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Fungi of the genus Scopulariopsis - ill-defined human pathogens

Abstract: The genus Scopulariopsis accommodates more than 30 species of mitosporic moulds. Their natural habitat is the soil, where they
live as saprophytes and are involved in the decomposition of organic matter. However, some members of the Scopulariopsis genus may
cause opportunistic infections in humans. Superficial skin lesions and onychomycosis in particular are the most predominant clinical
manifestations. Much rarer are subcutaneous, deep tissue and disseminated infections, most of which occur in immunocompromised
individuals and are associated with high mortality. Treatment of Scopulariopsis infections is difficult and usually empirically-based, one
reason for this being resistance of Scopulariopsis spp. to a broad spectrum of antifungal agents. Identification of pathogenic Scopulariopsis
spp. still largely relies on the phenotype-based methods, employing both morphological and biochemical criteria. These methods require
highly qualified personnel and are usually considered as slow and laborious, often leading to misidentification. Therefore, molecular
diagnostic methods are preferred, since they provide rapid, high-throughout, unambiguous and highly specific identification of fungal
pathogens. Earlier attempts to develop assays for detecting Scopulariopsis spp. resulted in limited success. These assays, almost exclusively
based on the hypervariable regions of the large subunit (LSU) rRNA, often produce inconclusive results and, more importantly, lack
specificity, being unable to discriminate between different Scopulariopsis spp. Hence, currently available molecular methods do not allow
inter- and intra-species differentiation of Scopulariopsis fungi.
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1. Wprowadzenie

W ostatnich latach obserwuje si¢ wyrazny wzrost
czestosci zakazen grzybami w populacji ludzkiej. Doty-
czy to przede wszystkim grzybic oportunistycznych,
tzn. wywolywanych przez grzyby, ktére wspoltworza
tizjologiczna mikrobiote czlowieka lub bytuja w $rodo-
wisku naturalnym jako saprotrofy, a ktore w pewnych
warunkach (gl. depresji ukladu immunologicznego)
nabierajg cech patogennych i wywoluja objawowe zaka-
zenia. Przyczyn rosnacej liczby grzybic oportunistycz-
nych nalezy szuka¢ m.in. w powigkszajacej si¢ grupie
chorych z uposledzong, w réznym stopniu, odpornos-
cig komorkows lub humoralna. To z kolei ma zwigzek
z coraz czg$ciej notowanymi chorobami nowotwo-
rowymi, zakazeniami bakteryjnymi i wirusowymi, ale
takze coraz czgstszym wykonywaniem inwazyjnych
zabiegdw medycznych, czy stosowaniem agresywnych
metod terapii.

Patogeny oportunistyczne z rodzajow Candida,
Cryptococcus i Aspergillus s3 najczestszymi czynnikami
etiologicznymi zakazen grzybiczych u ludzi. Coraz cz¢$-
ciej opisuje si¢ jednak przypadki grzybic wywotane
przez grzyby uwazane jeszcze do niedawna za nie-
patogenne. Mikroorganizmy te okreslane sg obecnie
angielskim terminem ,,emerging pathogens”. Do grupy
tej naleza grzyby z rodzaju Scopulariopsis, ktérego cha-
rakterystyka jest tematem niniejszego artykutu.

2. Pozycja taksonomiczna

Grzyby z rodzaju Scopulariopsis naleza do grzybow
strzepkowych, wytwarzajacych strzepki przejrzyste
(hyaline moulds) lub ciemnopigmentowe (dematia-
ceous moulds). Tradycyjna systematyka zalicza rodzaj
Scopulariopsis do rodziny Microascaceae, rz¢du Micro-
ascales, podklasy Hypocreomycetidae, klasy Sordario-
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mycetes, podtypu Pezizomycotina, typu Ascomycota
w krolestwie Fungi [58].

Rodzaj Scopulariopsis liczy kilkadziesiat gatunkow'.
Jednym z pierwszych wykrytych gatunkéw byl Scopu-
lariopsis brevicaulis (Sacc.) Bainier (gatunek typowy
dla rodzaju), opisany przez Saccardo w 1882 roku jako
Penicillium brevicaule. Nazwa P, brevicaule Sacc. (1882),
a takze nazwy Monilia penicillioides Delacr. (1897),
P, brevicaule var. hominis Brumpt & Langeron (1910),
Acaulium insectivorum Sopp (1912) sa synonimami
nazwy S. brevicaulis [58].

Nazwa rodzajowa Scopulariopsis okresla postaé
grzyba rozmnazajaca sie bezplciowo (posta¢ anamor-
ficzna) za pomoca jednokomorkowych zarodnikow
(amerokonidia) wytwarzanych przez wyspecjalizowane
komorki zwane annelidami. Dla niektorych gatunkéw,
tj. S. brevicaulis, S. candida, S. cinerea, S. paisii®, S. soppii,
S. trigonospora opisano formy rozmnazajace si¢ plciowo
(formy teleomorficzne), wytwarzajace zarodniki wor-
kowe (askospory). Postacie te zaklasyfikowano do
rodzaju Microascus, tj. kolejno: Microascus brevicaulis,
M. manginii, M. cinereus, M. cirrosus, M. soppii, M. tri-
gonosporus var. trigonosporus [58].

