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Arthrographis kalrae - nezvycajny povodca
onychomykoézy
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Saihrn

Pri rutinnom vySetreni sme od dvoch pacientov s klinicky suspektnou mykézou nechtov palcov
ndh (potvrdena mikroskopicky nalezom dlomkov/tensich hyf) izolovali pocetné kolonie morfolo-
gicky nezvycajnej hyfomycéty. Na zaklade podrobného studia morfologickych a fyziologickych
znakov kultir sme izolaty identifikovali ako Arthrographis kalrae. 1de pravdepodobne o prvé zve-
rejnené pripady izolacie tejto termalne dimorfnej keratinolytickej huby na Slovensku.
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Summary

Vollekova A., Lisalova M., Péczova M.: Arthrographis kalrae - an Uncommon
Causative Agent of Onychomycosis

At a routine examination, multiple colonies of hyphomycetes of uncommon morphology were iso-
lated from two patients with clinically suspected mycosis of the big toes (and confirmed micros-
copically by the presence of fragmented/thin hyphae). Based on the detailed study of the morpho-
logical and physiological characteristics of the cultures, the isolates were identified as
Arthrographis kalrae. To our knowledge, this is the first isolation of the thermally dimorphic kera-

tinolytic fungus to be reported in Slovakia.
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Spektrum mikroskopickych hub, schopnych
sposobit infekcie ¢loveka sa neustale rozsiruje. Kym
v 60-tych rokoch min. stor. bolo znAmych niekolko
desiatok druhov hib, vratane kvasiniek a dermato-
fytov, v r. 2000 uvadzaju de Hoog a kol. viac nez 400
povodcov povrchovych a systémovych mykoz [5].

Velmi pestra je paleta hub postihujicich nechty
- odhaduje sa viac nez 80 vyvolavatelov onycho-
mykoz, prevazne druhov vlaknitych hdb. Domi-
nuju ,klasické“ - dermatofyty Trichophyton rub-
rum, T. interdigitale; nechty na rukach postihuju
aj kvasinky, najma Candida albicans. Stale viac
sa pri infekciach nechtov uplatnuju vlaknité
yshon-dermatofyty“[8]: relativne éasté sd druhy
rodov Scopulariopsis a Aspergillus, iné nachadza-
me zriedkavo az raritne. K posledne spomenutym
mozno priradif aj Arthrographis kalrae. Tento
neobvykly druh sme izolovali z nechtov dvoch
pacientov so suspektnou onychomykoézou.

Mykologické vySetrenie nechtov
Vzorky nechtov rutinne vySetrujeme na pritom-
nost hab mikroskopicky — po maceracii v 20%

KOH s Parker black ink, a kultiva¢ne — na Sabou-
raudovom agare (Merck) a na agare s 0,04 % akti-
dionu (Oxoid), nasikmenom v skimavkach. Po 2
az 5 tyzdnovej inkubacii pri 25°C sa zaznadi rast
mikromycét a relevantné izolaty identifikujeme
na uroven rodu a druhu podla morfologickych
(makro-, mikroskopickych), prip. dalsich znakov
a vlastnosti.

V r. 2005 a 2006 sme okrem inych vySetrili
dvoch pacientov (muzi, vek 56 a 69 rokov) s ony-
chomykézou palcov néh, klinicky podobnou ako
pri epidermophytia unguium, distolateralneho
typu. Vo vzorkach macerovanych nechtov tychto
pacientov sme mikroskopicky zistili tensie hya-
linné vetvené septované hyfy alebo dlomky hyf.
Po 2-tyzdniovej inkubé4cii na médiu bez aj s akti-
dionom rastli morfologicky zhodné kolénie vlak-
nitej huby zo v8etkych inokulovanych ¢iastociek
nechta pacienta (obr. 1). Kolénie sice pripomina-
li niektoré dermatofyty, ale mikroskopické pre-
paraty z kultar tito domnienku vylaéili. Derma-
tofyty nevyrastli ani po prediZenej 6tyzdiiovej
inkubAcii.
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Obr. 1. Arthrographis kalrae, kolénia (Sabouraudov agar,
3 tyzdne, 25 °C)

