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Abstrakt

Nedermatofytické vlaknité houby jsou béZné izolovany z nehtli jako kontaminanty, nebo
sekundarni kolonizatofi pfi infekcich dermatofyty. Jejich moZnad role primérnich patogenti je
pfedmétem Castych diskuzi. Tato prace shrnuje rizné pohledy na vyznam nedermatofytickych
vlaknitych hub pfi infekcich nehti a snazi se shrnout divody, kwviili kterym se nazory autori
rozchézi. Cast prace se zabyva zpisoby ovéfovani schopnosti nedermatofytickych vlaknitych hub
napadat nehet a jiné keratinizované substrity in-vitro. Prace také zahrnuje prehled
nedermatofytickych vldknitych hub, které jsou v literatufe popisovany jako primarni ptvodci
onychomykdz. Praktickd Cast byla zaméfena na osvojeni si prace s nedermatofytickymi

mikromycety izolovanymi z nehti, na jejich kultivaci, dokumentaci a uréovani.

Klicova slova: keratin, keratinofilni houby, keratinolyza, nedermatofytické vlaknité houby, nehet,

onychomykdza

Abstract

Nondermatophyte filamentous fungi are often isolated from nails as contaminants or
secondary invaders in dermatophyte onychomycosis. Their possible role as primary patogens is
subject of frequent discusions. This work of mine summarises various points of view on
significance of nondermatophytic filamentous fungi in nail infections. It also summarises reasons
for which opinions of various authors differ. A part of my work deals with methods used for
verification of nondermatophytic filamentous fungi’s ability to invade nails and other keratinous
substrates in-vitro. A list of nondermatophytic filamentous fungi which are in scientific studies
refered to as primary causative agents of onychomycosis was also included in the discourse.
Practical part of my work was focused on getting experience in working with nondermatophytic

micromycetes isolated from nails, on their cultivation, documentation and determination.

Key words: keratin, keratinophilic fungi, keratonolysis, nail, nondermatophytic filamentous fungi,

onychomycosis



TEORETICKA CAST

1. Uvod

Za poslednich nékolik desetileti bylo mezi saptotrofnimi a fytopatogennimi houbami
popsano mnoho druhti, které jsou navic schopné vyvolat onemocnéni ¢lovéka. Tento trend
pokracuje i dnes.

Nejinak je tomu i u houbami vyvolaného onemocnéni nehtli, onychomykdze. Napadeni
nehtu maji na svédomi nejcastéji specializované parazitické houby (tzv. dermatofyta). Ostatni
houby izolované z nehtu (tzv. nedermatofytické) se t&i v posledni dobé zvySené pozornosti a o
jejich vyznamu jako o moZnych patogenech toho bylo mnoho napsano. Nazory autorii na vyznam

téchto hub se Casto li§i a jsou pfedmétem diskuzi.

Cile prace:

e Podat obraz o soucasnych pohledech na skupinu nedermatofytickych vlaknitych hub, o diivodech
rozpori nad ilohou téchto hub v napadeném nehtu a o snahéch tyto rozpory v praxi fesit.

e Price mi nastinit jaké jsou experimentélni snahy o ovéfeni keratinolytickych schopnosti

nehtu.
e Vypracovat prehled druhi nedermatofytickych vlaknitych hub zastoupenych v odbérech z nehti.

e Cilem praktické &asti bylo naudit se pracovat s houbami izolovanymi pii odbérech z nehtd, tedy

je kultivovat, uréovat, dokumentovat a uchovavat.



2. Onychomykéza

Onychomykéza (z feckého onychos = nehet) je nejCastéj§i onemocnéni nehti. Je
celosvétovym problémem a jeji 1é€eni stoji kaZdorocn€ nemalé prostiedky. Ve frekvenci
onychomykézy jsou regiondlni rozdily zavisici pfedev§im na klimatu a socioekonomickych
podminkéch. Pfed sto lety byla povaZovana za vzacnou, ale jeji prevalence” dramaticky vzrostla
béhem poslednich n&kolika desetileti (Baran et al. 1999). Céstené to miize byt narist zdanlivy,
protoZe houbové infekce nehtl nebyly nikdy pfili§ studovany z diivodu, Ze se na né pohliZelo spiSe
jako na kosmeticky nez zdravotni problém (Torres-Rodriguez & Lopez-Jodra 2000). Nepopiratelné
jsou ale zmény ve spolecnosti jako starnuti populace, vznik nové skupiny imunokompromitovanych
pacient(i, nariist poctu diabetikii a dal§i zmény vedouci k rozSifovani spektra lidi ohroZenych
onychomykédzou (Midgley & Moore 1998).

V populacich vyspélych zemi se prevalence onychomykézy pohybuje od 2-13 % a stoupa
vyznamné s vékem, podle nékterych studii na 25 % i vice. U déti je onychomyké6za vzacna kvili
rychlému ristu nehtd a z divodu absence rizikovych faktori - viz nize (Kulikova 2008).

Onychomykéza postihuje Castéji nehty prsti u nohou neZ nehty na rukou, nejcastéji palec
nebo maliCek (pravdépodobnost vétsiho poskozeni v té€sné obuvi). Nehty na rukou se obvykle
infikuji sekundarné z loZisek infekce jinde na téle (Vosmik a Skofepové 1995). Nékteré nelécené
formy plisobi znanou bolestivost a nezanedbatelna je i esteticka stranka, ktera vede k psychickym

a spoleenskym obtiZim postizenych a ke sniZeni kvality jejich Zivota (Midgley & Moore 1998).

2.1. Rizikové faktory

Na vzhledu a kvalité nehtu se promita cela fada faktori, jedno z odvétvi ¢inské mediciny se
dokonce zabyva posuzovanim zdravotniho stavu podle vzhledu nehtu. Zdravy a neporuSeny nehet je
stavény tak, aby odolaval vnéj§im vlivim, véetné houbovych infekci, proto byva napaden jen
zfidka.

S pfibyvajicim vékem se méni struktura nehtu. MiZeme pozorovat zmény v barve, tloustce
a ohebnosti. ZvySuje se také lomivost nehtu. Tyto zmény maji za nasledek vétsi nachylnosti nehtu k
infekcim riznymi druhy hub (Torres-Rodriguez & Lopez-Jodra 2000).

Pacienti s diabetes mellitus byvaji povaZovani za rizikovou skupinu. Neékolik studii

nezavisle na sobé zjistilo prevalenci onychomykdézy mezi 25-35 %, to bylo asi 2,5x vice nez u

kontrolniho vzorku z nediabetické populace (Manzano-Gayosso et al. 2008, Dogra et al. 2003,

) prevalence - uZivano jako pocet nemocnych k urcitému datu
incidence - pocet novych piipadi infekce za asové obdobi



Gupta et al. 1998). Hlavnimi komplikacemi majicimi vyznam pfi vzniku onychomykézy u diabetikii
jsou zhorSeny krevni obéh a sniZena citlivost koncetin, ktera pfi nevhodném obuti miva za nasledek
poSkozeni nehtu, které usnadiiuje vznik infekce. Otlaky zpisobené nehtem deformovanym
onychomyké6zou nékdy vedou i k nekréze a s ni spojenymi dal$imi komplikace (Gupta et al. 1998).
U diabetiki byla pozorovana zvy$ena izolace nedermatofytickych hub, predev§im kvasinek (Dogra
et al. 2003, Manzano-Gayosso et al. 2008).

Dal8i skupinou, ve které se onychomyké6za vyskytuje Castéji jsou imunosuprimovani
pacienti'. Zde vyZaduje zvla3tni pozornost predeviim pritomnost rodu Fusarium pti onychomykéze.
Ten je zndm jako jeden z nejcastéjSich pivodci nedermatofytické onychomykézy a u
imunosuprimovanych i jako pivodce diseminovaného invazivniho onemocnéni (Tomsikova 2003).
To by mélo byt zohlednéno pfed zapodetim imunosupresivni 1é€by, protoZe se napadeny nehet
miZe vstat vstupni branou systémové houbové infekci. Je pravdépodobné, Ze tomu tak nemusi byt
jen u rodu Fusarium (Arrese et al. 1996).

ZvySeny vyskyt onychomykézy je spojen s nékterymi profesemi (hornici), sportovnimi
aktivitami (fotbal, béh, plavani), ale také s praci na zahradé, kde dochazi ke kontaktu s hlinou a
rostlinami jako moZnymi rezervoary nékterych skupin nedermatofytickych hub. Tésnd obuv,
traumata nehtti a nohou, zapareni a nedostatecna hygiena, to vSe prispiva ke vzniku infekce nohou a
nehti (Midgley & Moore 1998).

2.2. Obranné mechanismy proti houbové infekci

Obranné mechanismy miiZeme v zasadé rozdélit na vnéjsi a vnitini.

K vnéj$im patii zejména neposkozeny povrch kiZze a nehtu, nezménény celou fadou
nemoci. Dilezité je i fyziologické osidleni mikroorganismy.

Z vnitinich faktori maji kliové postaveni fagocytujici elementy, granulocyty a monocyty,
které zabrani ristu hyf. V obrané proti infekci se uplatiiuji Thl a Th2 lymfocyty (JedliCkova 2006).

Je znadm vztah mezi Cetnosti vyskytu onychomykézy u HIV-pozitivnich pacientl v zavislosti
na fazi nemoci. Ve fazi, kdy je poget CD4" T-lymfocyti kolem 400/mm’ (zdravy &lovék ma kolem
1200/ mm®) se incidence onychomykoézy rapidng zvyuje. Pi poklesu na 200 CD4* T-lymfocutd na
mm’ se u pacientd &asto objevuji koZni a systémové infekce, onychomykéza je velmi astd, ale je
jen jednou z mnoha komplikaci a jeji 1éeni nebyva prioritou (Gregory 1996).

Mnohé houby parazitické pro Clovéka a savce dokazi vyuZzivat jen keratinizovanou tkan, ale

nedokazi rust pii teploté 37 °C a v pfimém kontaktu s krevnim sérem, kde probihaji intenzivné

! pacienti se sniZenou imunitou v diisledku 1é&by nebo vlivem nékterych nemoci



obranné reakce. Vétsina hub neprorusta ani do $kary, kde rychle vznika zinétliva reakce. Nehet je
proto diky své izolaci idealnim tocistém pro tyto houby (Torres-Rodriguez & Lépez-Jodra 2000).

2.3. Nehet

K pochopeni schopnosti hub napadat nehet je dileZité uvédomit si rozdily mezi jednotlivymi
anatomickymi oblastmi nehtu. Hlavni funkci nehtu je ochrana konecki prsti a zvySeni jejich
citlivosti. Nehet sestavd z nehtové ploténky a specializovanych epitelii: eponychium, nehtova
matrix, nehtové liZko, hyponychium.

Nehtova ploténka je plné keratinizovanid, mnohovrstevna, prisvitnd destiCka z
keratinizovanych bunék. Je pevné pripojend k nehtovému lizku, které pfispivd materidlem pro
stavbu spodni vstvy nehtové ploténky. Nejdistaln€j§i ¢ast spojeni mezi nehtovou ploténkou a
liZzkem ma velky vyznam jako bariéra proti priiniku mikroorganismi. ProximéaIné a po stranich je
nehtova ploténka lemovéna valy. Distalni okraj je volny.

Na pri¢ném fezu sestava nehtova ploténka ze 3 vrstev. Svrchni 2 vrstvy jsou produktem
nehtové matrix a tvofi je tvrdy keratin. Spodni vrstva pochdzi z nehtového hizka a je tvofena
mékkym keratinem. Tloustka této vrstvy se zvétSuje pfi poruchich nehtového lizka (Baran et al.
1999).

Proximalni (zadni) nehtow§ val
Epon,chfum

Lateralni {postranni) nehtov§ val

Obr. 1: Podélny a pricny fez prstem (prekresleno podle Baran et al. 1999).