W dostepnej literaturze niewiele jest informa-
cji dotyczacych filogenetyki i ewolucji tych grzybow.
Badaniom filogenetycznym grzybow z rodzaju Scopu-
lariopsis poswiecono jak dotad tylko jedno wnikliwe
opracowanie. Issakainen i wsp. [37] podjeli
probe ustalenia pokrewienstw genetycznych w obre-
bie rodzaju Scopulariopsis (9 gatunkéw Scopulario-
psis 1 14 gatunkdéw Microascus), w oparciu o analizg
sekwencji (350 pz) w obrebie duzej podjednostki rDNA.
Wykazano wowczas, ze wigkszo$¢ patogennych gatun-
kéw (m.in. S.asperula, S.flava, S.fusca, S.koningii,
S. brevicaulis) tworzy wspolng grupe (klad), arbitralnie
nazwang MmC (Microascus manginii Clade).

3. Morfologia

Kolonie Scopulariopsis w zaleznosci od gatunku
moga miec¢ barwe biala, ptows, brazowa lub czarna. Sa
puszyste, aksamitne, nieco sznurowate. Nie wytwarzaja
synnemata. Konidiofory (struktury zarodnikotworcze)
sa proste, krotkie, czesto rozgalezione, jasne. Komorki
zarodnikotworcze (annelidy) majg ksztalt amputkowaty

! Rézne zrédla podaja rézng liczbe gatunkéw opisanych
w rodzaju Scopulariopsis. W bazie Mycobank [58] nazwie Scopu-
lariopsis przypisano 93 powigzane rekordy, ktérym odpowiadaja
93 rozne nazwy gatunkowe, z czego czg$¢ oznaczonych jest jako
niewazna. Sandoval-Denis iwsp.[70] przywoluja natomiast
liczbe okoto 40 zatwierdzonych gatunkéw.

2 Wedtug bazy Mycobank [58] obecna nazwa to Torula paisii
(teleomorfa: Microascus cirrosus), ale nazwa S. paisii jest dla niej
synonimem.

do cylindrycznego i wydltuzaja si¢ z pierscieniowatymi
strefami, na ktorych wytwarzane s zarodniki. Moga
wystepowac¢ pojedynczo lub w skupiskach, na szczy-
cie konidioforu, a takze na niewyspecjalizowanych
strzepkach. Zarodniki sg kuliste, jajowate, maczugo-
wate, w ksztalcie pocisku, $cigte u podstawy, gtadko-
$cienne, kropkowane lub brodawkowate, przejrzyste
lub jasnobrazowe. Ukladajg si¢ w suche, bazypetalne
tancuchy [3, 21, 47].

Gatunek typowy - S. brevicaulis, bedacy réwno-
cze$nie najczestszg przyczyng zakazen u ludzi, tworzy
poczatkowo kolonie bialawe, ktére szybko przybieraja
barwe orzechows, rézowobrazowg lub zéttawobra-
zowg. W $rodku kolonii moze powstawac kepka bia-
tych strzepek. Sg puszyste lub filcowate (rys. 1A). Spod
kolonii moze by¢ plowy, kremowy lub brazowawy
(rys. 1B). Annelidy wystepujg na szczycie odgalezien
konidioforu lub na niewyspecjalizowanych strzep-
kach, pojedynczo lub w skupiskach przypominaja-
cych szczotke. Sa cylindryczne, z lekko nadeta pod-
stawa. Zarodniki sg potprzejrzyste, kuliste, owalne lub
w ksztalcie pocisku. Maja $cieta podstawe i zwykle sa
szorstkoscienne. Tworzg lancuchy (rys.2). U teleo-
morfy (M. brevicaulis) mozna zaobserwowac¢ owocniki
workowe o typie perytecjum, ktore sg kuliste, z krotka
szyja, porowate, czarne. Wewnatrz owocnikow znajduja
sie okraglawe worki zawierajace po 8 askospor. Zarod-
niki workowe sg szerokie, nerkowate, gladkoscienne,
w skupiskach pomaranczowe [3, 21, 47]°.

4. Wystepowanie

Grzyby nalezace do rodzaju Scopulariopsis izo-
lowano m.in. z gleby [64, 83], powietrza (zardwno
wewnatrz budynkéw jak i na zewnatrz) [1, 53], wody
(4], a takze z réznych produktéw spozywczych, jak
ziarno [68] czy orzechy [25]. Grzyby Scopulariopsis
kolonizujg réwniez zwierzeta i ludzi, zwlaszcza tkanki
zawierajgce keratyne - pidra, rogi, kopyta, skore,
paznokcie, wlosy [7, 45, 52].

