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ABSTRACT. Nail plate susceptibility to Scopulariopsis brevicaulis infection. Experimental Scopula-
riopsis brevicaulis infection of toe and finger nails collected from 79 persons of both sexes and at
various age is presented. Crumbled nail fragments were incubated with a S. brevicaulis strain
isolated from toenail acauliosis. The culture was inspected and evaluated under light microscope
after seven days of incubation. Hyphe intensively penetrating nail fragments were found in 67.1%
of toenails and 38% of fingernails. The infection was most intensive in the nails collected from
males and elderly persons.
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WSTEP

W zakazeniach czlowieka grzybami plesniowymi, ktére sa wszechobecne
w srodowisku czlowieka, duze znaczenie odgrywa stan jego odpornosci oraz
wielkos¢ ekspozycji organizmu na grzyby plesniowe. Najwicksze stezenie
grzybow plesniowych spotyka si¢ w kurzu i w miejscach rozkladajacej sie
materii organicznej. Zakazenia paznokci moga byé wywolane przez rézne
gatunki grzybow plesniowych, zwlaszcza jako procesy wtérne po uszkodzeniu
plytki, powstalym w wyniku urazu lub innej choroby. Plesnica paznokci to
schorzenie ludzi starszych, cierpiagcych na zaburzenia krazenia, zylaki, schorze-
nia ortopedyczne w zakresie stop oraz cukrzyce. Czynnikami etiologicznymi
plesnicy paznokci sa najczesciej grzyby z rodzaju Scopulariopsis, Aspergillus,
Alternaria i Chaetomium (Ramani i wsp. 1993; Chang i Logemann 1994;
Maleszka 1994, 1998; Baran 1998).

Scopulariopsis brevicaulis jest czgsto znajdowany w glebie i/lub jako saprofit
roslin, w piorach ptakow, we wlosach ssakow oraz w ludzkich paznokciach.
Jego rola w patogenezie grzybicy paznokci jest sprawa kontrowersyjna. Moze
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on byé¢ pierwotnym czynnikiem etiologicznym grzybicy paznokci lub wtornym
atakujacym w wyniku wczesniejszego urazu czy tez istniejacej choroby
paznokci, np. zakazenia dermatofitami (Plomer-Niezgoda 1997, Filipello
Marchisio i wsp. 2000, Filipello Marchisio i Fusconi 2001).

Celem pracy byla ocena podatnosci na zakazenie grzybem plesniowym S.
brevicaulis opitkow paznokciowych stop i rak, pochodzacych od 0sob w roz-
nym wieku i obojga plci, za pomoca opracowanej przez nas metody zakazania
w laboratorium (ex vivo).

MATERIAL I METODY

Material do badan pochodzit od 79 zdrowych oséb (45 kobiet i 34
mezczyzn) w wieku od 6 do 86 lat, ktore nie stosowaly lekow przeciw-
grzybiczych. Fragmenty plytek paznokciowych rak i stop przed zakazeniem
byly rozdrabniane na czgsci o wymiarach okoto 1 x 1 mm; nastgpnie pod-
dawano je procesowi sterylizacji w autoklawie w temperaturze 121°C przez 15
minut. Do zakazania opitkbw paznokciowych uzywano jednego szczepu S.
brevicaulis, wyizolowanego z paznokcia palucha pacjenta z objawami klinicz-
nymi grzybicy paznokci stop. Inokulum stanowila zawiesina 5 x 107 form
tworzacych kolonie, uzyskana w wyniku roztarcia hodowli grzybow w moz-
dzierzu do tkanek. Zakazanie wywolywano dodajac po 0,3 ml inokulum do
wyjalowionych, rozdrobnionych fragmentéw paznokci w probowkach. Inkuba-
cj¢ przeprowadzano w temp. 27°C przez 7 dni. Efektywnos¢ zakazenia
oceniano na podstawie preparatow rozjasnionych roztworem o skladzie: 20 ml
DMSO, 10 g KOH, 2,5 ml gliceryny, 30 ml wody destylowanej. Do przygoto-
wania preparatow uzywano fragmentoéw opitkow paznokciowych, ktore zo-
staly bardzo dokladnie przeptukane (dwukrotnic w soli fizjologiczne] na
wytrzasarce) w celu usunigcia ewentualnej powierzchniowej hodowli grzyba.
Ocena mikroskopowa polegala na wykazaniu obecnosci nitek grzybni wras-
tajacych do fragmentéow plytki paznokciowej lub braku ich obecnosci (—).
Intensywno$¢ zakazenia oceniano w skali od (+) do (+ + +): stabe (+)
— pojedyncze wrastajace nitki; srednie (+ +) — liczniejsze nitki wrastajace do
powierzchni opitka; intensywne (++ +) — bardzo liczne nitki grzybni.
Uzyskane wyniki dokumentowano wykonujac w Pracowni Mikroskopii AGH
w Krakowie zdjgcia pod mikroskopem elektronowym skaningowym wy-
branych paznokci oraz badanego szczepu z hodowli