Nehtova matrix je tvofena proliferujicimi butikami a ma hlavni podil na ristu nehtu. Nehet
ruky roste rychlosti 2-5 mm za mésic, na noze 1-2 mm za mésic. Cely se obnovi za 3-4 mésice na
ruce a za 12-18 mésicti na noze. Rychlost ristu se sniZuje s vékem a jako disledek niznych nemoci.

Matrix je kryta eponychiem a ¢ést ji je viditelna skrz nehtovou ploténku jako tzv. lunula.



Nehtové hiZko je oblast mezi lunulou a hyponychiem.

Hyponychium je kryto volnym okrajem nehtu, stivd se viditelné jen pii pfili§ kratkém
zastfizeni nehtu. V prostorech pod nehtem, pfedev§im u nehti na nohou, se casto hromadi
keratinizované buiiky a keratinova drt.

Ve srovnani s vlasem je nehet vice uniformni a je ontogeneticky, ale i svou tvrdosti
srovnatelny s ktirou vlasu (Marchisio 2000b).

2.4. Piivodci onychomykézy

Rozeznivame 3 hlavni skupiny pivodcti onychomykdzy.

1) Nejvyznaméj$i je skupina tzv. dermatofyt. Je to skupina hub schopnych vyvolat koZni
onemocnéni Clovéka a obratlovcl. Patii k nim 3 blizce piibuzné anamorfni rody Trichophyton,
Epidermophyton a Microsporum naleZici do Celedi Arthrodermataceae z fadu Onygenales.

Dermatofyta jsou tradicné délena na 3 ekologické podkupiny. Geofilni dermatofyta Ziji
pfirozené v pudé, kde rozkladaji substrity s obsahem keratinu. Pida je i zdrojem ndkazy lidi a
zvitat, ale jedna se spiSe o fidké pripady. Geofilni dernatofyta jsou povaZovana za pfedchidce
dalsich 2 skupin, a to zoofilnich a antropofilnich dermatofyt, specializovanych patogent zvifat a
lidi. Infekce vyvolané zoofilnimi i antropofilnimi dermatofyty se S$ifi pfimym kontaktem a
kontaminovanymi pfedméty (Padhye & Summerbell 2005).

Zastupci dermatofyt jsou v pfiblizné 90 % izolovani jako pivodci onychomykézy u ¢lovéka,
v &ele s T. rubrum (asi 70 %) a T. mentagrophytes (20 %), méné Casto, asi ve 3 % E. floccosum
(Kulikova 2008).

2) Dalsi skupinu moZnych pivodci onychomykoézy tvofi kvasinky, pievazné Candida
albicans, méné Casto C. parapsilosis a daldi (Kulikova 2008).

3) Posledni skupinu ptivodcti tvofi nedermatofytické vliknité houby (dile jen NVH),
kterymi se podrobnéji zabyvé tato prace. Je to Sirokd a nesouroda skupina hub s rozmanitou

ekologii. Jejich vyznam jako primarnich pivodci onychomykézy je Castym pfedmétem spori.

2.5. MoZné cesty invaze hub do nehtu a typy onychomykézy

Preferovanou cestou byva vidy ta, kterd stoji nejméné energie. Pokud neni nehet
mechanicky, nebo jinak po$kozen, pak nejméné odolnymi Castmi nehtu z hlediska tvrdosti jsou
keratinova drt’ pod volnym okrajem nehtu, nehtové lizko a spodni vrstva nehtové ploténky (Torres-
Rodriguez & Lépez-Jodra 2000). Napadeni nehtu u dermatofyt Casto pfedchazi napadeni okolni
kiize, ze které se houba na nehet rozsifi (Vosmik a Skorfepova 1995).



Z 1ékaiského hlediska je rozeznavano nékolik typi onychomyk6zy podle lokalizace infekce
a sméru jejiho postupu (viz napf. Skofepova 2008, Baran et al. 1999, Suhonen et al. 1999). Rizné
houby preferuji odli$né cesty, takZe lokalizace nAm mtiZe orientané napovédét o jakou skupinu hub
by se mohlo jednat. Jen pfi totdlni dystrofii nehtu, kterda mtiZe byt koneénym stadiem kazdého typu
onychomykozy, uZ smér postupu infekce nezjistime (Skofepova 2008).

Bez mikroskopické zkousky vét§inou neni zfejmy rozdil mezi onychomykézou zpisobenou
dermatofyty a NVH, jako v ptipad€ rodu Scytalidium, Fusarium, Acremonium a Scopulariopsis
brevicaulis. Ty vytvafi na nehtu léze neodliSitelné od dermatofyt, ani piipadné produkce pigmentu u
rodu Scytalidium nemiZe slouZit jako voditko, nékteré kmeny dermatofyt tmavy pigment také
produkuji. Pro NLK je nékdy typickd pfitomnost zdnétu v okoli nehtu, kterou u dermatofyt
pozorujeme spiSe vzacné (Suhonen et al. 1999, Tosti et al. 2000).

Nékteré NVH napadaji nehet pfimo a zpusobuji povrchovou (superficialni) onychomykézu.
Je tomu tak u rodu Alternaria a u druhti Aspergillus terreus, Acremonium potronii a Fusarium
oxysporum (Vander Straten at al. 2002). Nehet matni, stdvd se nerovnym a nakonec byva postizen
cely nehet vCetné hlubSich vrstev (Suhonen et al. 1999). Tento typ onychomykézy tvofi jen asi
10 % ze vSech typli onychomyk6z a jejich nejéastéj§im puivodcem je dermatofyt Trichophyton
mentagrophytes. Ten ale narozdil od NVH napada nehet po predchozi infekci kiZze (Baran et al.
1999).

Nejcastéjsi cesta invaze vede pres zrohovatélou hmotu hyponychia. Infekce pokracuje pres
nehtové lizko a spodni vrstvu nehtové ploténky smérem k zadnimu nehtovému valu (tzv. distalné-
laterdlni subungvalni onychomykéza). Je tomu tak u druhu Aspergillus sydowii, ale i u nékterych
dal§ich zastupci rodu Aspergillus, dale u rodd Acremonium a druhti Fusarium oxysporum a
Scopulariopsis brevicaulis . Distalné-lateralni subungvélni onychomykdza byla popsana i u druhd
Onychocola canadensis, Botryodiplodia theobromae (dnes Lasiodiplodia theobromae)
a Pyrenochaeta unguis-hominis (Vander Straten at al. 2002).

Méné &asto se infekce $ifi naopak, z kiize zadniho nehtového valu pfes nehtovou matrix
smérem k volnému okraji nehtu (tzv. proximalni subungvélni onychomykéza). Tato i predchozi
cesta je typickd pro nejcastéji izolovany druh dermatofyt Trichophyton rubrum. Proximalni
subungvalni onychomykdza je popisovana u rodu Scytalidium a také u rodu Fusarium, ktery je

znam ze vSech typi onychomykd6zy (Suhonen et al. 1999).
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3. Role nedermatofytickych hub izolovanych z nehtu pi¥i onychomykéze

O vyznamu zastupcii dermatofyt jako o zdaleka nejCastéjSich plivodcich onychomykézy

neni pochyb, role kvasinek a prfedeviim NVH je mnohem vice kontrovezni.

3.1. Nedermatofytické houby, opravdu problém na vzestupu?

U kvasinek se obecné ma za to, Ze nedokaZzi napadat zdravy nehet, ale jen nehet po traumatu,
odlouceny od lizka nebo po predchozim zanétu okolni kiize. Predpoklada se zasadni vyznam
faktort jako Casté maceni rukou ve vodé a drazdéni chemickymi pfipravky. Zdravy nehet mize byt
napaden jen u pacientd s chronickou mukokutinni kandidézou (Faergemann 1996).

NVH byly tradicné povaZovany za kontaminanty a sekundarni patogeny napadajici
poskozené nehty, ackoliv se pfipoustélo, Ze v méné neZ 2 % mohou hrat roli primarniho patogena
rody Scopulariopsis a Scytalidium. Dnes je obéma zminénym rodim pfisuzovano mezi 1,5-6 %
infekci nehti, ackoliv je vétSina pfipadd spojena stale s nehty jiz diive po§kozenymi a jesté Castéji
jsou oba rody izolovany spolu s dermatofyty (Vander Straten 2002).

Celosvétove, ale obzvlast v Evropé, je popisovan trend rostouci ucasti NVH na vzniku
onychomykézy jak u imunitné oslabenych, tak imunokompetentnich osob. Tim se k této dfive
opomijené skupiné obraci v&t§i pozornost a je popisovéano stale vice druhli izolovanych bud’ piimo
jako ptivodcili, nebo jsou zji§tovany druhy potencidlné patogenni, schopné rist na lidském nehtu
(Gianni et al. 2000).

V nékterych soucasnych studiich je uvadén vyskyt NVH jako primarnich ptvodci
onychomykézy velmi vysoky, v jinych velmi nizky (srovnej s tab. 1). Obecné pfijatelna jsou Eisla
mezi 2-12 % ze vSech onychomykdz. Prili§ malad, nebo vysokéa &isla vétSinou znadi chyby v
metodice odbérti a kultivaci a také rozdilné chipani vyznamu téchto hub riznymi autory (de Araijo
et al. 2003). Témto &islim se vymykaji nékteré oblasti tropickych zemich jako je Nigérie, Thajsko a
Jamajka, kde rod Scytalidium pisobi 10-50 % piipadi onychomykéz (Elewski 1996).

Nazory autorti se li§i pfedev§im v tom, jaké spektrum NVH jsou schopni akceptovat jako
mozné pivodce onychomykézy. Piipady spojené s druhem Scopulariopsis brevicaulis a rodem
Scytalidium jsou natolik zfejmé, Ze jsou pfi splnéni vSech kriterii vSeobecné pfijimany jako
potencidlni primarni pavodci. Navic jejich schopnosti rozkladat nehet byly ovéieny in-vitro
(Marchisio 2000b).

Pfitomnost druhi NVH se méni v zavislosti na geografickych oblastech. To je pfipad rodu
Scytalidium, popisovaného z tropickych oblasti, ale napf. v Evropé se vyskytuje nanejvyse jako
importovana mykéza. Na druhé strané prevalence onychomykdzy zpisobené mnoha NVH se zda

byt vy$8i v mimotropickych oblastech. To je piiklad druhu Aspergillus versicolor, ktery je Casto
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popisovén jako pivodce onychomykézy v jizni Evropé. Druh Scopulariopsis brevicaulis je také

vice hlaSen z mimotropickych oblasti, hlavné z mirného pasu Evropy (Torres-Rodriguez & Lépez-

Jodra 2000).
Tab. 1: Procentudlni podfl onychomomykézy vyvolané NVH ze viech onychomykéz v 10 zemich (kvasinky a
smiSené kultury "dermatofyt a NVH" nejsou zapo&itdny). Data z 10 vybranych studii publikovanych od r. 1999,
které mapuji spektrum plivodci a prevalenci onychomykézy v riiznych zemich. Tuéné& zvyraznén nejéastéji
izolovany rod (pti shodném zastoupeni 2 rodii jsou tuné oba).
Zemé (,/n. ) Izolované rody nedermatofytickych vidknitych hub autori
Polsko 2,8 | Acremonium, Aspergillus, Scopulariopsis Mrotek et al. 2001
Dénsko 6,1 | Scopulariopsis Svejgaard & Nilsson 2004
Recko 9.6 AItem‘ana, A.sp.er.'gfllus, Cephalo..spor.ium, Cladosporium, Koussidou et al. 2002
Fusarium, Penicillium, Scopulariopsis
Italie 13 Acremom.um, .Alternana, Aspergillus, Curvularia, Fusarium, Romano et al. 2005
Scopulariopsis
Acremonium, Arachnomyces, Aspergillus, Fusarium,
Kanada 7.8 Onychocola, Scopulariopsis, Scytalidium Gupta et al. 2000
Kolumbie 14 | Fusarium, Paecilomyces, Penicillium, Scytalidium Alvarez et al. 2004
USA 17,5 Acrem.or.uum, Aspergillus , Fusarium, Scopulariopsis, Ghannoum et al. 2000
Scytalidium
Libanon 3,5 | Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Scopulariopsis Sayed et al. 2006
frén 8,2 | Acremonium, Aspergillus, Fusarium, Scopulariopsis Khosravi & Mansouri 2000
Malajsie 35.5 Aspergillus, .Cladosporium: Cz{rvularia, Fu.s't'zriur'n, Hendersonula, Ng et al. 1999
Mucor, Paecilomyces, Penicillium, Scopulariopsis

n (%) - procentudlni podil NVH na viech ptipadech onychomykézy

Ze statistického nepoméru, kdy maji dermatofyta na svédomi 90 % infekci nehtl na noze a
nejméné 50 % infekci nehtd rukou (90 % pokud nepoditame kvasinkami zptisobenou paronychii -
zanét kiZe v okoli nehtu, pfipadné nehtového hizka) je evidentni, Ze jejich schopnosti napadat nehet
jsou oproti dermatofytim omezené a jejich pfitomnost v kultufe je$té neznamena podil na
onemocnéni (Ellis et al. 1997).