Gatunki Scopulariopsis wystepuja kosmopolitycznie.
Izolowano je m. in. w réznych krajach europejskich,
w Afryce, Azji, Ameryce Poltudniowej [7, 25, 60, 65].

5. Znaczenie w medycynie czlowieka

Do niedawna grzyby z rodzaju Scopulariopsis trak-
towano jedynie jako potencjalny czynnik etiologiczny
dermato- i onychomykoz. Obecnie grzyb ten zaliczany

* Morfologia poszczegdlnych gatunkéw Scopulariopsis, zwlasz-
cza wyglad makroskopowy kolonii, zalezy w duzej mierze od zasto-
sowanego podtoza hodowlanego.
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Rys. 1. Kolonie Scopulariopsis brevicaulis na podtozu CYA (Czapek Yeast Agar) widziane od géry (A) i spodu (B).
Fot. Magdalena Skoéra

Rys. 2. Konidiofory Scopulariopsis brevicaulis z szorstko$ciennymi,
$cigtymi u podstawy zarodnikami. Fot. Magdalena Skora

jest do tzw. ,,emerging pathogens” — nowo wylaniajacych
sie patogenow, zdolnych do wywolania takze powaz-
nych zakazen podskornych i glebokich.

Grzyby Scopulariopsis s3 organizmami oportuni-
stycznymi, powodujacymi zakazenia przede wszystkim
u 0s6b, u ktérych wystapi czynnik sprzyjajacy okreslo-
nej postaci grzybicy. Wiekszos¢ gatunkow Scopula-
riopsis zaliczana jest do I. klasy bezpieczenstwa pracy
z mikroorganizmami (BSL-1), niektdre natomiast,
w tym S. brevicaulis, do klasy II. (BSL-2) [21].

Opisano przypadki zakazen wywolane przez S. acre-
monium, S. americana, S. brevicaulis, S. brumptii, S. can-
dida, S. flava, S. fusca, S. hominis, a takze przez teleo-
morfy gatunkéw S. cinerea, S. paisii i S. trigonospora
czyli M. cinereus, M. cirrosus i M. trigonosporus [36, 59,
70]. Gatunkiem Scopulariopsis najczesciej identytiko-
wanym jako przyczyna zakazen u ludzi jest S. brevicau-
lis. Grzybice wywolane przez inne gatunki Scopulariop-

sis opisywane sg kazuistycznie. W jednej z nielicznych
prac dotyczacych epidemiologii zakazen Scopulario-
psis, autorstwa Issakainen iwsp. [36], poswieconej
wystepowaniu Scopulariopsis i Scedosporium w préb-
kach paznokci i skdry, autorzy na podstawie danych
uzyskanych z dwéch wiodacych finskich laboratoriow
wykazali, ze za 80% przypadkow zakazen Scopulario-
psis odpowiedzialny byl gatunek S. brevicaulis, za 10%
S. candida, a za 5% S. fusca. Pozostate 5% przypadkow
zakazen spowodowane bylo m. in. przez S. acremonium,
S. brumptii i teleomorfy z rodzaju Microascus.

5.1. Grzybice skory i paznokci

Zakazenia wywolane przez przedstawicieli Scopula-
riopsis zazwyczaj dodytcza tkanek bogatych w kreatyne.
Grzybice skdrne majg r6zng lokalizacje (m.in. konczyny
gorne i dolne, tulow [36]), ale wystepuja sporadycznie,
natomiast onychomykozy o etiologii Scopulariopsis sa
jednymi z najczestszych postaci plesnic paznokei [8,
10, 27, 56, 57]. Grzyby Scopulariopsis odpowiadajg za
okoto 1-5% wszystkich grzybic paznokci [36] i okoto
1-10% onychomykoz wywotanych przez grzyby ple-
$niowe [48]. Opisuje si¢ zaréwno dalsza i boczna ony-
chomykoze podpaznokciowg (DLSO - distal and lateral
subungual onychomycosis), jak i blizszg onychomykoze
podpaznokciowg (PSO - proximal subungual onycho-
mycosis) [36, 48, 82]. Zmiany chorobowe zwykle doty-
czg paznokci stop i najczesciej ograniczone sg jedynie
do paznokcia palucha. Zakazenia paznokci rak opisy-
wane sg bardzo rzadko [36, 57].