WYNIKI

Sposrod 79 oséb, od ktorych pobrano opilki paznokciowe, w grupie do 24
lat znalazlo si¢ 35 osob, w grupie od 25. do 59. r. zycia — 27 osOb oraz
w grupie od 60. r. Zycia — 17 os6b. W Tabeli 1 przedstawiono wyniki
podatnosci plytek paznokciowych rak na zakazenie S. brevicaulis w zaleznosci
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Tabela 1. Podatnos¢ ptytek paznokciowych rgk na zakazenie S. brevicaulis w roéznych grupach
wiekowych

Intensywno$§¢ zakazenia paznokci

Wiek Ogolem (liczba przypadkow)
- + ++ +++
< 24 2 9 14 10 . 35
25-59 1 5 11 10 27
= 60 0 0 7 10 17
Ogolem 3 14 32 30 79
Y% 4,79 17,7 40,5 380 100

od wicku badanych. W grupie najmiodszych, do 24. r. zycia, w dwdch
kulturach, zas w grupie pomigdzy 25. a 59 lat w jednej kulturze nie doszlo do
zakazenia paznokci rak, natomiast w grupie najstarszych od 60. r. Zzycia
wszystkie paznokcie rak ulegly zakazeniu i to co najmniej sredniemu (+ +).
Zwraca uwage duza liczba paznokci zakazonych érednio (+ +) w grupie
najmiodszych, bo 14 na 35 badanych, co stanowi 40% tej grupy. Zakazeniu
intensywnemu uleglo po 10 paznokci w kazdej grupie.

W Tabeli 2 przestawiono podatnos¢ plytek paznokciowych stép na
zakazenie S. brevicaulis w roznych grupach wiekowych. Wszystkie objete
badaniami fragmenty plytek paznokciowych ulegly zakazeniu. W grupie
najmiodszych (do 24. r. zycia) najwigcej bylo paznokci zakazonych intensywnie
i $rednio — odpowiednio 20 i 9. W grupie najstarszych (17 osob) najwigcej
paznokci (15 hodowli) uleglo zakazeniu intensywnemu, tylko w pozostatych
2 hodowlach z tej grupy zakazenie bylo srednie.

Tabela 2. Podatno$¢ plytek paznokciowych stop na zakazenie S. brevicaulis w roznych grupach
wiekowych

Intensywno$é zakazenia paznokci

Wiek Ogoélem (liczba przypadkow)
- + ++ + 4+
< 24 0 6 9 20 35
25-59 0 2 7 18 27
> 60 0 0 2 15 17
Ogolem 0 8 18 53 79
% 0 10,1 228 67,1 100

Zbiorcze wyniki podatnosci paznokci rak i stop u 79 badanych przed-
stawiono w wartosciach odsetkowych na Rys. 1. Zwraca uwage wicksza
podatnos¢ plytek paznokciowych stop na zakazenie S. brevicaulis. Wszystkie
paznokcie stop ulegly zakazeniu, przy czym w 67,1% zakazeniu intensywnemu,
w 22,8% sredniemu i w 10,1% stabemu. Natomiast paznokcie rak w 4,79% nie
ulegly zakazeniu, najwigcej, bo w 40,5% — s$redniemu i w 38% — intensyw-
nemu.
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Na Rys. 2 przedstawiono podatnosc plytek paznokciowych rak na zakaze-
nie S. brevicaulis w zaleznosci od plci. Wszystkie paznokcie pobrane z rak
mezczyzn ulegly zakazeniu, najczesciej, w 44,1% — intensywnemu i w 29,4%
— Sredniemu. Paznokcie rak kobiet zakazone byly w $rednim stopniu az
w 48,9% kultur, w 33,3% ulegly zakazeniu intensywnemu, natomiast w 6,67%
w ogole nie ulegly zakazeniu.
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Rys. 2. Podatnos¢ plytek paznokciowych rak na zakazenie S. brevicaulis w zaleznosci od pici.
K — kobiety, M — mezczyzni
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Rys. 3. Podatnoé¢ plytek paznokciowych stop na zakazenie S. brevicaulis w zaleznosci od pici.
K — kobiety, M — mezczyZni