Neékteré prace domnénky o zvySujici se prevalenci onychomykézy zptisobené NVH celkem
presvédCivé vyvraceji. Ellis et al. (1997) odebral béhem 1 roku 8-12 vzorkl z kazdého ze 118
pacienti s onychomykdzou za jejich souc¢asného 1éceni. Celkem u 43 (36 %) pacienti byl nalezen
pouze dermatofyt, u zbylych 75 (64 %) byl také v nékterém z odbéri nalezen dermatofyt a navic se
alespori v jednom z odbéri objevila NVH, nebo kvasinka. Zajimavé bylo zjiSténi, Ze jen u 2
pacientu se stejny druh NVH podarilo izolovat alespori ve 2 odbérech po sobé. Jednalo se o druhy

Scedosporium apiospermum (5 odbéri po sobé€) a Scopulariopsis brevicaulis (3 odbéry po sobé).
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Tyto dvé NVH autofi oznacili jako sekundarni kolonizatory, ktefi pravdépodobné vyuZivaji
jako Ziviny produkty rozkladu keratinu po dermatofytech. Zbylé NVH ozna¢ili za kontaminanty
(viz tab. 2). Rozdil je pfedevi§im v tom, Ze

Tab. 2: Cetnost izolace rodit NVH kontaminujicich fo s . v ;

nehty u 118 pacientidi s onychomykézou béhem 1 sekundarni kolonizétofi, narozdil od

roku pfi 8-12 odbérech (Ellis et al. 1997) kontaminujicich druhi, v nehtu skute¢nd

Rod n Rod n

Cladosporium 38 | Hendersonula 3 dlouhodobé rostou a mohou byt snadno

Alternaria 18 Paecilomyces 3 . . , . . ., ,

Epicoccum 18 | Drechslera 3 identifikovani na mikroskopickych preparatech. To

Penicillium 17 | Acremonium 2 muiZe vést k chybnému pfesvédleni, Ze se jedna o

Aspergillus 12 | Geotrichum 2 . , , . .

Curvularia 8 Ulocladium 2 primarni patogeny. Navic kontaminanty i

Scopulariopsis 8 Beauveria 1 . TR o ,
sekundarni  kolonizitofi mohou ¢&asto skryt

Chrysosporium 5 Exophiala 1

Scedosporium 5 | Graphium 1 pfitomnost dermatofyta, k jehoZ odhaleni mize byt

Chaetomium 4 Stachybotrys 1 . . . e

Stemphylium 4 Bybotry zapotrebi vét§iho poctu odbérti.

3.2. Odbér materidlu a jeho zdsadnf vyznam pro posouzeni role hub

Pro stanoveni diagnézy onychomykézy je vidy nutné laboratorni potvrzeni. Klinické
vzezieni onychomykdézy zpisobené riznymi druhy hub neni vétinou rozliSitelné a navic nékteré
kozni choroby, zejména psoridza, ale i mnoho dal$ich, mohou vyvolavat podobnou piestavbu nehtu
jakou miiZeme pozorovat u onychomykdzy (Baran et al. 1999).

Pfi odebirani materidlu je tfeba rozpoznat odkud kam se infekce $ifi a odebirat z mista na
rozhrani mezi zdravou a zménénou ¢asti nehtu, kde je mycelium nejvitalng€jSi. V misté, kde infekce
nehtu zacala, mycelium postupné odumira. Pokud se jedna o infekci zpisobenou dermatofyty, pak v
této jiz Castecné rozloZené cCasti nehtu a v drti pod nehtem Casto rostou oportunni hyfomycety
(Skofepova 2008). Odbér uskutelnény z téchto mist miZe proto vést ke kultivaci nerelevantni
houby a mylnému uréeni pivodce onychomykdézy. Je to i jeden z diivodl, pro¢ pii izolaci
dermatofyta spolu s dal$i nedermatofytickou houbou z téhoz nehtu je jako ptivodce bran dermatofyt,
ostatni houby jako kontaminanty.

Posouzeni role izolovanych hub je tedy moZné jen ze spravné odebraného materidlu, coz je
plné v rukou pfislusného lékaiského pracovisté. Obecné jsou pro potvrzeni vyznamu houby jako
primarniho patogena pfijimana ur€itd kriteria. Témi jsou pozitivni nalez pfi pfimé mikroskopii
odebraného materidlu, rist houby pokud mozZno v Cisté kultufe a izolace stejného druhu i pfi
opakovanych odbérech. Posledni bod neni casto moZné v praxi splnit (Skofepova 2008). Pri
pozitivnim mikroskopickém nélezu je ihned zahajena 1é¢ba a pfi dalSim odbéru jiz houbu nemusime

zjistit, nebo pacient uz nemusi viibec pfijit. O to vétsi diiraz je kladen na 2 prvni kritéria. Idealni je,
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kdyz pfi pfimé mikroskopii rozezname znaky pozdéji vykultivované houby (Skofepova 2008).
Zhruba ve 20 % ptipadi je mikroskopie fale$né negativni a asi ve 30 % se nepodati houbu izolovat
do kultury. Proto je ke spraivnému stanoveni diagnézy zapotiebi zkuSenosti, jak laboratornich, tak i
v interpretaci vysledki (Baran et al. 1999).

Problémem pfi mikroskopii miZe byt, Ze v nehtu, ktery nepfedstavuje prirozené prostredi
NVH, se jen méalokdy najdou rozmnoZovaci struktury. Podafi se to nejCastéji jen u druhu
Scopulariopsis brevicaulis a Casto také u rodu Fusarium a Curvularia u dalSich moZnych pivodci
vidime vétSinou jen hyfy. Ty mohou byt sice odliSitelné od dermatofyt, ale nedavaji nam skutecnou
zpétnou kontrolu. Je snad dokonce moZné, Ze jsou n€které nesporulujici druhy pfehlizeny a rody
Scopulariopsis a Fusarium, u kterych konidie byvaji pfitomny a jsou Zfejmé pfi pfimé mikroskopii,
jsou popisovéany jako ptivodci Estéji (de Aratjo et al. 2003, Richardson & Warnock 2003).

Vysoké prevalence rodi jako Aspergillus, Acremonium, Alternaria, nebo Chrysosporium
izolovanych z nehtu miZe byt klamna. I kdyZ jsou z nehtu izolovany bez dermatofyt, nemusi byt
pfi¢inou zmén pozorovanych na nehtu. Nehet miZe trpét tplné z jiného diivodu nez je houbova
infekce a rody téchto vSudypfitomnych hub mohou byt jen znecisténim, coz v takovych pripadech
vede k chybné diagnéze a léeni. O to vétsi vyznam ma skuteCné potvrzeni houby pfimou
mikroskopii napadeného nehtu a opakovanymi odbéry (Torres-Rodriguez & Lépez-Jodra 2000).

Ke $patnému zavéru muZe vést i $patnd interpretace narostlé kultury. Nékteré kontaminanty,
napi. rod Alternaria, dokazi rychle prerist pomalu rostouci kolonii dermatofyta a ta mizZe byt
prehlédnuta (Elewski 1996).

3.3. Léceni onychomykézy vyvolané NVH

Greer (1995) se domnival, Ze smiSené kultury dermatofyt a NVH, izolované z nehtu mohou
mit vyznam pfi lé¢eni. Pfitomnost NVH mtiZze 1éCeni komplikovat a i po odléCeni dermatofyta
mohou v nékterych ptipadech NVH v nehtu pietrvavat a udrzovat chorobné zmény.

Ellis et al. (1997) nesledoval pfi 1é¢bé Zadny vliv pritomnosti kontaminujici hub, ani hub
kolonizujicich nehet sekundidrné, v§echny zmizely spolu s odlécenim dermatofyta. Navrhy, Ze by
pfipady s izolaci smiSenych kultur mély vyzadovat specidlni 1écbu, oznacili autofi za matouci.

At je jiz skute€nost o vlivu smiSenych kultur jakakoliv, vétsi problém pfedstavuje léceni
pfipadi, kdy je NVH skute¢nym a jedinym ptivodcem, jak ukazuji 3 nasledujici studie na imunitné
neoslabenych pacientech. Viechny studie uZivaly stejna 1é¢iva (itrakonazol a terbinafin).

Tosti et al. (2000) 1é¢ili béhem 4 let 59 pripadi onychomykézy vyvolané rody Fusarium,
Scopulariopsis, Acremonium a Aspergillus. Velky narist v poétu pfipadi sledovali pfedev§im u
rodu Fusarium, u néhoZ se setkali s velkou odolnosti proti 1é¢iviim a uplného vyléceni doséhli jen u

40 % pacienti. Ani 70% spésnost u rodu Scopulariopsis a Acremonium neni uspokojiva.
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Gupta et al. (2001) doséhli vyléceni vSech pacienti s onychomykdzou zplisobenou druhem
Scopulariopsis brevicaulis. Zhodnocenim udaji v literatufe potvrzuji problematické 1éCeni
onychomykdzy zpiisobené rodem Fusarium. To je v souhrnu Gspé$né jen asi v 60 %. Ranawaka et
al. (2008) nachézeli rezervoar rodu Fusarium v lé€eném nehtu i po 11 mésicich, a i kdyZ se podaftilo
vylécit viech 5 pripadu, jen 3 z 5 nehtii rostly po 1é¢bé normalné.

Vsechny 3 studie potvrdily schopnost NVH dlouho perzistovat v nehtu navzdory lé€eni.
Nejsnadnéji 1éCitelnd se ukazuje onychomyké6za zplisobend rodem Aspergillus. Problémy jsou s
lé€enim pacientii s onychomykézou zptisobenou rodem Fusarium, jehoZ pfitomnost v nehtu navic
pfedstavuje nebezpe€i propuknuti diseminované infekce u imunitné oslabenych. Lécba
onychomykézy zptisobené NVH miZe byt zdlouhava a kwili nesourodosti této skupiny hub
neexistuji jednotné postupy v léceni.
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4. Keratin, keratinofilni houby a keratinolyza

4.1. "Keratinolyticky", nebo "Kkeratinofilni" ?

Spojenim "keratinofilni houby" jsou souhrnné oznacovany vSechny druhy hub bézné
izolované ze substrati obsahujicich keratin (Kunert 2000). Jde tedy o termin isté ekologicky a
nefikd nic o schopnosti keratin §tépit. Schopnost keratinolyzy u téchto hub miizeme vzhledem k
jejich vyskytu pfedpokladat a ukazuje se, Ze vétSina keratinofilnich hub skute¢né ma alespoii
omezenou schopnost lyzy keratinu. Neni to ale podminkou, v substratech s obsahem keratinu je i
mnoho dalich snadnéji rozkladatelnych proteinti, které keratin pfirozené doprovazi a mohou slouzit
témto houbam jako zdroj energie. Zejména na povrchu bunék je mnoZstvi peptidi tvoficich
nerozpustnou sit (Monod 2008). Keratinizované tkdné mohou byt i relativné bohaté na lipidy
(Kunert 2000).