Zakazenia skory i paznokci grzybami z rodzaju Sco-
pulariopsis moga dotyczy¢ zaréwno oséb w immunosu-
presji, jak i immunokompetentnych. Immunosupresja
jest wymieniana jako czynnik predysponujgcy do grzy-
bicy paznokci spowodowanej przez Scopulariopsis 36,
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56], ale brak badan ktére wskazywalyby, ze zakazenia
te rzeczywiscie czesciej wystepuja u 0sdb z uposledzona
odpornoscia niz u pacjentéw ze sprawnym systemem
immunologicznym. Czynnikami sprzyjajacymi zaka-
zeniom powierzchniowym Scopulariopsis sa takze:
uszkodzenie plytki paznokciowej i skory, inne scho-
rzenia dermatologiczne (np. luszczyca), a takze cho-
roby ogoélnoustrojowe jak cukrzyca [36, 56]. Ponadto
grzybice paznokci o etiologii Scopulariopsis wystepuja
cze$ciej u 0s6b w wieku $rednim i podesztym, a takze
u 0sob z zaburzeniami krazenia, zwlaszcza w konczy-

nach dolnych [80].
5.2. Inne postacie zakazen

Grzyby z rodzaju Scopulariopsis, kiedy$ uwazane
jedynie za nieszkodliwe saprotrofy lub czynniki etio-
logiczne wylacznie grzybic paznokci, dzisiaj moga sta-
nowic realne zagrozenie dla zdrowia i Zycia cztowieka.
W literaturze medycznej mozna znalez¢ opisy przypad-
kow zakazen Scopulariopsis dotyczace m.in. nastepuja-
cych lokalizacji: rogowki [51], wnetrza gatki ocznej [5],
siatkowki i naczyniowki [79], ucha [9], zatok [28], jamy
szczgkowej [67], przegrody nosowej [39], mdzgu [33],
pluc [72], oskrzeli [89], wsierdzia [42], a takze grzybic
rozsianych [85].

Grzybice tkanek nieskeratynizowanych spowodo-
wane przez Scopulariopsis spp. wystepuja zazwyczaj
u o0sob z istotnym czynnikiem predysponujacym do
tego typu zakazen, czyli gléwnie z zaburzeniami immu-
nologicznymi lub po inwazyjnych zabiegach leczni-
czych. Odnotowywano je m.in. u pacjentéw z biatacz-
kami [89], chloniakami [46], chorych na AIDS [73],
po transplantacjach [87], chemioterapii [28], wszcze-
pieniu sztucznych zastawek serca [42], a takze u 0s6b
z cukrzycy [38].

6. Diagnostyka zakazen

W Kklasycznej diagnostyce mykologicznej, opartej
na analizie cech fenotypowych, identyfikacja grzybow
Scopulariopsis opiera si¢ przede wszystkim na ocenie
wygladu kolonii wyrostych na okreslonych podlozach
hodowlanych oraz szczegétéw morfologicznych koni-
dioforéw, komoérek zarodnikotworczych i zarodnikéow,
obserwowanych w obrazie mikroskopowym. Klucze do
oznaczania wazniejszych gatunkow Scopulariopsis na
podstawie ich morfologii dostepne sa w atlasach grzy-
béw o znaczeniu klinicznym [3, 21, 47]. Nalezy mie¢
jednak na uwadze, ze metody te, z powodu podobien-
stwa morfologii réznych grzybéw, moga dawa¢ nie-
jednoznaczne wyniki. Co wigcej, wymagaja pozyskania
kultury drobnoustroju i przez to sa wydtuzone o czas
trwania hodowli (od kilku dni do nawet kilku tygo-

dni). Dlatego coraz czesciej zwraca si¢ ku metodom
molekularnym, ktore pozwalaja na znaczne skrdcenie
procedury diagnostycznej i umozliwiaja wiarygodna
identyfikacje czynnika zakaznego juz na wczesnym
etapie choroby.

Metody molekularne stosowane w diagnostyce i epi-
demiologii zakazen grzybiczych oparte sa, w ogromne;j
wigkszosci, na analizie polimorfizmu wybranych marke-
réw genetycznych, tj. unikalnych sekwencji DNA, specy-
ficznych dla rodziny, rodzaju, gatunku, a nawet szczepu.
Regionami skupiajacymi najwiecej sekwencji wykorzy-
stywanych w funkcji markeréw genetycznych w diagno-
styce i taksonomii grzybow, w tym takze grzybow ples-
niowych, sg operony rDNA. Zlokalizowane s3 tu geny
kodujace elementy strukturalne (rRNA) malej (SSU
- small subunit) i duzej (LSU - large subunit) podjed-
nostki rybosomu oraz rozdzielajace je tzw. wewnetrzne
sekwencje niekodujace (ITS - internal transcribed spa-
cer) (rys. 3). Najwigksze znaczenie dla diagnostyki mole-
kularnej grzybic majg regiony ITS, gdyz charakteryzuja
sie duza zmiennos$cig miedzygatunkowa. W identyfi-
kacji gatunkowej oceniana jest tez nierzadko warian-
tywnos¢ regionu blizszego koncowi 5” genu kodujgcego
rRNA (28S) duzej podjednostki, w ktérym zawierajq si¢
trzy zmienne domeny (D1, D2, D3).
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Rys. 3. Schemat organizacji operonu rDNA