Na Rys. 3 zbiorczo przedstawiono podatno$é plytek paznokciowych stép
na zakazenie S. brevicaulis w zalezno$ci od plci. Wszystkie paznokcie stop
mezczyzn ulegly zakazeniu, przy czym w bardzo wysokim odsetku — 85,3%
— bylo to zakazenie intensywne. Tylko 8,82% paznokci uleglo Sredniemu
i 5,88% stabemu zakazeniu. Paznokcie stop kobiet rowniez wszystkie ulegly
zakazeniu, najczesciej intensywnemu — 53,3% i Sredniemu — 33,3%.

Na Rys. 4 przedstawiono obrazy badanego szczepu S. brevicaulis z hodowli.
Natomiast na rysunkach 5, 6 i 7 paznokcie stop i rak zakazone szczepem S.
brevicaulis.

DYSKUSJA

Wsrod grzybéw plesniowych, w strefie klimatu umiarkowanego, istotne
znaczenie jako potencjalne czynniki etiologiczne grzybic, uznawane sa przede
wszystkim grzyby z rodzaju Aspergillus oraz nastgpne w kolejnosci z rodzaju
Scopulariopsis, z najwazniejszym gatunkiem S. brevicaulis wywotujacym akau-
lioze paznokci. Oprdcz paznokei, grzyby te sporadycznie moga atakowac inne
tkanki. W pismiennictwie opisano przypadek grzybiczego zapalenia rogowki
wywolany przez S. brevicaulis (Del Prete i wsp. 1994). Znane sa réwniez
glebokie infekcje skorne (Creus i wsp. 1994, Bruynzeel i Starink 1998) oraz
zapalenie wsierdzia zwiazane z kolonizacja przez S. brevicaulis sztucznych
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Rys. 5. Paznokcie rak zakazone intensywnie. Powigkszenie 150x
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Rys. 7. Paznakcie stop zakazone intensywnie. Powigkszenie 1000x
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zastawek serca (Gentry i wsp. 1995, Migrino i wsp. 1995). Najczgsciej te
inwazyjne grzybice wystgpuja u pacjentéw z obnizona opornoscia (Neglia
i wsp. 1987).

Istnieje szereg doniesien w literaturze, ktére sugeruja zaleznosé pomiedzy
aktywnoscia biochemiczna poszczegdlnych grzybow, a ich patogennoscia.
Powierzchnia nablonka zywiciela stanowi gléwna przeszkode dla biernego
wnikania grzybow (Plomer-Niezgoda 1997, Filipello Marchisio i wsp. 2000,
Filipello Marchisio i Fusconi 2001). Wydaje si¢, ze ich wnikanie jest uzalez-
nione od enzymatycznego rozkladu makroczasteczek powierzchniowych, w tej
liczbie rowniez keratyn. Znajdujace si¢ w skorze, wlosach i paznokciach
a-keratyny sa bardzo odporne na rozkladanie przez drobnoustroje, poniewaz
ich facuchy polipeptydowe sa ciasno upakowane w postaci a-helix i polaczone
mostkami dwusiarczkowymi. Mozna wigc przypuszczaé, ze aktywnosé kerato-
lityczna drobnoustroju warunkuje jego wirulencje. Dotychczas nie ma przeko-
nujacych dowodéw na istnienie silnej aktywnosci keratolitycznej u grzybow S.
brevicaulis, natomiast dzialanie takie zostalo wykazane u innych gatunkow
z rodzaju Scopulariopsis (Filipello Marchisio i Fusconi 2001). Nalezy jednak
rozrozni¢ dwa rodzaje drobnoustrojéw kolonizujacych substrat keratynowy.
Postacie keratynolityczne maja zdolnoéé trawienia o-keratyny, natomiast
postacie keratynofilne potrafia zuzytkowaé jedynie substancie wystepujace
w naturalnych warunkach razem z keratynami, badz bedace produktem ich
rozkladu. U S. brevicaulis wykazano obecnosé dwoch proteaz zewnatrzkomor-
kowych, zdolnych do degradacji bialek, nie bedacych keratyna. Proteazy te
jednak nie sa w stanie rozerwaé¢ mostkéw dwusiarczkowych w keratynie, co
Jest pierwszym krokiem w procesie jej rozkladu. Z medycznego punktu
widzenia, wykazanie dzialania keratolitycznego niektorych szczepow S. brevi-
caulis, obojetnie w jakim stopniu skutecznego, pozwala uznaé ten drobnoustroj
za patogen pierwotny, zdolny do przelamania barier nablonkowych i wykorzy-
stania keratyny jako zrodla wegla, azotu i siarki (Filipello Marchisio i wsp.
2000).