Dal$i moZnosti, kdy miiZeme najit na keratinizovanych substratech houby bez enzymatické
schopnosti $tépeni keratinu, je pfi ziskdvdni energie z produkti S$té€peni zprostiedkovaného
keratinolytickymi houbami. V takovych pfipadech miZe byt centrum roZSifeni téchto
keratinofilnich druhi znacné odli¥né od substritu, ze kterého byly izolovany (Sharma & Rajac
2003).

Privlastek "keratinolyticky" je pouZivan pro houby, u nichz byla schopnost keratinolyzy
experimentalné prokazana (Kunert 2000). Vypovidé piedev$im o enzymatické vybavé houby.

Nema tedy smysl se ptat, zda je dany druh keratinofilni, nebo keratinolyticky, jak miZeme
nékdy v odborné literature vidét. Oba terminy se totiz nevylucuji. Méli bychom se spiSe ptat na
miru schopnosti keratinolyzy daného keratinofilniho druhu (Marchisio et al. 2000a).

S piibyvajicimi znalosti o fyziologii keratinofilnich hub se podskupina keratinolytickych
hub stale rozristd. Keratinofilni houby u nichZz byla schopnost keratinolyzy prokazana, muzeme
proto klidné oznacit jako keratinofilni, keratinolytické druhy.

Nase znalosti z fyziologie keratinofilnich hub jsou ale stile kusé a u mnoha z nich, a¢
pravdépodobné keratin rozkladat aspori omezené dovedou, nebyly prislu§né testy provedeny. Také
se ukazuje, Ze keratinolyza nemusi byt charakteristickd pro druh, ale jen pro urcité kmeny. Proto je

tieba se slovem keratinolyticky zachazet opatrné (Marchisio 2000b).

4.2. Keratiny

Keratimi (z feckého keras = roh) existuje fada forem, v Ce$tin€ jsou oznaCované jako
rohovina, patfi do skupiny skleroproteini. Podileji se na vystavbé intermedidrnich filament

cytoskeletu epitelovych tkani a jsou hlavnimi strukturilnimi proteiny povrchu téla ptaka, savci,
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plazti a objzivelnikd (Singh 1999). Jsou nerozpustné ve vodé a znaéné odolné vici fyzikalnim i
chemickym vliviim. Pro svou odolnost je keratin nedostupny vét§in€ organismt v pidé, piesto se tu
nehromadi. Kromé keratinolytickych hub dovede keratin $tépit jen n€kolik druht bakterii (napf.
Bacillus licheniformis, Streptomyces fradiae, Fervidobacterium pennavorans) a larvy
specializovaného hmyzu, jako larvy koZojedt a housenky molti (GradiSar & Friedrich 2000).
In-vivo jsou molekuly keratinu uspofadidny s mnoha dal§imi proteiny a zpeviujicimi
substancemi do vice ¢i méné homogenni struktury. Na stavbé epidermis a jejich derivati se podili
pfedeviim skupina a-keratinli, jejichz sekundarni strukturu tvofi 3 vzéjemné propletené a-
$roubovice. Pro aminokyselinové sloZeni a-keratinti je typické vysoké zastoupeni cystinu (10-14 %
u vlast a kiiZze, u nehtu vice nez 22 %). Molekula cystinu je sloZzena ze 2 molekul aminokyseliny
cysteinu spojenych disulfidickym muistkem. Pravé disulfidické mistky maji na svédomi vysokou

odolnost a-keratini (Marchisio 2000b).

4.2. 1zolace keratinofilnich hub

KdyZ se keratinizovany substrat ocitne v pudé, je osidlen mnoha mikroorganismy, které
spolupracuji podle svych moZnosti na postupném rozkladu jednotlivych komponent az do uplné
mineralizace.

Nejbéznéj§i metodou izolace keratinofilnich hub je zakopavani keratinovych névnad
("keratin-baiting" technique), nejCastéji vlasti ("hair-baiting" technique). S drobnymi vylepSenimi
jako je napf. ptfidani antibiotik do okolni zvlhéené hliny pro omezeni kolonizace bakteriemi je
pouzivana jiz nékolik desetileti (Sharma & Rajac 2003). Na navnadé miZeme pozorovat sukcesi.
Prvnimi kolonizatory byvaji nespecializované rody jako Fusarium, Penicilium a Mucor, které
zuZitkovavaji snadno rozkladatelnou mezibunéénou hmotu. Ty jsou vystfidany rody jako napf.
Chaetomium, Gliocladium a Humicola schopnymi $tépit odolnéj§i substance. Finalni skupinou
byvaji keratinofilni hyfomycety, véetné dermatofyt (Marchisio 2000b). VétSina z nich nélezi do
fadu Onygenales a na keratinizovaném materidlu rostou v podobé anamorfy. Pfi vyCerpani substratu
vytvéaii plodnice uvoliiujici odolné askospory schopné setrvavat dlouho v dormantnim stavu dokud
neni k dispozici Cerstvy keratinovy substrat, nebo jiny alternativni zdroj Zivin (Kushwaha & Gupta
2008).

4.3. Keratinolyza, nejen enzymaticky proces

Obecné se i diive predpokladalo, Ze prvnim krokem v enzymatické degradaci keratinu je

Stépeni disulfidickych mistkd. Hledani enzymu zaji$tujici toto $tépeni bylo mnoho let netspésné.
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Byla izolovédna fada proteaz, které vSak pfi testovani in-vitro samy o sobé nebyly schopné
disulfidické mistky $tépit.

Ukazalo se, Ze dermatofyta jako specializovani patogeni jsou schopni metabolizovat volny
cystein, ktery je v keratinizovanych tkanich také pfitomen a z nadbytku siry produkuji sifiCitan.
Sifi¢itan je cytoplasmé toxicky a je vyluCovan. V extraceluldrnim prostoru funguje jako redukéni
¢inidlo, napadé4 cystin v molekulach keratinu v okoli hyf a $té€pi disulfidické mistky za vzniku
cysteinu a S-sulfocysteinu (Kunert 1972). Reakce, zndima biochemikim jiz davno pfedtim jako
sulfitolyza, byla sice u hub popséna, ale dlouhou dobu zistala nedocenéna co do duileZitosti v
procesu keratinolyzy.

Po zaniku disulfidickych mtstkid se keratin stava rozkladatelnym bé&Znymi proteolytickymi
enzymy. Ty byly v mnoha pracich nespravné popsany jako jako keratinazy (napf. Singh 1997, Anbu
et al. 2006 a mnoho dal$ich), i kdyZz tuto schopnost nemaji. U dermatofyt bylo nalezeno 16 geni
kodujicich endo- a exoproteazy, které jsou ve svém pisobeni znaéné redundantni a jsou stejné jako
u rodu Aspergillus (Monod et al. 2005) s ur€itymi odli$nostmi v zastoupeni endoprotedz (Léchenne
et al. 2007). K zavéru, Ze stejny profil enzymt jako dermatofyta produkuje i druh Scopulariopsis
brevicaulis dospéli Brash a Zaldua (1994).

Hlavnim divodem pro¢ jsou dermatofyta pivodci dermatomykéz mnohem castéji nez
ostatni keratinofilni houby, neni tedy §kala produkovanych enzymd, ale vysoka schopnost produkce
sifiitanu narozdil od vét§iny nedermatofytickych hub.

- Sulfitolyza je dosud jedinym zndmym mechanismem, kterym jsou keratinolyticky houby
schopny redukce disulfidickych mistki, pfekazku v procesu degradace kompaktni keratinizované
tkané jako je nehet a ktira vlasu (Monod 2005).

Léchenne et al. 2007 identifikovali u dermatofyt a u druhu Aspergillus fumigatus,
oportunistického patogena, geny kodujici pumpy pro odvadeéni sifi¢itanu z buriky. Tim potvrdily

.....

traveni keratinu enzymem keratindzou v soucinnosti se specifickymi protedzami. Tyto transportéry
jsou nadéjnym teréem piipadnych 1€¢iv diky jejich vysoké specifiCnosti pro keratinolytické houby,
narozdil od proteaz, které nachazime i u €lovéka.

V degradaci keratinu tedy probihaji minimédlné 3 dopliiujicich se procesy. Mechanicka
degradace proristajicimi hyfami, redukce disulfidickych mustki sifi¢itanem a $té€peni peptidickych
vazeb proteazami (Kunert 2000).

Schopnost degradace keratinu neni, jak se zd4, mezi béZznymi houbami vzicnosti.
Keratinolyza by mohla byt vyuzity k ni¢eni skladek materidlu obsahujiciho keratin, jako je odpad z
koZedélného primyslu, jatek, apod (Singh 1999). Mohly by byt zajimavé i pro farmaceuticky, a

kosmeticky primysl, proto bylo provéfeno témér 300 druhd béznych hub izolovanych ze vzduchu a
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pudy (Friedrich et al. 1999). Vice neZ 50 % viech kmenli vykazovalo znamky degradace keratinové
srazeniny (odolnost keratinové sraZeniny k enzymatickému S$té€peni je znaéné sniZena oproti
kompaktnimu keratinu), pfedev§im pak kmeny rodi Acremonium, Fusarium, Geotrichum a
Cladosporium. Bylo vybrano 18 nejschopnéjSich kmeni a jejich keratinolytickd aktivita byla
provéfena na tvrdém keratinu. Zde rody jako Acremonium a Geotrichum nejevily Zadné znamky
keratinolyzy. Nejvy$$i pozorovana keratinolyticka aktivita byla zaznamenana u druhti Aspergillus
[flavus, Alternaria radicina, Trichurus spiralis a Stachybotrys atra.

Srovnatelna aktivita jako u 4. flavus byla nalezena u Doratomyces microsporus, anamorfy
druhu Cephalotrichum microsporum (GradiSar & Friedrich 2000). Narozdil od 4. flavus neni D.
microsporus producentem mykotoxint, coZ jej ¢ini lépe vyuZitelnym v praxi.

Vysoka schopnost rozkladu keratinu lidského nehtu, bivoli kiiZze a pefi byla otestovana u
druhu Malbranchea gypsea (Singh 1999).

Keratinolytickou aktivitu miZeme najit i u hub, které nebyly jako keratinofilni izolovany a
neni uplné jasné k éemu jim tato schopnost slouzi. Moreira et al. (2007) popsali in-vitro schopnost
rozkladu dribeziho pefi, ov¢i viny, lidskych nehtd a vlasd rostlinnym patogenem Myrothecium

verrucaria.

4.4. Dalsi fyziologické vastnosti keratinofilnich nedermatofytickych hub

Keratinofilni houby jsou adaptovany na vyuZiti proteinti jako hlavniho, nebo jediného zdroje
Zivin. Naproti tomu je jejich schopnost vyuZiti polysacharidi jako celuléza nebo pektiny a lipidd
Casto redukovana. Ve vyuziti jednoduchych cukri neni rozdil mezi keratinofilnimi a ostatnimi
houbami. Dobry rist na médiich obsahujicich jednoduché sacharidy je vyuZivan v laboratornich
podminkéch k nahrazeni proteint pfi kultivaci (Kunert 2000).

Ve snaze objasnit proces keratinolyzy jako nejdilezitéj$i retézec reakci z hlediska
patogenity téchto hub, byla pozornost védcli zaméfena pfedevim na izolaci proteaz, které by tuto
reakci objasnily. Je pochopitelné, Ze prvnimi objekty vyzkumu byly dermatofyta, zvySeny zajem o
fyziologii nedermatofytickych houb spada az do poslednich 2 desetileti.

Proteazy keratinofilnich hub jsou malo specifické. Casto popisovani schopnost $t&pit
kolagen a elastin je spiSe pficinou této Siroké specifity nez specializovanych kolagenédz a elastaz.
Protedzy mohou byt déleny na endo- a exoprotedzy a jsou syntetizovany vét§inou v neaktivni formé
stejné jako fada jinych enzymi. Endoprotedzy S$tépi peptidové vazby uvnitf fetézce peptidu.
Exoproteazy $tépi peptidické vazby jen na N- nebo C- konci polypeptidového fetézce (Monod
2008).