Wiekszos¢ metod molekularnych stosowanych
w diagnostyce grzybow chorobotworczych, opartych
o analize operonu rDNA, faczy uzycie fancuchowe;j
reakcji polimeryzacji (PCR). Technika PCR umozliwia,
przy odpowiednio zaprojektowanych starterach, ampli-
fikacje dowolnych sekwencji DNA, specyticznych dla
okreslonych taksondw grzybéw. Poszczegolne metody
diagnostyki molekularnej réznig si¢ przede wszystkim
sposobem analizy otrzymanego produktu PCR. Polega
ona zwykle na ustaleniu jego wzoréw restrykcyjnych
(technika PCR-RFLP - restriction fragment length poly-
morphism), hybrydyzacji ze specyficznymi sondami
i ostatnio, coraz czesciej, oznaczeniu jego sekwencji
nukleotydowej (PCR-sequencing). Metody te, w rozny
sposob modyfikowane, s3 z powodzeniem stosowane,
nierzadko w formie komercyjnych zestawéw diagno-
stycznych, do wykrywania i identyfikacji drozdzy
i grzybéw drozdzopodobnych [50, 66, 71, 23], grzybow
dimorficznych [49], dermatofitow [40, 88] oraz nie-
ktorych grzybow plesniowych, gléwnie z rodzajow Asper-
gillus i Penicillium [14, 22, 32, 35]. Co wiecej, znane s3
metody pozwalajace na réwnolegty detekcje grzybow
reprezentujacych niekiedy bardzo odlegle grupy takso-
nomiczne. Przy tym oznaczenie do gatunku mozliwe



48 MAGDALENA SKORA, JACEK BIELECKI, MALGORZATA BULANDA, ANNA BARBARA MACURA, TOMASZ JAGIELSKI

jest dzigki analizie sekwencyjnej lub zastosowaniu
technologii mikromacierzy DNA [6, 76, 86]. Ogromna
zaletg wielu sposréd przywolanych wyzej metod jest
mozliwos¢ ich stosowania bezposrednio w materiale
klinicznym, co w istotny sposdb skraca czas trwania
postepowania diagnostycznego [6, 23, 76, 86, 88].

W literaturze przedmiotu, dane dotyczace diagno-
styki molekularnej grzybow z rodzaju Scopulariopsis
sa niezwykle skape. Jednoczesnie brak jakichkolwiek
informacji na temat technik genetycznych umozliwia-
jacych réznicowanie poszczegolnych gatunkéw w obre-
bie rodzaju, a tym bardziej réznicowanie wewnatrzga-
tunkowe (na poziomie szczepow). Wérdd nielicznych
prac z zakresu molekularnej diagnostyki réznicowej
zakazen grzybiczych, w ktérych wymieniane sg grzyby
z rodzaju Scopulariopsis, jedng z najwczesniejszych jest
opracowanie Sandhu iwsp. [69], gdzie przy uzyciu
uniwersalnych starteréw wykrywano zmienny region
genu 285 rDNA w genomie réznych gatunkoéw grzy-
béw chorobotwoérczych. Analiza sekwencyjna ampli-
fikowanego regionu byla podstawg réznicowania
gatunkowego. W ten sposéb oznaczono pojedyncze
szczepy reprezentujace dwa gatunki Scopulariopsis,
tj. S. brevicaulis i S. brumptii. Nie udalo si¢ natomiast
zaprojektowac sond DNA specyficznych dla obu gatun-
kéw. Konstrukeje sondy specyficznej dla S. brevicau-
lis podali Hsiao i wsp. [35], cho¢ jej uzyteczno$¢
oceniano w oparciu jedynie o 4 szczepy referencyjne
S. brevicaulis. W innej pracy, Hall i wsp. [32] wery-
tikowali oznaczenie metoda konwencjonalng wybra-
nych grzybéw chorobotworczych, reprezentujacych
rézne rodzaje, przy pomocy komercyjnego zestawu
MicroSeq D2 LSU rDNA (Applied Biosystems), ktore-
go zasada opiera si¢ na analizie sekwencyjnej domeny
D2 w obrebie genu 28S rDNA, a nastepnie poréwnaniu
wynikéw z baza danych zdeponowanych w bibliotece
MicroSeq D2. Dla 4 sposréd 5 badanych szczepow
Scopulariopsis sp., wynik identyfikacji obu metodami
byt zbiezny (S. koningii). Jeden szczep wcze$niej ozna-
czony jako S. brumptii zostal metoda genetyczng skla-
syfikowany jako Penicillium rubrum [32]. W 2006 roku
Kardjeva i wsp. [44] przy uzyciu odpowiednio
zaprojektowanych starteréw, zaproponowali protokot
PCR wykrywajacy fragment (336 pz) genu kodujacego
28SrRNA, specyficzny dla rodzaju Scopulariopsis.
W istocie, specyficznos¢ PCR byla szersza, obejmujac
wiekszos¢ grzybow sytuujacych sie w klasie Sordario-
mycetes. Wszystkie (13) badane szczepy Scopulario-
psis sp. daly pozytywny wynik PCR. Ponadto, reakcja
byla dodatnia dla 6 prébek klinicznych (dla 4 z nich
hodowla na obecnos¢ Scopulariopsis sp. byla ujemna).
Jednak uzyta metoda nie pozwalata na réznicowanie
gatunkowe. Identyczng sekwencje amplifikowanego
fragmentu, jak te otrzymang we wszystkich 19 reak-
cjach, wykrywa sie w 3 réznych gatunkach Scopulario-