Fig. 1. Arthrographis kalrae, a colony (Sabouraud agar,
3 weeks, 25°C)

Obr. 2. a, b A. kalrae, artrokonidia, fuziformné a gulovité
konidia (Sabouraudov agar, vlaknita forma, 25 °C, preparat
v laktofenole)

Fig. 2a, 2b Arthrographis kalrae, fusiform and spherical coni-
dia (Sabouraud agar, filamentous form, 25°C, mount in lac-
tophenol)

Stidium morfologickych a fyziologickych znakov
izoldtov

Nakolko sme predpokladali, ze méze ist
o vyvolavatela onychomykoézy, izolaty sme
podrobnejsie preskimali s ciefom ich presnej
identifikacie. Sledovali sme morfologické znaky

Obr. 3. A. kalrae, a), b) retiazky stroméekovite vetvenych art-
rokonidii, ¢) gulovité konidi4 lateralne pozdiz hyf (mikrokul-
tary, Sabouraudov agar, 7 dni, 25 °C)

Fig. 3a, 3b Arthrographis kalrae, branching chains of arthro-
conidia

Fig. 3c Arthrographis kalrae, spherical conidia located late-
rally along the hyphae (microculture, Sabouraud agar, 7 days,
25°C)

(makroskopické na réznych agarovych médi-
ach, mikrokultary, preparaty v laktofenole),
schopnost a charakter rastu pri 32° a 37 °C,
ureazovu aktivitu izolovanych kmenov, a urcili
sme orientaéne ich antifungalnu citlivost
in vitro.
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Kolonie skimanych izolatov na Sabouraudo-
vom agare aj na médiu s aktidionom rastli tak-
mer rovnako rychlo ako dermatofyty — za 2 tyzd-
ne pri 25° C dosahovali na Sikmom agare priemer
1-2,5 cm, boli zamatové, az mierne plstnaté, pra-
chovité, nizke, radialne alebo nepravidelne plytko
prehybané, v centre mierne vyvySené. Povrch
kol6nii na agare s aktidionom bol bielo-zlty, na
Sabouraudovom agare krémovo-ruzovkasty
(obr. 1), mladé kolénie s bielo-Zltastymi guttae,
spodna strana na oboch médiach ZIta aZz hne-
dasté, neskor hrdzavohneda.

Rast izoldtov na inych médidch. Subkultary na
Difco Yeast Nitrogen Base agare s 0,15 % aspara-
ginu a 2 % glukézy, a na Brain Heart Infusion
agare (Oxoid) rastli pri 37°C vo forme vlhkych
belavych (neskér okrovych) kvasinkovitych kol6-
nii.

Uredzovd aktivita. Izolaty pri raste na médiu
obsahujicom mocovinu (Urea agar base/Chri-
stensen, HiMedia, inokulacia naterom) do 5 dni
pri 25°C vykazovali miernu ureazovu aktivitu [4].

Mikroskopické prepardty z vlaknitych suchych
kol6nii odhalili hyalinné septované, zviésa pola-
mané hyfy, vela malych hranatych artrokonidii
(2-2,5%x2,5—-5 wm) (obr. 2a,b), maly pocéet dlhsich
fuziformnych konidii a ojedinele zagulatené az
kvapkovité konidia (priemer cca 5 um) s tuzkou
jazvou. Kvasinkovite rastice kolénie pri 37 °C
obsahovali aj vajcovité a zaSpicatené puciace
konidia. V mikrokultirach (Sabouraudov a Corn
meal agar Oxoid, blo¢ky) pri 25 °C rastli normal-
ne aj ,bambusovité“ hyfy (s hrubsimi septami),
ktoré produkovali na morfologicky nediferencova-
nych nosi¢och malé hranaté artrokonidia a ojedi-
nele prediZené, fuziformné konidia, usporiadané
do dlhych, stromcekovite vetvenych retiazok, rov-
nych alebo ,cik-cak®. PozdlZ niektorych hyf sme
nasli lateralne prisadnuté alebo na tenkych krat-
kych nevetvenych ,stopkach“ upevnené vicsie
(4-5 pm), takmer gulovité konidia (obr. 3a,b,c).