Ruast keratinofilnich hub na médiich s obsahem keratinu je spiSe pomaly a je tézké ziskat

dostateéné mnoZstvi materidlu pro purifikaci nativnich proteini. Tento problém feSi dnes
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molekuldrni genetika. Ackoliv sekvence téchto protedz jsou napfi€ riznymi druhy silné
konzervativni, jejich stuperi sekrece vykazuje velké mezidruhové rozdily (Monod 2008).

Dilezity je metabolismus cystinu tvoficiho nejvyznamnéjsi slozku keratinu. Cystin je pouZit
jako zdroj siry, uhliku a dusiku. Pfebytecna sira je uvoliovina do média ve formé siranu a v mensi
mife i sifi¢itanu. Siran je kone¢ny, spiSe inertni metabolit a jeho koncentrace v médiu je dobrym
ukazatelem dosaZzené Grovné degradace (Kunert 2000).

Lipidy jsou také soucasti keratinizovanych materidlu, nékdy v nemalém mnoZstvi. V
produkci lipdz nachidzime obvykle velké mezi- i vnitrodruhové rozdily (Kunert 2000). U druhu
Scopulariopis brevicaulis na$li Brash a Zaldua (1994) chudsi spektrum lip4dz neZ u dermatofyt.
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5. Nedermatofytické vlaknité houby in-vitro

5.1. Experimentailni prokazovani keratinolyzy u hub

Povrch lidského téla piedstavuje hlavni pasivni bariéru proti priniku houbovych a jinych
patogenii. Prinik touto bariérou za piedpokladu neporusenosti je moZny po Stepeni povrchovych
molekul véetné keratinti. Keratinolytické aktivita miiZze byt tedy brana jako dileZity faktor virulence
a jeji intenzita vypovida o potencialu kmenu stat se pdvodcem onemocnéni (Rippon 1988).

ProtoZe mechanismus rozkladu keratinu nebyl dlouho uspokojivé objasnén a pfi testovéani in
vitro nebylo snadné urcit, zda izolované peptidy pochazeji skutecné z rozkladu keratinu, nebo z celé
fady dal8ich proteini doprovézejicich keratin, byla posuzovéina schopnost keratinolyzy predev§im
mikroskopicky, nebo hodnocena kvanitativné ubytkem hmotnosti keratinu v médiu po odstranéni
mycelia.

Mira pozorovaného rozkladu vzdy zavisi pfedev§im na tvrdosti pouzitého materidlu a tedy i
obsahu cystinu. Pfi ubytku vdhy o méné neZ 20 % nemiZe byt houba brana jako skutecné
keratinolyticka a 3té€pi pouze nekeratinové proteiny, kterych je aZ 10 % i u tvrdého keratinu. U slabé
keratinolytickych hub ubytek vétSinou nepiesahuje 40 % po 8 a vice tydnech kultivace (Kunert
2000).

5.2. Invaze nehtové ploténky u nedermatofytickych puvodci onychomykéz

Rozklad riznych typd keratinu dermatofyty byl intenzivné studovéan, obdobnych studii u
nedermatofytnich vlaknitych hub je znatelné méné. Zvlasté malo je uspokojivych experimentélnich
modeld studujicich napadéni lidského nehtu houbami. I kdyZ je nehet vice homogenni nezZ vlas, je
vlasova kiira svou odolnosti, ale i ontogeneticky s nehtem srovnatelna (Marchisio 2000b). Kiira
vlasu byva kwili vétsi odolnosti aZ posledni rozkladanou ¢asti vlasu a ve zptisobu jejiho rozkladu a
také v Grovni dosaZené destrukce byla sledovana velka podobnost s nehtem.

Keratinolytické houby vykazuji 2 typy mechanické invaze keratinizovaného substrétu, a to
povrchovou erozi a kolmo na povrch prorazejici hyfy. Opakované se ve studiich setkavame s popisy
uzsich, dlouhych, perforujicich hyf u kment se slabou keratinolytickou aktivitou a tlustych, kolmo
na povrch pronikajici hyf u hub schopnych rychlého rozkladu substratu. Pfi pronikani kompaktni
vrstvou kiry vlasu, nebo povrchovou vrstvou nehtu byly opakované u riznych druhd dermatofyt,
ale také u druhu Scopulariopsis. brevicaulis (Marchisio et al. 2000a) a rodu Chrysosporium sp.
(Mitola et al. 2002) popsany utvary podobné apresoriim rostlinnych patogenti, z nichz vyrusta

prorazejici hyfa k méné odolnym vrstvam vlasu a nehtu.
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V experimentalnich podminkach je nehet napadéan pfevazné ze spodni strany, coz je diky jeji
mensi odolnosti méné energeticky naro¢né (Richardson & Edward 2000).

Richardson a Edward (2000) testovali bez pridani dal§ich Zivin schopnost invadovat
nehtovou ploténku nejbé€Znéj§imi primarni pivodci onychomyk6z mezi nedermatofytickymi
houbami, a to S. brevicaulis, Acremonium sp., Fusarium sp. a Aspergillus versicolor. Vysledky ale
neodpovidaly skutecnosti, jak Casto jsou jednotlivé druhy jako ptvodci izolovany v praxi a jak se
pfi mikroskopickych zkou$kach napadeného nehtu jevi v preparitu. Druhy S. brevicaulis,
A. versicolor a Acremonium sp. rostly jen na povrchu nehtu a rozklad byl omezen na
nekeratinizovanou mezibunéénou hmotu. Jen rod Fusarium proristal viechny 3 vrstvy nehtu, to ale
neni v praxi také typické. PrestoZe autofi nepfidavali Zddné dodatkové Ziviny pro kultivaci, jako v
pripadé vétSiny ostatnich studii, nebyl tento model pro simulovani kolonizace nehtu vhodny.

K nejéastéj§im nedermatofytnim plivodcim onychomykézy patfi druh Scopulariopsis
brevicaulis, bézny pidni saprotrof ¢asto nachizeny na $irokém spektru substrati zvifeciho pivodu.
Marchisio et al. (2000a) jako prvni experimentalné prokézali schopnost druhu S. brevicaulis keratin
rozklddat. Testovali 9 kment, 4 izolované jako pivodce onychomykdzy a 5 ze vzduchu v Turiné.
Invaze vlasu a nehtu byla v ¢asovych intervalech sledovana na substratu ze sterilizované zahradni
pudy, kouskil nehti a vlasi. K pozorovéni byl pouZit svételny, skenovaci a transmisni elektronovy
mikroskop.

Schopnost keratinolyzy se nezdala byt specifickd pro druh jako celek, protoze byla
pozorovana jen u 3 kmeni z 9 testovanych. Tyto kmeny dokézaly rozlozZit kolem 30 % vlasu béhem
3 meésicl, rozklad nehtd byl podobny jako u kiry vlasu, ale nebyl iselné kvantifikovan. V
porovnani s dermatofyty schopnymi rozloZit aZ 80% vlasu za 3 tydny byla tedy keratinolyticka
schopnost druhu S. brevicaulis nizka. Oproti tomu na jinych keratinizovanych substratech jako je
pefi byla ale u druhu S. brevicaulis béhem 7 tydnti popséna schopnost rozloZit 79 % substratu oproti
72 % pozorovanych u druhu 7. mentagrophytes (Anbu et al. 2006).

Oyeka a Gugnani (1997) studovali schopnost rozkladu keratinu druhy Fusarium solani,
Scytalidium dimidiatum, S. hyalinum a S. japonicum. Zahrnuli pro srovnani i druhy dermatofyt
Trichophytom rubrum a T. mentagrophytes.

Druh S. dimidiatum, synanamorfa druhu Nattrasia mangiferae, je znamym rostlinnym
patogenem a je Casto izolovan jako ptivodce koZnich infekci a onychomykéz. Druh S. hyalinum
zpisobuje stejné infekce, ale neni zndm z rostlinného materidlu, ani z pidy. Druh S. japonicum je
uvadeén jako pivodce bronchiolitidy skotu v Japonsku.

Ubytek keratinu byl sledovan na zdkladnim médiu s pfidanymi nehtovymi odstiizky a na
stejném zakladnim médiu s pfidanym praskovym keratinem. Zkoumané nedermatofytické druhy

vykazaly schopnost rozloZit kolem 40 % nehtové ploténky. Autofi se domnivaji, Ze S. japonicum, i
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kdyz dosud nebylo izolovano jako ptivodce koZnich mykdz, ani onychomykdz, ma potenciél se jim
stat.

Van Oorschot (1980) zjistovala keratinolytické schopnosti u 21 isolatii rodu Chrysosporium
na lidskych vlasech, viechny izolaty oznadil jako keratinolytické. Primérnd hodnota pro cely rod
Chrysosporium spocitand z objemu vlasu rozloZzeného jednotlivymi izolaty byla 38,1 %.
Keratinolyza miZe byt mnohem efektivnéj§i pfi vhodnych kombinacich 2, nebo vice druhi rodu
Chrysosporium, nebo pii kombinaci s jinnymi keratinolytickymi rody (Kushwaha 2000).

Mitola et al. (2002) sledovali u 8 izolati rodu Chrysosporium rozklad nejodolnéjSich Casti
vlasu, kutikuly a kiiry. Na stupnici 0-4 oznadili vSechny izolaty stupném 3 nebo 4, tedy 50-80 %
rozloZené vlasové kiiry a kutikuly.

Tab. 3: Rozdilné schopnosti hub rozklddat materisl lidského nehtu, p¥ip. viasu (pod ¢arou pro srovnin{
hodnoty 2 druhii rodu Trichophyton). Souhrn z nékolika pracf uvedenych vySe.
Druh Schopnost rozkladu Piivodce Autofi
keratinizovaného materidlu onychomykézy
Scytalidium dimidiatum 43 % nehtu + Oyeka & Gugnani (1997)
S. hyalinum 40 % nehtu + Oyeka & Gugnani (1997)
S. japonicum 38 % nehtu - Oyeka & Gugnani (1997)
Fusarium solani 43 % nehtu + Oyeka & Gugnani (1997)
Scopulariopsis brevicaulis 30 % vlasu + Marchisio et al. (2000)
Malbranchea gypsea 78 % nehtu* - Singh (1999)
Chrysosporium spp. 38,1 % vlasu* + Van Oorschot (1980)
Chrysosporium spp. 50-80 % vlasové kiry** + Mitola et al. (2002)
Trichophyton rubrum 73 % nehtu + Oyeka & Gugnani (1997)
T. simii 84 % nehtu - Singh (1997)

* priméma hodnota pro 21 druhii rodu Chrysosporium

** hodnoty 8 izolati riznych druhii rodu Chrysosporium

pozn. Hodnoty v tabulce jsou spiSe orienta¢ni, nezohlediiuji rozdilné metodiky. Procentuélni hodnoty rozkladu jsou
vétdinou odecitany v dobg, kdy houba uZ nejprojevuje dalsi aktivitu rozkladat substrat (jiZ rozloZila ve, co ji dovoluji
jeji moZnosti, nebo je inhibovana vlastnimi metabolity vypousténymi do média), toho je dosaZeno za rozdilnou dobu.

Kdyz je po urcité dobé osidlena nidvnada vyjmuta, nemiZeme v$echny izolované houby
automaticky oznacit za keratinofilni. Nékteré druhy se mohou Zivit produkty rozkladu jinych hub, je
proto potieba dalSich testii pro potvrzeni, zda se skuteéné jednd o houbu keratinofilni (Marchisio
2000b).
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Zavér

Role NVH muze byt v podstaté troji. Diky vSudypfitomnosti téchto hub v prostiedi jsou
nejcastéji izolovany jako kontaminanty. S jejich ulohou sekundarnich kolonizatorii Zivicich se
produkty rozkladu keratinu po dermatofytech panuje také vSeobecny souhlas. Pokud jde ale o roli
NVH jako primarnich patogenti nehtu, tak je lékaiska a védecka vefejnost rozdélena na nékolik
tabort reprezentujicich rizné nazory. Jsou autofi, ktefi NVH nepftikladaji jako patogentim Zadnou
vahu, nebo jen v pfipadech, kdy je nehet zdsadné poskozen. Jini pfipoustéji moZnou tlohu patogena
nékolika malo druht NVH. A kone¢né jsou i autofi schopni pfi splnéni urgitych kritérii tolerovat
jako ptivodce celou $kalu druhi schopnych napadat i jinak zdravy nehet. Tyto rozdilné pohledy na
ulohu NVH se pravdépodobné odraZeji i ve spektru NVH, které tito autofi popisuji jako primarni
patogeny.

