dni, 25 °C), b) dtto, 2-3-tyzdriova
kultura, preparat v laktofenole s metylovou modrou, c) reti-
azky 1- a 2-bunkovych artrokonidii a hnedé ,nodézne“ hyfy
(preparat v laktofenole zo starej kultury na SAB agare) (foto
AV)

Fig. 4 a, b, c. Onychocola canadensis, micromorphology; a)
hyphae and long chains of barrel-shaped arthroconidia (mic-
roculture, aqueous agar, 10 days, 25 °C), b) see a), 2-3-week
culture, methylene blue-lactophenol mount, ¢) chains of sing-
le- and double-cell arthroconidia and brown nodular hyphae
(lactophenol mount from previous Sabouraud agar culture)
(photo A.V.)
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hnedé hyfy s nodulami melanoidného pigmentu
na povrchu (,noddézne hyfy”), niektoré sa v ter-
mindalnej ¢asti Spiralovite stacali (obr. 4 a,b,c).

Iné znaky: Kultiry huby rastli pri 37 °C
pomalsie nez pri 25 °C. Izolaty produkovali ure-
azu (pri 25 °C za 10 az 214 dni) a tolerovali cyk-
loheximid v médiu.

Identifikacia izolatov.

Na zaklade vyssie uvedenych morfologickych
a inych znakov sme pomaly rastice artrokonidi-
ové izolaty identifikovali ako Onychocola cana-
densis Sigler 1990 [10, 16], anamorfné Stadium
askomycéty Arachnomyces nodosetosus Sigler et
Abbott 1994 [15]. Druh bol v r. 2002 spolu s iny-
mi zastupcami tohto rodu zaradeny do novo
vytvoreného radu Arachnomycetales a c¢elade
Arachnomycetaceae [6].

Antifungalna citlivost izolatov (diskova)
Rast inokula pri 37 °C bol slaby, pomaly a pri
uvedenej teplote testy neboli hodnotitelné ani
po 8 dnioch - pokusy sme preto anulovali. Pri
teplote 25 °C bol narast inokula zreteIny po 4-5
drioch inkubéacie na kontrolnej aj na testovacich
platniach, a v tejto dobe sme vykonali meranie
inhibiénych z6n (IZ). VSetky kmene boli citlivé
na ketokonazol, mikonazol, klotrimazol, ekona-
zol a pimaricin (priemer 1Z >40 mm), inhibi¢né
zony ostali ¢isté a rovnako velké niekolko dni po
hodnoteni IZ. Izolaty od vSetkych pacientov sa
naproti tomu javili rezistentné voci flukonazolu
a itrakonazolu. Dva kmene vykazovali po 5
drioch odolnost aj vo¢i amfotericinu B a nystati-
nu, no po prediZeni inkubaénej doby rastli az
k diskom kolénie v§etkych Styroch kmenov.
Vysledky testov citlivosti pomaly rasticich
izolatov O. canadensis povazujeme za orientac-
né, nakolko pocas dlhsej inkubacie existuje rizi-
ko zniZenia stability antimykotika — napr. amfo-
tericinu B. (Pozn. disky s terbinafinom nie
su dostupné, ciklopiroxolamin sme netestovali).

Diskusia

I ked je O. canadensis znama od r. 1990, dote-
raz bolo opisanych do 50 pripadov humannych
infekcii [1-5,9,11-16,18,19], da sa vsak predpo-
kladat, Ze niektoré dalSie zverejnené neboli.
O. canadensis bola zaznafena prevazne ako
poévodca onychomykéz na nohach. Niekedy sa
u pacienta pridruzi interdigitalna, plantarna,
a vynimoéne palméarna mykéza [3,4,16], a kli-
nické prejavy imituju epidermofyciu (tinea).
Onychomykézy O. canadensis boli podla niekto-
rych autorov castejSie u zien, podla inych

u muzov, s prevahou u seniorov (70-97-ro¢nych)
s poruchami periférnej cirkulacie a rbéznymi
chronickymi chorobami (,onychomykézy starych
Tudi”) [3,16,19]. U mladsich, medzi ktorych pat-
rili i na8i pacienti, boli zaznadené zriedkavejsie.
Viaceri pred vznikom infekcie prisli do kontak-
tu so zeminou, rastlinami, u inych sa tato suvis-
lost nepotvrdila. O. canadensis bola doteraz izo-
lovana iba z humannych koznych vzoriek
v miernom klimatickom pasme, a na objavenie
habitatu v prirode este ¢aka [3,9,16].

V poslednych rokoch boli opisané nové druhy
rodu Onychocola prip. ich teleomorfy Arachno-
myces (A./O. gracilis, A./O. glareosus,
A./O. kanei, A. minimus, O. sclerotica) a prina-
jmenej jeden z nich - O. kanei — ako pdvodca
onychomyko6zy. Druhy rodu Arachnomyces st
hetero- alebo homotalické; askomata (kleistoté-
cia s typickymi hnedymi, v terminalnej céasti
stoCenymi setae), obsahujice rozpadavé 8-spé-
rové asky, su produkované az po niekolkych
mesiacoch na prirodnych substratoch [6,7,8].
Izolaty z biologickych vzoriek st konidiové for-
my (anamorfy).