Antifungdlnu citlivost izoldtov sme urcili orien-
taéne — diskovou metédou, na agare s kazitonom
a paralelne na YNB agare (bol pouzity aj pre 5-
fluorocytosin), hustota inokula 0,5 McFarlandove;j
zakalovej stupnice - postup podla [13]. Po 48 a 78
hod. inkubacii pri 35 °C sme priemer inhibiénych
z6n vyhodnotili podla ddajov vyrobcu. Izolaty od
oboch pacientov sa javili in vitro rezistentné voci
flukonazolu a 5-fluorocytosinu, boli citlivé na
amphotericin B, ciklopiroxolamin a na v#c¢Sinu
inych testovanych azolov (itrakonazol, ketokona-
zol, mikonazol, bifonazol, ekonazol). Izolat od
prvého pacienta bol zniZene citlivy na klotrima-
zol. Uéinnost terbinafinu (alylamin éasto pouziva-
ny pri liecbe onychomykéz) na A. kalrae in vitro
sme nemohli overit — doteraz nie st k dispozicii
testovacie disky ani kvantitativne komeréné kity.
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Identifikdcia izoldtov

Na zaklade morfologickych a fyziologickych
znakov sme izolaty z nechtov oboch pacientov
identifikovali ako Arthrographis kalrae

(Tewari & Macpherson) Sigler & Carmichael
(syn. Oidiodendron kalrae, Arthrographis lange-
ronii), anamorfné $tadium teleomorfy Eremomy-
ces langeronii (syn. Pithoascus langeronii), ktora
je taxonomicky zaradena do Ascomycota, Loculo-
ascomycetes, rad Eurotiales, ¢elad Eremomyceta-
ceae [5].

Diskusia

V r. 2005 a 2006 sme od dvoch pacientov
s mykoézou nechtov palcov néh, potvrdenou mik-
roskopicky, izolovali morfologicky neobvykly druh
vlaknitej huby. Izolaty tolerovali aktidion, vyka-
zovali slabd uredzovu aktivitu, rastli pri teplote
25° aj 37°C. Kolonie na Sabouraudovom agare
a na agare s aktidionom pri 25°C textdrou
a zafarbenim pripominali niektoré dermatofyty
(napr. T. interdigitale, T. georgii, alebo druhy
Chrysosporium). Po zmene podmienok kultivacie
— zloZenia agarového média, pri teplote 37 °C —
rastli vo forme kvasinkovitych kolonii, ¢o imito-
valo zmes hub a v prvej faze identifikicie pred-
stavovalo diagnosticky rébus (st pritomné aj kva-
sinky ?). Prechod vlaknitej do kvasinkovej formy
a aj naopak, z kvasinkovej na vlaknita bol Iahky,
a potvrdil, Ze ide o termalne dimorfné huby. Mik-
roskopické znaky poukazovali na kvasinky alebo
vlaknité huby produkujice artrokonidia, napr.
Trichosporon, Oidiodendron, Scytalidium, Bjer-
kandera. Uvedené znaky a vlastnosti sa nakoniec
ukéazali typické pre druh Arthrographis kalrae,
ktorého kvasinkovy synanamorf , Trichosporiella“
je podobny na Geotrichum alebo Trichosporon [1,
5].