Jak ukazuje napr. Ellis et al. (1997) ani pfitomnost NVH v pfimé mikroskopii a zaroveri v
Cisté kultufe nemusi znamenat, Ze se jednd o primarni patogeny. NVH dokézi Casto maskovat
pritomnost dermatofyta a mohou ho pferist i v kultufe. Kontaminanty, které Ellis et al. (1997) z
nehtu izoloval, jsou izolovany béZné vét§inou autori. Neni divu, Ze nékteré z téchto houby, které
jsou izolovany jako kontaminanty, jsou popisovany i jako puvodci onychomykézy. Je ale otdzkou
nakolik je jejich role primarnich patogenii skute¢nd a v kolika pripadech doSlo k jeji chybné
diagnostice.

Neni pochyb, Ze pfipady onychomykéz zpisobenych NVH existuji. Je jen otazkou, jak moc
jsou &asté, jak Easto dochazi k jejich chybné diagnostice a nakolik to ovliviiuje dnes popisovany
trend rapidniho vzestupu role NVH. Vzrist poétu imunitné oslabenych pacienti a dalSich
rizikovych skupin je nepopiratelny, ale velky vliv miZe mit prosté jenom fakt, Ze si této skupiny
hub v poslednich desetiletich vice v§imame.

LéCeni primarnich infekci nehtti vyvolanych né€kterymi NVH mtiZze byt obtizné a zdlouhavé
a houba dokdZe v nehtu pfetrvavat i dlouhou dobu v pribéhu léceni. Je tedy prokazatelna v
opakovanych odbérech, kdyZ jsou tyto odbéry uskuteénény v ne moc dlouhém Casovém intervalu.
Pokud houba neni zji§téna pfi tomto dal$im odbéru, je pravdépodobné, Ze se jednalo o kontaminant,
nebo jeji role byla zanedbatelna. Mikroskopické potvrzeni a izolace NVH v Cisté kultufe pfi jednom
odbéru nemusi byt, jak se zda, jistotou prokazani role patogena. I kdyZ je to v praxi Casto obtizné
splnitelné, mélo by na prokdzani ptivodce v opakovaném odbéru byt pohlizeno jako na jedno z
hlavnich, ne-li nejdulezitéjsi kritérium.

Kde je pravda a jaké jsou skuteéné schopnosti jednotlivych NVH zplsobit onemocnéni

nehtu, to se snazi ukazat prace studujici schopnost téchto hub napadat nehet in-vitro, a také studie
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mapujici prevalenci onychomyko6zy a spektrum jejich ptivodci, které v soucasnosti probihaji v
mnoha zemich.

Pokusi o experimentalni ovéfeni schopnosti nedermatofytnich hub invadovat nehtovou
ploténku nebylo zatim mnoho a jejich vysledky &asto nejsou jednoznaéné. Kviili rozdilné metodice
jsou navic mezi sebou jen obtizné porovnatelné. Vysledky pokusi riznych autorti u stejného druhu
se ¢asto navzajem vyznamné li§i. Divodd mizZe byt cela fada, od $patné simulace podminek vzniku
infekce, az po velkou vnitrodruhova rozdilnost ve schopnosti invazivity jednotlivych kment.

DosaZené hodnoty rozkladu nehtd, vlast, apod. v experimentidlnich podminkach casto
nekoresponduji s tim, zda dany druh je, nebo neni v praxi nachazen jako pivodce onemocnéni. Viz
nejvy$$i schopnosti rozkladat nehet u druhti Trichophyton simii a Malbranchea gypsea (tab.1), které
nejsou uvadény jako pivodci onychomykdzy. PiiCin miZe byt opét nékolik. Pfi vzniku
onychomykézy hraji jisté roli faktory, které se jen téZzko mohou podafit in-vitro podminkami
simulovat. Vyskyt nékterych druhd hub potenciilné schopnych onychomykézu vyvolat v oblastech,
kde nedochazi k intenzivnimu kontaktu se ¢lovékem, miZze byt také divodem, pro¢ dosud nejsou

tyto druhy hlaseny jako ptivodci.
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PRAKTICKA CAST
1. Zdroj materiilu

Materiél k praktické ¢ésti byl ziskén za spoluprace s MUDr. Magdalenou Skofepovou, CSc.
z Centra pro dermatomykézy 1.LF UK a VFN, jehoZ soucédsti je i mykologickd laboratof.
Vysetfovany soubor tvofi ambulantni pacienti dermatologickych ordinaci z Prahy a StfedoCeského
kraje, pfevazné okres Praha-zdpad a Praha-vychod. AZ na vyjimky jde o pacienty v dobrém
celkovém stavu, bez zdvazné poruchy imunity. Nejéastéji jsou vySetfovina onemocnéni nehti,
méné Casto ostatni lokalizace jako plosky nohou, meziprsti a dalSi. Kmeny hub zde pouzité

pochazeji z obdobi od tinora do dubna 2008.

2. Odbér materialu a kultivace na lékaiském pracovisti

Pied odbérem pacient na nékolik tydni vynechd veSkerou antifungilni 1écbu (2 tydny u
mykdz kiZe, 6 tydni u mykéz nehtli). Nehty si nestiihd, nelakuje a necisti, normalni hygienické
myti se neomezuje.

Misto uréené k odbéru se nejdiive dekontaminuje otfenim 70% alkoholem. Patogeny rostou
predev§im na spodni strané nehtu a otfeni je neodstrani. Po oschnuti se oSkrabuji Supiny nebo
podnehtové drt sterilnim néstrojem do sterilni odbérové nadobky, nebo se odebird pfimo na
kultivaéni pidu. Ockuji se 3 zkumavky z kazdého vzorku — 2 zkumavky obsahuji 2% Sabouraudiv
glukézovy agar s chlomafenikolem a thiaminem, 1 zkumavka agar téhoZ sloZeni navic s aktidionem
(selektivni piida pro dermatofyty).

Sikmé pidy se po 3 tydnech kultivace pfi 27°C rozttidi podle makroskopického vzhledu na
dermatofyta, kvasinky a nedermatofytické vlaknité houby. Dermatofyta se urcuji pomoci
mikrokultur, kurovani NVH se pfistupuje pouze tehdy, kdyz spliiuji predpoklady pro
etiopatogenetickou souvislost s onemocnénim, tedy pozitivni pfima mikroskopie, masivni rist NVH
v Cisté kultufe a nidlez NVH nejlépe ve 3 po sobé nasledujicich odbérech s odstupem alespori 1
tyden. Ojedinélé kolonie nebo naopak masivni rist celé smési riznych druhi se povazZuji za

kontaminaci.

3. Zpracovini pFijatych kmeni

U pfijatych primokultur byl hodnocen vzhled kolonii a sporulace. U kultur, kde z
mikroskopického preparatu bylo mozné kmen predbéZzné urcit do rodu, bylo postupovano podle

doporugeni v pfisluinych determinaénich monografiich k jednotlivym rodtim.
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3.1 Kultivace

Ke kultivaci rodu Fusarium byl pouZit bramborovo-dextrézovy agar (PDA) a syntetické
zivné médium (SNA) s kouskem listku karafiatu. Doba kultivace byla 7-14 dni pfi 25 °C pfi reZimu
12h denni svétlo a 12 h svétlo o vinovych délkach 310-360 nm (tzv. near-UV light) pro
maximalizaci produkce sporodochii nezbytnych pro identifikaci nékterych druha.

Pro kultivaci rod&i Aspergillus a Penicillium byly pti 25 °C bzl shodné pouZit agaru se
sladinovym extraktem (MEA), Czapek-Doxiv agar (CzA) a Czapek-Doxtv agar s kvasnicnym
extraktem (CYA). Pro rod Trichoderma byl pouZit ovesny agar (OA) a kukufiCny agar se 2%
dextrozy (CMA). Rod Beauveria byl kultivovan na ovesném agaru (OA).

Pro kultivaci ostatnich rodi (také pii 25 °C) byly jako zakladni pidy pouzity sladinovy agar
(SI 4°), bramborovo-mrkvovy agar (PCA) a Czapek-Doxtiv agar (CzA). Dale byly podle
konkrétnich potieb pouzity i dal$i pidy. Kultury nékterych nesporulujicich kmeni byly vystaveny 7
dni, nebo i déle, uinkiim UV-zéfeni, dokud nedoslo k iniciaci sporulace.

PouZita Zivna média: CMA (podle Atlas 1997)
CYA (podle Atlas 1997)
CzA (podle Atlas 1997)
MEA (podle Atlas 1997)
OA (podle Atlas 1997)
PCA (podle Atlas 1997)
PDA (podle Atlas 1997)
S14° (podle Fassatiova 1979)
SNA (podle Atlas 1997)

3.2 Dlouhodobé uchovivani kmenu

K uchovéani kmeni byla pouzita vzdy dvojice Sikmych pud, jedna se sladinovym agarem

(S14°) a jedna s bramborovo-mrkvovym agarem (PCA).

3.3 Mikroskopické technika, preparity a fotodokumentace

Determinace kmend a jejich fotodokumentace byla provadéna na svételném mikroskopu
Olympus BX51 vybaveném digitalnim fotoaparatem.

V preparatech bylo jako pozorovaci médium pouzito Melzerovo ¢inidlo (Kfisa & Prasil),
nebo laktofenol (Kfisa & Prasil).
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V nékterych piipadech byly pro pozorovani a fotodokumentaci uzitecné "sklickové kultury".
Predeviim u rodid, kde konidie velmi snadno odpadéavaji od konidiofori a prenesenim vzorku z
Petriho misky na podlozni sklicko miZeme jen malokdy pozorovat pivodni rozloZeni struktur. Tyto
kultury se osvédCily predev§im u rodi Aureobasidium, Cladosporium, Ulocladium a Alternaria.
Zhotoveni sklickové kultury je nasledujici. Maly kousek Zivného média (asi 1-2 mm®) poloZime na
sterilni podlozni sklicko, zaockujeme inokulem pfisluiného kmenu, piiklopime krycim sklickem,
které lehce prfimackneme. Kulturu pieneseme do vlhkého prostiedi na nékolik dni (mtzeme
prubéZzné kontrolovat stav). Pfed vlastnim pozorovanim kidpneme na okraj kryciho sklicka

pozorovaci médium.

3.4 Determinacni literatura

K urovani druhi byla pouZita jak kompendijni literatura, tak monografie a Casopisy

vénované jednotlivym rodiim. Pfislu§na literatura je uvedena pfimo u uréenych roda.

4. Zhodnoceni druhového zastoupeni kmeni a vztah izolovanych hub k nehtim

Z celkovaho poctu 29 primokultur nedermatofytickych vldknitych hub izolovanych z nehtl
bylo ziskano 32 kmenti (ve 3 primokulturach rostly 2 kmeny hub). Zadny z kment nebyl prikazné
patogenni. Podle 1ékafského zdznamu viechny kmeny rostly bud’ ve smiSené kulture s dermatofyty,
nebo nebyla pozitivni pfima mikroskopie odebraného materialu. Proto se ve vSech pfipadech s
nejvét§i pravdépodobnosti jednalo o pouhé kontaminanty, nebo byla jejich ucast na infekci
minimélni. Z porovniva s taxony, které jiz v literatufe byly popsany jako primarni ptivodci
onychomykézy v Tab. 4 je zfejmé, Ze u vétSiny uréenych druhi nebyla schopnost napadnout nehet
popsana. To jen potvrzuje jejich zanedbatelnou ulohu v napadenych nehtech, ze kterych byly
odebrany. Mezi uréenymi kmeny byly ale i nékteré potencialné patogenni druhy, pfedevs§im druh
Fusarium oxysporum, ktery patfi k nejCastéji izolovanym ptivodcim onychomykézy mezi NVH. V

tomto piipadé se ale opét nejednalo primarniho ptivodce.
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Tab. 4: Piehled uréenych taxonu.