psis: S. brevicaulis, S. koningii i M. manginii (anamorfa:
S. candida). Ponownie fragmentu genu kodujacego LSU
rRNA jako markera molekularnego w PCR dla wykry-
wania grzybéw powiazanych etiologicznie z grzybicami
paznokei (i to bezposrednio w materiale klinicznym)
uzyli Monod i wsp. [55], a nastepnie Bontems
i wsp. [11]. Zaproponowany algorytm identyfikacji
zakladatl amplifikacje fragmentu genu 28S rDNA przy
pomocy 3 par starteréw, specyficznych dla grzybow
z rodzajow Candida (1), Fusarium (II), a takze der-
matofitow i grzybow strzepkowych nie nalezacych do
dermatofitoéw, wlaczajac grzyby z rodzajow Aspergillus,
Penicillium, Alternaria, Acremonium, Mucor oraz Sco-
pulariopsis (I1I), a nastepnie analize restrykcyjng otrzy-
manego amplikonu przy uzyciu 2 enzymow restrykcyj-
nych, tj. Rsal i Hinfl. Jednak wyniki uzyskane ta metoda
(PCR-RFLP) nie zawsze pokrywaly sie z wynikami
identyfikacji metoda konwencjonalng (hodowla). Czyli
na przyklad, sposrdd 17 szczepdw oznaczonych jako
Scopulariopsis sp. w hodowli, 12 (71%) zostalo podob-
nie oznaczonych metoda PCR-RFLP [24]. W takich
rozbieznych przypadkach, rozstrzygajace byly wyniki
analizy sekwencyjnej. Nowy protokoét PCR (tzw. nested
PCR) pozwalajacy wykrywaé w materiale pobranym od
pacjentow sekwencje (168 pz) specyficzng dla S. brevi-
caulis opisali Ebihara iwsp. [24]. Jednak stosujac te
metode zidentyfikowano tylko jeden szczep S. brevicau-
lis, co oznacza, ze dla oceny jej skutecznosci potrzeba
znacznie wiekszej liczby probek klinicznych, wzglednie
kultur tego grzyba z probek klinicznych [24]. Technike
»hested PCR’, ktdrej molekularnym celem byty regiony
ITS, wykorzystano do identyfikacji grzybow, w tym
szczepodw  S. brevicaulis, w probkach pochodzacych
z naturalnych ciekéw wodnych [63].

Stosunkowo niedawno opisano nowa technike
umozliwiajaca réznicowanie najwazniejszych grzybow
odpowiedzialnych za zakazenia paznokci, wiaczajac
grzyby z rodzaju Scopulariopsis. Technika ta, zwana
analiza polimorfizmu diugosci terminalnych frag-
mentdw restrykcyjnych (T-RFLP) polega na amplifi-
kacji LSU rDNA przez PCR, restrykcji otrzymanych
amplikonéw przy pomocy odpowiednio dobranych
enzymow restrykcyjnych, a nastepnie detekcji wyzna-
kowanych (dzieki wyznakowaniu jednego ze starteréw
barwnikiem fluorescencyjnym) terminalnych fragmen-
tow restrykcyjnych. Charakterystyczny wzér prazkow
(fingerprint) oraz intensywnos¢ ich §wiecenia pozwala
zdefiniowac czynnik etiologiczny. Metoda ta ma szcze-
golne znaczenie w identyfikacji zakazen heterogennych
(mieszanych) [84].