Pri zbeZnej makroskopickej (rutinnej) prehli-
adke, bez podrobného overenia mikromorfold-
gie, by mladé asi 2-tyzdnové kolonie O. cana-
densis mohli byt zamenené s Trichophyton
verrucosum ¢i ,atypickym” T. rubrum (napr. ras-
ticim na kyslom médiu). Navyse, O. canadensis
tieto dermatofyty pripomina aj rezistenciou voci
aktidionu, a iné zasa produkciou ureazy. Podla
objavitelov O. canadensis asimiluje 12 réznych
karbohydratov a KNO,, hydrolyzuje kazein
a tyrozin, ale nie xantin a hypoxantin, je citliva
na benomyl a neperforuje vlasy in vitro [16], tie-
to testy sme vSak neoverovali.

Vyraznym znakom O. canadensis je pomaly
rast kolonii, v porovnani nielen s non-dermato-
fytmi ale i s vac¢Sinou dermatofytov. Kolonie
vyrastli rovnako velké na médiu obsahuja-
com aktidion, i na agare bez neho, pri teplote 37
°C bol rast pomalsi, obmedzeny.

Mladé (malé) kolénie obsahovali iba hyalinné
hyfy, ¢im pripominali 7. rubrum. Pre O. cana-
densis typické dlhé retiazky sudkovitych
artrokonidii boli produkované na SAB asi po
3-tyzdnoch, no rychlejSie a hojne na nutriéne
chudobnych médiach. To je v zhode s pozorova-
niami objavitelov druhu: ,,O0.c. neméa S$pecifické
poziadavky na ziviny, ale lepSie rastie (a sporu-
luje) na médiach bez sacharidov” [16]. V star-
§ich kultdrach sme ako vyrazny znak zaznacili
aj spontannu tvorbu §irSich hnedych ,nodéz-
nych hyf” [6,7]: na niektorych bola volne stoce-
na terminalna cast. V dobe tvorby tychto hyf sa
zintenzivnila pigmentécia kolénii na zlto-hne-
dasto-sivé, a hnedla spodna strana. Az v tomto
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obdobi boli kultary dostatoéne ,zrelé” na identi-
fikaciu.

Mikroskopicky treba kultary O. canadensis
odlisit od inych artrokonidid produkujicich
mikromycét, napr. Scytalidium dimidiatum
(Natrassia mangiferae)(rastie velmi rychlo,
vyskytuje sa v tropickych oblastiach), Arthro-
graphis kalrae (terméalne dimorfny druh, kolé-
nie ostavaju svetlé, su vicsie, rozSirenie celo-
svetové), ale tiez od Onychocola kanei a inych
druhov tohto rodu (rastd pomaly, konidiacia pri-
pomina chrysospériové §tadium Aphanoascus,
doteraz raritné) [7,8,10] a i.

Na rozdiel od dermatofytov, ktoré st (povazo-
vané za) univerzalne citlivé na antimykotika
uréené na liecbu dermatofyt6z, mnohé non-der-
matofyty vykazujui in vitro rezistenciu voci via-
cerym antifungadlnym latkam. Kmene O. cana-
densis Siglera a Conglyho boli citlivé na
,0bvyklé antimykotika“ [16], s ¢im ale nestihla-
sia zistenia inych. Izolaty od réznych pacientov
boli rezistentné proti grizeofulvinu (MIC >50
mg/liter), ciklopiroxolaminu (MIC >20 mg/L),
zniZene citlivé na ketokonazol (5 mg/L), citlivé
na amorolfin (MIC 0,1-1,0 mg/L) a na terbinafin
(0,8-1,0 mg/L) [3]. NasSe orienta¢né testy potvr-
dili rezistenciu O. canadensis vo¢i flukonazolu
a itrakonazolu, ale i voé¢i niektorym polyénom,
a relativne dobru citlivost na ketokonazol
a topické azoly — tie vSak st prakticky nepouzi-
teIné na lie¢bu myké6z nechtov na nohach. Tento
fakt méze byt spoluzodpovedny za rozdielne
vysledky (ispech, zlyhanie) lie¢by onychomykéz
sposobenych O. canadensis [4,13,15].

Rovnako ako izolaciu inych non-dermatofytov
aj nalez O. canadensis ako pévodcu onychomy-
kozy je nutné potvrdit opakovanym mykologic-
kym vySetrenim novych vzoriek pacienta (¢aso-
vy odstup 1 a viac tyzdnov, nelieéeny pacient,
kultivaéne bez pritomnosti dermatofyta) [17].
Jednorazova izolacia ojedinelych kolénii ony-
chokoly z dystroficky zmenenych nechtov je
povazovana za nevyznamnu, najméi ak sa mik-
roskopickym vySetrenim nechtov nepodari
potvrdit relevantné hubové elementy [15]. Vzor-
ky nechtov nasich troch pacientiek obsahovali
pocetné zhluky typickych artrokonidii a hyf.
U dvoch sa nalez potvrdil masivnym, u zvys-
nych pacientov stredne masivnym rastom ony-
chokoly, v jednom pripade sme hubu izolovali
opakovane aj napriek zacatej lie¢be (terbinafin
p.o.). Z dévodu pomalého rastu koldnii, onesko-
renej tvorby typickych morfologickych Struktur,
a aby bolo mozné urobit presny diagnosticky
zaver, odporiéa sa dobu kultivacie predizit na 4
tyzdne [16).

I ked vyS$Sie uvedené izolaty O. canadensis
z nechtov Styroch pacientov oznacujeme za prvé

diagnostikované na Slovensku, ned4 sa vyladit,
ze huba bola uz v minulosti izolovana na nasom
alebo na inych pracoviskach klinickej mykolégie
(najmenej jeden podobny nalez sme riesili pred
rokmi, bez foto-dokumentacie kultar a pacien-
ta). S tymto pé6vodcom onychomyké6z (dermato-
mykoéz) treba na naSom tzemi ratat i nadalej.
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