+/- Taxony popsané v literatufe jako pivodci onychomyk6zy znagené "+"

",

, nepopsané "=" ;

u neuréenych kment byl idaj vynechén (srovnéni s Prilohou I - Literarni excerpce).

Taxon

podet

+/-

Alternaria alternata (Fr.) Keissl.

2

+

Arthrinium phaeospermum (Corda) M.B. Ellis

Aspergillus niger Tiegh.

Aspergillus sekce Candidi

Aspergillus sydowii (Bainier & Sartory) Thom & Church

Aureobasidium pullulans var. pullulans (de Bary) G. Arnaud

Auxarthron sp.

Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) Vuill.

Cladosporium cladosporioides (Fresen.) G.A. de Vries

Cladosporium sphaerospermum Penz.

Eurotium amstelodami L. Mangin

Fusarium cf. avenaceum (Fr.) Sacc.

Fusarium oxysporum Schitdl.

Chaetomium funicola Cooke

Chaetomium globosum Kunze

Penicillium expansum Link

Penicillium spinulosum Thom

Phoma sp.

Trichoderma viride Pers.

Ulocladium botrytis Preuss

neznamy zastupce skupiny Coelomycetes

— L = N N WO e = [N = = = (NN = N (N = = e

Celkem kmeni

w
N
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5. Popis vybranych determinovanych taxoni

Aspergillus sydowii (Bainier & Sartory) Thom & Church

Konidiofor hladky, Casto s odstinem do hnéda; méchyfek subsféricky; konidiogenni buriky
biseriatni; Casty vyskyt redukovanych konidiofori bez méchyiki; povrch konidif hruby, rozméry
3,5-4,5 pm.
Kolonie po 7 dnech: CYA - 31 mm, kolonie bilé, pozdéji zelené reverz cervenohnédy:
CzA - 26 mm, Sedohnédé kolonie s bilym okrajem, ¢ervenohnédy reverz;
MEA - 24mm, modrozelené;
Determinace: Klich 2002; de Hoog et al. 2000; Raper & Fennel 1965

Aureobasidium pullulans var. pullulans (de Bary) G. Arnaud

Konidie jsou hladké, protahlé, znacné promeénlivého tvaru i velikosti, jednobunééné, méné Casto i
dvoubuné¢né, 6-14 x 3-5 pm. Konidie se tvoii ve skupinich na kratkych postrannich vyristcich
vegetativnich hyf. Vegetativni mycelium je zpocatku bilé, hyfy jsou nepravidelné tlusté, po urcitém
Case se zainaji misty tvofit tlustosténné, tmavé chlamydospory, jednotlivé, nebo ptimo z
vegetativniho mycelia (tvofi pak fetizek). Zridka se daji pozorovat i endokonidie.
Kolonie po 7 dnech: MEA - kolonie okrové s nadechem do riizova, kvasinkovitého vzhledu, od
stfedu Cerndjici, 45 mm
PCA - pfedevsim substratové mycelium, fetizky chlamydospor patrné i pod
binokularni lupou; 40 mm
CzA - nepravidelné lalo¢naté okraje kolonii, chlamydospory se tvofi
prevazné na okraji kolonie
Determinace: Hermanides-Nijhof 1977; de Hoog et al. 2000
Pozn. U certvych kultur byl na MEA a CzA citit silny zapach po shnilém ovoci.

Auxarthron sp.

Askomata kulovit4, na povrchu kryta oranZovohnédou retikuloperidii. PFivésky malo casté, dlouhé
300 pm i vice, bazalni ¢asti kloubovité pfipojené k retikuloperidii, zakonceni jsou slabé zahnuta az
svinuta. Askospory se sitovanym povrchem, ktery jim dodava jezaty vzhled, 2,5-3 pm velké.
Sporulace pomala, po 14 dnech sterilni na vSech pouzitych pidach. Po 3 tydnech se objevuje
sporulace na PCA. Po 4 tydnech na CzA a SNA. Na OA a CYA déle nezZ po 5 tydech. Dlouhodobé
sterilni ziistava na S14°, MEA a PDA
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Kolonie po 14 dnech: CzA 13 mm; CYA 25 mm; MEA 23 mm; PCA 18 mm (riZové zbarveni
média); PDA 23 mm; Sl 4° 23 mm; SNA 8 mm; na CYA a PDA krvavé Cerveny reverz.
Determinace: Currah 1985

Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) Vuill.

Lahvovité nebo kulovité konidiogenni buriky tvori ¢asto husté shluky kolem hyf. Na konci vybihaji
konidiogenni buiiky v izkou rachis, zprohybanou na zptisob "cik-cak". Konidie kulovité nebo
subsférické, hladké, hyalinni, 3 pm.

Kolonie po 7 dnech: OA - kolonie bilé s nddechem do Zluta, 19 mm.

Determinace: de Hoog 1972; de Hoog 2000

Eurotium amstelodami L. Mangin

Tvori soucasné i anamorfni stadium Aspergillus hollandicus Samson & W. Gams.

Anamorfa: konidiofor hladky; méchyrek kulovity; konidiogenni buriky uniseriatni; konidie
eliptické, tmavozelené s drsnou sténou, 3,5-5(-7) x 3-4 um.

Teleomorfa: Kleistothecia Zluta, kulovit4, sténa plna. Askoespory cockovité s hrubou sténou a
zietelnou ekvatoridlni brazdou, rozméry 5-6 x 4 um.

Kolonie po 7 dnech: Zluté s nidechem do zelena, zrnity vzhled kwiili sou¢asné pfitomnosti Zlutych
kleistothécii a zelenych konidii; CYA 12 mm; CzA 15 mm; MEA 16 mm.

Determinace: Klich 2002; de Hoog et al. 2000

Fusarium oxysporum Schltdl.

Konidiofory témér nevétvené, nesou jednotlivé monofialidy.

Makrokonidie vietenovité, slabé prohnuté, nejcastéji se 3 septy, ale nékdy i vice.

Mikrokonidie variabilni ve tvaru i velikosti, elipsoidni i protahlé, vétSinou bez sept. Chlamydospory
pfitomné jednotlivé na vzdu$ném myceliu.

Kolonie po 4 dnech: PDA - okrové s naidechem do modra, 55 mm; SNA - bezbarvé.

Determinace: Leslie & Summerell 2006; Samson et al. 2004

Chaetomium funicola Cooke

Askomata kulovita, na povrchu 2 typy sét. Prvnim typem jsou vyrazné hrubosténné, dichotomicky
vétvené séty, tvofici prostorovou sit. Druhym typem jsou pfimé, nevétvené séty zakoncené hrotem.

Askospory hnédozelené, citronkovité, 6 x 5 pm.
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Kolonie po 7 dnech: sporuluje na PCA i S1 4°;

PCA - 55 mm, mycelium velmi fidké;

S14° - 60 mm; husté mycelium, bélosedé az SedoCerné,;
Determinace: von Arx et al. 1986; de Hoog et al. 2000

Chaetomium globosum Kunze

Askomata ovoidni, na povrchu s Cetnymi nevétvenymi, stocenymi sétami s jemné bradavi¢natym
povrchem. Askospory hnédé,citronkovité, 9-10 x 8 pm.

Kolonie po 7 dnech: zelené; sporuluje na PCA i S14°;, PCA 17 mm; Sl14° cela miska.
Determinace: von Arx et al. 1986; de Hoog et al. 2000

Trichoderma viride Pers.

Konidiofory vétvené na zplsob pyramidy. Fialidy vyristaji z terminalnich vétvi vétsinou po dvou.
Konidie subglob6zni, zelené, s drsnym povrchem, 3,5-4 pm.

Kultury: Na OA i MEA byl rist velmi rychly. Nejdfive bilé kolonie se s postupujici sporulaci
zbarvily svétle zelené, pozdéji tmavé zelené.

Determinace: Kubicek & Harman 1998; de Hoog 2000

Pozn. Mladé kultury byly citit po kokosu.

neznamy zastupce skupiny Coelomycetes

Vegetativni mycelium sestdva z nepravidelné tlustych, ¢asto nafouklych a jinak deformovanych
hyf. Je intenzivné Cerné zbarvené, misty ale i hyalinni. Kultury ziistavaji dlouho sterilni. K iniciaci
sporulace byly proto umistény pod zdroj UV-zéfeni. Po 2 tydnech se na kulturdch vytvofily velmi
tuhé, nékolik mm velké stromatické ttvary sestavajici s velkého poétu perithecioidnich konidiomat.
Povrch je pokryt kratkymi chlupy. Nékterd stromata zistavaji i dlouho po svém vytvofeni bez
znamek sporulace.

Konidiogenni buriky jsou bez sept, konidie vznikaji jako jednobunécné, hyalinni, hladké, nékdy se
jejich povrch stava zmitym. Zahy se v konidiich objevuje 1 nebo 2 septa. Zralé konidie maji
rozméry 18-23 x 8-9 pm, jsou hnédé nebo rezavé hnédé, 2-3bunécné.

Byl pozorovan velmi rychly rist na v§ech médiich, na PCA prevladalo substratové mycelium, na
ostatnich pidach naopak vzdu$né mycelium. Sporulace se podafilo dosahnout jen na PCA a SI 4°.
Na ostatnich médiich, CYA, CzA, OA, PDA, SNA, i navzdory tvorbé stromat nebyla sporulace

pozorovana.
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Piiloha I - Literarni excerpce

Piehled nedermatofytickych vlaknitych hub uvadénych v literatuie jako pivodci
onychomykézy

St- stddium Zivotniho cyklu; A- anamorfa; T- teleomorfa; Z - zastupce tfidy Zygomycetes;
B - zistupce odd€leni Bazidiomycota

Taxon

Zdroj

Acremonium potronii Vuill.

Vander Straten et al. 2002; de Hoog et al. 2000a

Acremonium roseogriseum (S.B. Saksena) W.
Gams

Vander Straten et al. 2002

> » |»]|%

Acremonium spinosum (Negroni) W. Gams

de Hoog et al. 2000a

Acremonium strictum W. Gams

Campbell & Johnson 2005;

>

Acremonium spp.