Jak wida¢ z powyzszego przegladu, tylko analiza
sekwencyjna regionéw z operonu rDNA, umozliwiata,
cho¢ w ograniczonym stopniu, identyfikacje¢ grzybow
Scopulariopsis. Technika ,,PCR sequencing” uwazana
jest za najbardziej wiarygodng metode diagnostyczna.
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Niemniej posiada swoje ograniczenia; wynik identyfi-
kacji zalezy tutaj od obranego markera genetycznego
(stopnia jego polimorfizmu, stabilnoéci genetyczne;j)
oraz dostepnosci i zasobnosci baz danych, w ktérych
zdeponowane sekwencje stuzg jako material poréw-
nawczy dla sekwencji ustalanych w badaniu wlasnym.
W przypadku Scopulariopsis spp., analizy sekwencyjne
koncentrowaly si¢ niemal wytacznie na réznych regio-
nach operonu rDNA. Jednak jak wskazuja wyniki przy-
toczonych prac, analiza sekwencji rDNA nie pozwala na
roznicowanie miedzygatunkowe. Potwierdzaja to bada-
nia przeprowadzone przez Jagielskiego iwsp. [41,
dane niepublikowane], oparte o analiz¢ sekwencyjna
regionow ITS (11 2) dla 78 szczepdw reprezentujacych
30 réznych gatunkéw Scopulariopsis i Microascus.
Pewne rozwigzanie moze stanowi¢ polaczona analiza
sekwencyjna dla dwdch lub wigcej genetycznych loci.
Rozwazane sg tu przede wszystkim tzw. geny metabo-
lizmu podstawowego (house-keeping genes), ktdre,
z r6znym powodzeniem, stosowane byly jako markery
genetyczne w identyfikacji grzybow, w ich réznych ran-
gach taksonomicznych; sg to geny EFla, TUB, CHS-1,
RPBI iRPB2, kodujace, odpowiednio, czynnik elonga-
cji translacji 1a, p-tubuline, syntaze chitynowa 1, oraz
podjednostki (1 i 2) polimerazy RNA II [54]. Badania
nad zastosowaniem kombinowanej analizy sekwencyj-
nej genéw metabolizmu podstawowego dla opracowa-
nia nowego algorytmu identyfikacji gatunkowej grzy-
bow Scopulariopsis prowadzi zespét dr. T. Jagielskiego
z Uniwersytetu Warszawskiego.

W ostatnim czasie coraz wiekszg popularnos¢ w dia-
gnostyce mikrobiologicznej, w tym takze mykologicz-
nej, zyskuja techniki oparte na spektrometrii mas. Pod-
stawowq zasadg jest tutaj wytworzenie, rozdziat i detek-
cja zjonizowanych skladnikéw chemicznych komorki
(biomolekul, gt. biatek), w funkgji stosunku ich masy
do tadunku. Taka nowa technika analityczng wykorzy-
stujacag spektrometri¢ mas jest technika MALDI-TOF
MS (matrix-assisted laser desorption/ionization time-
-of-flight mass spectrometry) umozliwiajaca szybka
i precyzyjna analize profiléw biatkowych réznych drob-
noustrojow. Identyfikacja metoda MALDI-TOF polega
na poréwnaniu widma masowego biatek szczepu bada-
nego z widmami wzorcowymi drobnoustrojow, zdepo-
nowanymi w bazie danych. Optymalizacje parametréow
techniki MALDI-TOF dla celéw rutynowej identyfikacji
grzybow podjeli Normand iwsp. [61]. W opracowa-
nych przez nich bibliotekach widm biatkowych szcze-
pow referencyjnych znalazly sie takze widma 3 szczepow
S. brevicaulis. Obecnie, badania nad ustaleniem profi-
16w biatkowych, metodg MALDI-TOF MS, dla réznych
gatunkow Scopulariopsis prowadzi, we wspotpracy z Wol-
nym Uniwersytetem Berlina, zespdt dr. T. Jagielskiego.

Rozpoznawanie powierzchniowych zakazen wywo-
tanych przez grzyby nalezace do rodzaju Scopulariopsis

dokonywane jest na podstawie wstepnego rozpozna-
nia klinicznego grzybicy, potwierdzonego nastepnie
w badaniu mikrobiologicznym, obejmujacym tra-
dycyjne metody mikroskopowe i hodowlane, a takze
techniki molekularne. Nalezy pamigtac, ze jednokrotne
stwierdzenie Scopulariopsis spp. w probkach pobranych
ze zmienionej chorobowo skoéry lub paznokci nie jest
réwnoznaczne z zakazeniem, poniewaz grzyb ten moze
kolonizowa¢ skoére i paznokcie nie wywolujac zmian
chorobowych lub moze by¢ zanieczyszczeniem mate-
rialu klinicznego lub hodowli. W przypadku stwier-
dzenia w materiatach klinicznych obok Scopulariopsis
innych grzybow, uchodzacych za niekwestionowane
czynniki etiologiczne grzybic powierzchniowych, tj.
dermatofitéw i grzybéw z rodzaju Candida, plesn ta
traktowana jest zazwyczaj jako wtorny saprotrof [36].

Inwazyjne zakazenia wywolane przez grzyby Sco-
pulariopsis, podobnie jak inne inwazyjne grzybice,
nie dajg charakterystycznych objawdéw Kklinicznych,
w zwiazku z czym do potwierdzenia zakazenia nie-
zbedne jest wykonanie badan laboratoryjnych. W bada-
niach wykorzystuje sie zaréwno metody mikroskopowe
i hodowlane, metody immunologiczne (w celu wyklu-
czenia zakazenia przez inny niz Scopulariopsis patogen,
dla ktdrego dostepny jest test komercyjny, np. Candida,
Aspergillus), badania histopatologiczne, a takze metody
biologii molekularne;j.