Do rodu Arthrographis je zaradenych péaft, vac-
§inou v poslednych rokoch novo opisanych druhov
A. alba, A. lignicola, A. pinnicola, A. cuboidea sa
zistili na réznych rastlinach, v zemine [1, 4], dlh-
Sie znamy A. kalrae bol izolovany aj z kompostu
[1, 5]. Uz v r. 1939 ho zaznacil Cochet ako povod-
cu onychomykoézy a opisal ako novy rod a druh
pod menom Arthrographis langeronii (premeno-
vany — Oidiodendron kalrae, A. kalrae). Neskoér
boli odhalené jeho zaujimavé znaky a vlastnosti:
schopnost perforovat vlasy in vitro (je keratinoly-
ticky), tolerovat aktidion (podobne ako dermato-
fyty, Histoplasma, C. albicans a i.), rast pri teplo-
te 40-42°C, termalny dimorfizmus (suché vldknité
koloénie pri 25°C, kvasinkovité pri 37°C), a neuro-
tropizmus po inokulécii experimentalnych zvierat
[9, 10].
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Toxinogenita A. kalrae doteraz potvrdené nebo-
la, alergénne a patogénne vlastnosti ano. Najca-
stejSie sa uvadza ako pévodca onychomykadzy, ale
publikované pripady infekcie nechtov su spora-
dické [5], patri k nim i na$ prispevok [11]. A. kal-
rae bol izolovany zo sekrétov pri chronickych
plicnych chorobach (ndhodne ?), aj ako povodca
smrtelnej endokarditidy po infekecii allograftu/
/cievnej chlopne (Australia), mycetéomu (Francuiz-
sko) [3], invazivnej sinusitidy a meningitidy
u pacienta s AIDS v USA [2], invazivnej etmoi-
dalnej sinusitidy a oftalmitidy po uraze oka (prva
infekcia v Cine, [12]), fotofébie a keratitidy u nosi-
telfov kontaktnych SoSoviek po kontakte so zemi-
nou [1, 7]. Prvy pripad izolacie A. kalrae v Japon-
sku — z oralnej dutiny psa — oznamili Murata so
spolupracovnikmi v r. 2005 [6]. Jeho vyskyt je, zda
sa, celosvetovy a patogénny potencial nezvycajne
giroky. Nakolko ide o environmentalne rozsirena
mikromycétu, mozna je kontaminicia kozného
povrchu, ran, epitelu dychacich ciest, a i. Preto pri
izolacii (hl. ojedinelych kolénii) A. kalrae z biolo-
gickych vzoriek je nutné pévodcu infekcie potvr-
dif (kontaminanty vylucit) opakovanym mykolo-
gickym vySetrenim.

Ako ukéazali vysSie citované prace, izolaty
A. kalrae od roznych pacientov boli in vitro roz-
dielne citlivé na 5-fluorocytosin, flukonazol, itra-
konazol, alebo amfotericin B, a dobre citlivé (niz-
ka MIC) na mikonazol [2, 12]. Vysledky testov
citlivosti nasich izolatov in vitro (orientac¢ne, dis-
kova metdda) naznadili rezistenciu proti flukona-
zolu a 5-fluorocytosinu, ale citlivost na ostatné
testované azoly. Terapia onychomykoézy terbinafi-
nom a ciklopiroxolaminom (prvy pacient), pri-
padne ketokonazolom (druhy pacient) prispela
k eliminacii huby a rastu norméalnych nechtov.

Zaver

Od dvoch pacientov s klinickymi zmenami na
nechtoch palcov néh (mikroskopicky potvrdena
onychomyko6za) sme izolovali morfologicky neob-
vykly druh mikroskopickej huby Arthrographis
kalrae. V1dknité zamatové az prachovité kolonie
pripominali niektoré dermatofyty, ale produkova-
li vetvené retiazky artrokonidii a jednotlivo malé
zagulatené konidia. Izolaty tolerovali aktidion,
produkovali uredzu, a vykazovali termalny
dimorfizmus — na niektorych médiach pri 37°C
rastli kvasinkovite, boli rezistentné proti 5-fluo-
rocytosinu a flukonazolu, a citlivé na v&AcSinu

— -

ostatnych azolov a amfotericin B. Ide pravdepo-
dobne o prvé diagnostikované a zverejnené pripa-
dy infekcie (nechtov) A. kalrae na Slovensku. Ako
ukazuju iné publikované pripady, patogénny
potencial tohto druhu je ovela §irsi.
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