Nasze dotychczasowe badania, prowadzone od 1972 roku nad flora
mikologiczna izolowana z paznokci pacjentéw zglaszajacych si¢ z powodu
zmian klinicznych plytek paznokciowych, wykazaly zmniejszanie si¢ liczby
przypadkow akauliozy paznokci. O ile w latach 70. i 80. stwierdzano obecnosé
tych grzybéw w paznokciach stop mezezyzn w 19,6%, a u kobiet 17,3%, o tyle
w latach 90. odsetki te wynosity odpowiednio 8,19% i 6,35%. Podobny spadek
izolacji grzybow S. brevicaulis zaobserwowano w przypadku paznokci rak.
Przed ponad 20 laty izolowano je od me¢zczyzn w 10,1%, a od kobiet w 5,78%,
natomiast w ostatnim dziesigcioleciu tylko w 1,55% z paznokci rak mezczyzn
i w 1,29% z paznokci ragk kobiet. W tym samym okresie zanotowano wzrost
zakazen paznokci wywolanych przez dermatofity i grzyby z rodzaju Aspergillus
(Macura i wsp.1984, Macura i Pawlik 1998).
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Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze plytki paznok-
ciowe stop sa bardziej podatne na zakazenie S. brevicaulis, anizeli paznokcie
rak. Intensywnemu zakazeniu uleglo 67,1% paznokci stop i 38% rak. Wszyst-
kie kultury paznokci stop ulegly zakazeniu, natomiast 4,79 paznokci rak
w ogole nie ulegto zakazeniu. Réwniez obserwacje kliniczne i epidemiolo giczne
potwierdzaja, ze S. brevicaulis jest czgéciej izolowany z opitkow paznokciowych
stop. Wykazano tez, ze plytki paznokciowe osob starszych latwiej ulegaja
zakazeniu, anizeli 0sob mlodych. Podobnie réznice zaobserwowano w zalezno-
sci od pici 0s6b od ktorych pochodzily paznokcie. Wyisza podatnosé na
zakazenie plytek paznokciowych S. brevicaulis stwierdzono u mezczyzn, i to
zarowno dla rak, jak i dla stop — ze szczegllnie zaznaczong rdznica
w przypadku plytek paznokciowych stop. Paznokcie stop mezczyzn ulegaly
intensywnemu zakazeniu az w 85,3%. Z danych z literatury oraz wlasnych
obserwacji wynika, ze akaulioza dotyczy przede wszystkim paznokci paluchow
stop, najczesciej atakujac je u os6b starszych (Macura i wsp. 1984, Ramani
1 wsp. 1993, Baran 1998, Maleszka 1998).

Przeprowadzone badania zakazania plytek paznokciowych w warunkach
laboratoryjnych jednym szczepem S. brevicaulis pozwolilo na oceng podatnosci
na zakazenie paznokci pochodzacych od réznych osob. W naszych dotych-
czasowych badaniach prowadzonych nad wrazliwoscia paznokci na zakazenie
dermatofitem Trichophyton mentagrophytes (Macura i Pawlik 2001) oraz
grzybem plesniowym Aspergillus flavus (Macura i Pawlik 2002) otrzymalismy
duze roéznice w podatnosci. Dermatofit wnikal w glab paznokcia, dajac
intensywne zakazenie wraz z destrukcja paznokcia, natomiast szczep A. flavus
zakazal opilki paznokciowe §rednio lub stabo, zdecydowanie stabiej niz S.
brevicaulis. Jest to o tyle interesujace, ze czgéciej z materialow klinicznych
izoluje si¢ grzyby z rodzaju Aspergillus niz Scopulariopsis. Wydaje sie, ze
roznica ta wystapita dlatego, iz gatunkiem bardziej patogennym i najczesceiej
izolowanym ze zmian klinicznych jest niebadany przez nas Aspergillus Sfumiga-
tus (Plomer-Niezgoda 1997).
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