Manzano-Gayosso et al. 2008; Ioannidou et al. 2006;
Romano et al. 2005; Hilmioglu-Polat et al. 2005; Romano
et al. 2005; Gianni et al. 2000; Khosravi & Mansouri
2000; Gupta et al. 2000 ;Rippon 1988

Campbell & Johnson 2005; Gianni et al. 2000; de Hoog

Alecrim

A | Alternaria alternata (Fr.) Keissl. et al. 2000a; Gianni et al. 1997

A | Alternaria chlamydospora Mouch. de Hoog et al. 2000a
Ioannidou et al. 2006; Hilmioglu-Polat et al. 2005,

A | Alternaria spp. Romano et al. 2005; Vander Straten et al. 2002; Rippon
1988; Grigoriu et al. 1987

T |Aphanoascus fulvescens (Cooke) Apinis Campbell & Johnson 2005;

T | Arachnomyces sp. Gupta et al. 2000;

T | Arthroderma tuberculatum Kuehn Rippon 1988,

Arthrographis kalrae (R.P. Tewari & Macph.) , .
A Sigler & J.W. Carmich. Vollekova et al. 2008; de Hoog et al. 2000a
. , . Campbell & Johnson 2005; Escobar & Carmona-Fonseca
A | Aspergillus candidus Link 2003;Vander Straten et al. 2002; Rippon 1988;
A Aspergillus clavatonanicus Bat., H. Maia & de Hoog et al. 2000a

Hilmioglu-Polat et al. 2005; Escobar & Carmona-Fonseca

& Raper

A | Aspergillus flavus Link 2003; Vander Straten et al. 2002; Scher et al. 1990,
Rippon 1988;
Manzano-Gayosso et al. 2008; Hilmioglu-Polat et al.
A | Aspergillus fumigatus Fresen. 2005; Vander Straten et al. 2002; Ng et al. 1999; Rippon
1988 ’
A | Aspergillus glaucus (L.) Link Campbell & Johnson 2005; de Hoog et al. 2000a
A | Aspergillus hollandicus Samson & W. Gams Campbell & Johnson 2005; de Hoog et al. 2000a
A | Aspergillus nidulans (Eidam) G. Winter Gupta et al. 2000; Ng et al. 1999
. . . Hilmioglu-Polat et al. 2005; de Hoog et al. 2000a; Ng et
| A | Aspergillus niger Tiegh. al, 1995; Tosti & Piraccini 1998 - )
A | Aspergillus ochraceus G. Wilh. Baran & Piérard 2004
A | Aspergillus oryzae (Ahlb.) E. Cohn de Hoog et al. 2000a
A | Aspergillus restrictus G. Sm. Campbell & Johnson 2005; de Hoog et al. 2000a,
A | Aspergillus sclerotiorum G.A. Huber Campbell & Johnson 2005; de Hoog et al. 2000a
A Aspergillus sydowii (Bainier & Sartory) Thom |Campbell & Johnson 2005; Vander Straten et al. 2002;
& Church Gupta et al. 2000; de Hoog et al. 2000a; Rippon 1988;
A | Aspergillus terreus Thom Hilmioglu-Polat et a_l. 2005; Vander Straten et al. 2002;
Gupta et al. 2000; Rippon 1988;
A Aspergillus unguis (Weill & L. Gaudin) Thom Campbell & Johnson 2005; de Hoog et al. 2000a
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A | Aspergillus ustus (Bainier) Thom & Church Campbell & Johnson 2005; Rippon 1988

A | Aspergillus varians Wehmer Baran & Piérard 2004
Campbell & Johnson 2005; Escobar & Carmona-Fonseca

A | Aspergillus versicolor (Vuill.) Tirab. 2003; Vander Straten et al. 2002;Gupta et al. 2000;
Rippon 1988; Torres-Rodriguez et al. 1998

A | dspergiltus spp. Ioannidou et al.. 2006; Romapo et al. 2905;. Gianni et al.
2000; Khosravi & Mansouri 2000; Grigoriu et al. 1987

A | Cephalosporium sp. Grigoriu et al. 1987

Cladophialophora carrionii (Trejos) de Hoog, .

A Kwon{)Chung & McGinnis (Treios) ® |Barde & Singh 1984

A | Cladosporium sp. Hilmioglu-Polat et al. 2005; Ng et al. 1999;

A | Cladosporium sphaerospermum Penz. de Hoog et al. 2000a

A | Curvularia lunata (Wakker) Boedijn de Hoog et al. 2000a, Ng et al. 1999; Barde & Singh 1983

A | Curvularia spp. Romano et al. 2005; Gianni et al. 2000

A | Dendrophoma sp. Escobar & Carmona-Fonseca 2003;

A | Exophiala dermatitidis (Kano) de Hoog Garcia-Martos et al. 2002; Matsumoto et al. 1992

A flf:fl’é’;:’;ﬁ)f ;;Zé‘j’f"l;; ‘g%i"ﬁ:ﬁg’e Campbell & Johnson 2005; Boisseau-Garsaud 2002
Calado et al. 2006; Campbell & Johnson 2005; Romano
et al. 2005;Godoy et al. 2004; Escobar & Carmona-

A | Fusarium oxysporum Schitdl. Fonseca 2003; Vander Straten et al. 2002; Gianni et al.
2000; Gupta et al. 2000; de Hoog et al. 2000a; Rippon
1988
Calado et al. 2006; Campbell & Johnson 2005; Godoy et

A | Fusarium solani (Mart.) Sacc. al. 2004; Escobar & Carmona-Fonseca 2003; Yander
Straten et al. 2002; Gupta et al. 2000; Khosravi &
Mansouri 2000; Ng et al. 1999

A | Fusarium verticiloides (Sacc.) Nirenberg Escobar & Carmona-Fonseca 2003;

A | Fusarium spp Hilmioglu-Polat et al. 2005; Romano et al. 2005; Grigoriu

) etal 1987 ...

A ngr’r”uycfs pannorum (Link) Sigler & JW. 10,1/ ohell & Johnson 2005; de Hoog et al. 2000a

T | Gymnascella dankaliensis (Castell.) Currah Campbell & Johnson 2005; de Hoog et al. 2000a

T | Chaetomium globosum Kunze Campbell & Johnson 2005; Hattori et al. 2000; de Hoog
et al. 2000a; Stiller et al. 1992; Rippon 1988;

T | Chaetomium brasiliense Bat. & Pontual Costa et al. 1988

A | Chrysosporium carmichaelii Oorschot Baran & Piérard 2004

A gm‘;p orium keratinophilum D. Frey ex J.W. Manzano-Gayosso et al. 2008; de Hoog et al. 2000a

A | Chrysosporium lobatum Scharapov Baran & Piérard 2004

A lC{‘iete%rzsosporium queenslandicum Apinis & R.G. de Hoog et al. 2000a

A | Chrysosporium tropicum J.W. Carmich. de Hoog et al. 2000a

A g{é}gzllg(zpﬁts;;x pluriseptata G.A. de Vries, de Hoog et al. 2000a

A Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Campbell & Johnson 2005; Vander Straten et al. 2002;

Maubl. de Hoog et al. 2000a; Grigoriu et al. 1987,
A | Malbranchea gypsea Sigler & J.W. Carmich Baran & Piérard 2004
A | Malbranchea spp. Ng et al. 1999
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T | Microascus cinereus Curzi de et al. Hoog 2000a
T [ Microascus cirrosus Curzi de Vroey et al. 1992
T | Microascus manginii (Loubiére) Curzi de Hoog et al. 2000a
A mzdontium keratinophilum Samson & Baran & Piérard 2004
T | Myxotrichum deflexum Berk. Campbell & Johnson 2005; de Hoog et al. 2000a
A | Myceliophthora lutea Costantin Baran & Piérard 2004
Z | Mucor sp. Ribes et al. 2000; Ng et al. 1999
A Nattrassia mangiferae (Syd. & P. Syd.) B. de Hoog et al. 2000a; Goon & Seow 2002; Ng et al. 1999;
Sutton & Dyko Rippon 1988; Grigoriu et al. 1987
A | Nattrassia spp. Escobar & Carmona-Fonseca 2003
A | Onychocola canadensis Sigler Campbell & Johnson 2005; Vander Straten et al. 2002;
Gupta et al. 2000; de Hoog et al. 2000a;
T | Ceratocystis stenoceras (Robak) C. Moreau Campbell & Johnson 2005; de Hoog et al. 2000a
A | Paecilomyces lilacinus (Thom) Samson Campbell & Johnson 2005; de Hoog et al. 2000a
A | Paecilomyces variotii Bainier Campbell & Johnson 2005; de Hoog et al. 2000a
A [ Paecilomyces spp. Hilmioglu-Polat et al. 2005; Ng et al. 1999
A | Penicillium citrinum Thom Baran & Piérard 2004
A | Penicillium spp Campbell & Johnson 2005; Escobar & Carmona-Fonseca
) 2003; Ng et al. 1999;
fIZ:zsI:phora europaea de Hoog, Mayser & de Hoog et al. 2000b
A ﬁhoma sorghina (Sacc.) Boerema, Dorenb. & de Hoog 2000a
esteren
A | Phyllosticta sydowii Bres. Rippon 1988; Grigoriu et al. 1987
A | Polypaecilum insolitum G. Sm. Campbell & Johnson 2005; de Hoog et al. 2000a
T | Pseudeurotium ovale var. ovale Stolk de Hoog et al. 2000a
A Pyrenochaeta unguis-hominis Punith. & M.P. | Campbell & Johnson 2005; Vander Straten et al. 2002;
English de Hoog 2000a;
T Renispora ﬂqvissima Sigler, P.K. Gaur, Lichtw. Baran & Piérard 2004
& J.W. Carmich.
A | Scedosporium spp. Ioannidou et al. 2006
B | Schizophyllum commune Fr. de Hoog et al. 2000a
A | Scopulariopsis acremonium (Delacr.) Vuill. g:gﬁg;ueii 0;338: 2005; Vander Straten et al. 2002;
A |Scopulariopsis asperula (Sacc.) S. Hughes Campbell & Johnson 2005; de Hoog et al. 2000a
A | Scopulariopsis brevicaulis (Sacc.) Bainier Campbell & Johnson 2005, témér viechny zdroje
A | Scopulariopsis brumptii Salv.-Duval Vander Straten et al. 2002
A gf;”’""’”"f’mﬂ“"“ (Sopp) F.J. Morton & G. |, el & Johnson 2005; de Hoog et al. 2000a
A | Scopulariopsis fusca Zach gzglgl;:gi&z.(l)%%zson 2005; Vander Straten et al. 2002; de
A | Scopulariopsis koningii (Oudem.) Vuill. f[iﬁlg}:gl.&z‘(])(())%zs;on 2005; Vander Straten et al. 2002; de
. . Barua et al. 2007; Campbell & Johnson 2005; Goon &
A .]S;cylic(z)hdmm dimidiatum (Penz.) B. Sutton & Seow 2002; Vander Straten et al. 2002; Alvarez et al.
y 2000; Gupta et al. 2000;
A Scytalidium hyalinum C.K. Campb. & J.L. Campbell & Johnson 2005; Vander Straten et al. 2002;
Mulder Gupta et al. 2000; Rippon 1988
A | Trichoderma sp. Hilmioglu-Polat et al. 2005
A | Ulocladium botrytis Preuss Romano et al. 2004
A Hilmioglu-Polat et al. 2005

Ulocladium spp.
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Priloha II - Mikroskopické fotografie a morfologie kolonii kultivovanych hub

Obr. 1.2.

Aspergillus sydowii

Obr. 1.1. - zteteln€ biseriatni
konidiogenni buriky; do hn¢da
zbarveny konidiofor

Obr. 1.2. - redukovany typ
konidioforu; konidie s vyrazné
hrubym povrchem

Obr. 1.1
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Obr. 2.2.

Obr. 2.3.

Aureobasidium
pullulans

Obr. 2.1. Retizek chlamydospor, kolem hyalinni konidie
Obr. 2.2. Endokonidie

Obr. 2.3. Kultury po 14 dnech, shora: SI °4, PCA, CzA
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Auxarthron sp.

Obr. 3.1. Askoma, rezave
hnéda retikuloperidie

Obr. 3.2. Pfivések

Obr. 3.3. Askospory
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Beauveria bassiana
Obr. 4.1. Shluk konidiogennich bun&k

Obr. 4.2. Konidiogenni buiika s raphe
zprohybanou na zpisob "cik-cak"

Obr. 4.2.
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FEurotium amstelodami

Obr. 5.1. Viecka uvolnéna z klestothecia
Obr. 5.2. Viecko a askospory

Obr. 5.3. Kulturana CYA
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Obr. 6.3.
Chaetomium funicola
Obr. 6.1. Askoma

Obr. 6.2. Dichotomicky
vétvena séta s drsnym
povrchem

Obr. 6.3. Askospory

Obr. 6.4. Kultury po 7
dnech; vlevo Sl °4,
vpravo PCA
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Obr. 7.1.

Chetomium globosum

Obr. 7.1. Askoma

Obr. 7.2. Kultury po 7 dnech, nahoie
S1°4, dole PCA

Obr. 7.3. Stocené séty a askospory

Obr. 7.3.
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neurCeny "coelomycet"

Obr. 8.1. Konidie 2-3bunécné

Obr. 8.2. Konidiogenni buriky

Obr. 8.3. Kolonie na SI °4 a PCA po tydnu
Obr. 8.4. Tytéz kolonie po dalSich 2 tydnech
pod UV-zafenim; tvorba stromat
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