6. Wrazliwos¢ na leki przeciwgrzybicze

Dotychczas niewiele uwagi po$wigcono wrazliwosci
grzybow Scopulariopsis na antymykotyki. Zdecydowana
wiekszo$¢ dostepnych w literaturze medycznej informa-
cji dotyczy gatunku S. brevicaulis, ktdry, jak wskazuja
przeprowadzone badania, jest oporny in vitro na amfo-
terycyne B, 5-fluorocytozyne, flukonazol, itrakonazol,
ketokonazol, worykonazol, gdyz wiekszo$¢ szczepdw
wykazuje wysokie wartosci MIC (minimal inhibitory
concentration) dla tych lekéw [2, 13, 16-19, 78]. Naj-
lepsze dzialanie przeciwgrzybicze w stosunku do S. bre-
vicaulis wykazuja amorolfina, cyklopiroks i terbinafina;
warto$ci MIC dla tych lekéw wynosily odpowiednio
0,01-0,5mg/L [15, 43, 77], 0,125-10 mg/L [29, 43, 62,
77] 1 0,01->16 mg/L [12, 16, 17, 26]. Informacje te
potwierdzaja badania przeprowadzone przez Skore
i Macure [75] oraz Skore iwsp. [74].

7. Leczenie

W terapii grzybic paznokci najczesciej stosuje sie
ogolnie terbinafing i itrakonazol [20, 30, 31, 34, 81],
a takze miejscowo natamycyne [81]. Przypadki zaka-
zen inwazyjnych najczesciej leczone sa amfoterycyna B,
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a takze kaspofunging, itrakonazolem i worykonazolem,
w polaczeniu z chirurgicznym oczyszczeniem zmienio-
nej chorobowo tkanki.

Leczenie zakazen spowodowanych przez grzyby Sco-
pulariopsis moze by¢ malo skuteczne z powodu niskiej
wrazliwosci in vitro tych grzybéw na wigkszos¢ dostep-
nych antymykotykéw. Grzybice inwazyjne, pomimo
wdrazania niejednokrotnie réznych opcji terapeutycz-
nych czesto konczg si¢ zgonem.

Dotychczas nie opracowano optymalnych algo-
rytmoéw leczenia zakazen wywolanych przez grzyby
nalezace do rodzaju Scopulariopsis. Europejskie Towa-
rzystwo Mikrobiologii Klinicznej i Choréb Zakaznych
(European Society for Clinical Microbiology and Infec-
tious Diseases, ESCMID) i Europejska Konfederacja
Mykologii Medycznej (European Confederation of
Medical Mycology, ECMM) w wytycznych dotycza-
cych leczenia hialohyfomykoz [81], w przypadku zaka-
zen wywolanych przez Scopulariopsis spp. wymieniaja
jedynie terapig itrakonazolem (sita zalecenia C - w nie-
wielkim stopniu), terapie liposomalng postacig amfo-
terycyny B (sita zalecenia C — w niewielkim stopniu),
a takze zastosowanie kazdego leku przeciwgrzybiczego
w polaczeniu z opracowaniem chirurgicznym (sita zale-
cenia A - zdecydowanie).

8. Podsumowanie

Grzyby z rodzaju Scopulariopsis s malo pozna-
nymi mikroorganizmami. Najwiecej uwagi poswigca
sie im w odniesieniu do grzybic paznokci. Zagadnienia
dotyczace determinantéw patogennosci tych grzybow,
mechanizmdw lekoopornosci, czy w koncu diagnostyki
zakazen, w tym rdéznicowania miedzy- i wewnatrz-
gatunkowego, poruszane s3 sporadycznie. Nalezy
jednak pamietaé, ze postep nauk medycznych, ktory
przyni6st nowe mozliwosci leczenia réznych choréb,
przyczynil sie takze do wzrostu zapadalnosci na grzy-
bice. Ponadto zmienil spektrum gatunkéw odpowie-
dzialnych za te zakazenia. Obecnie, obok wiodacych
patogenéw grzybiczych z rodzajow Candida, Cryp-
tococcus 1 Aspergillus, przyczyng zakazen mogg by¢
grzyby o potencjalnie niskiej patogennosci, uchodzace
powszechnie za saprotrofy. Grzyby z rodzaju Scopula-
riopsis idealnie wpisujg si¢ w ten obraz. Wzrastajaca
liczba odnotowywanych przypadkéw inwazyjnych
zakazen wywolanych przez Scopulariopsis spp. i zwia-
zane z nimi trudno$ci terapeutyczne pokazuja, ze grzy-
boéw tych nie wolno lekcewazy¢. Przeciwnie, nalezy
je lepiej poznad, aby skuteczniej diagnozowac, leczy¢
i zapobiega¢ wywolywanym przez nie zakazeniom.

Artykut powstat w ramach projektu badawczego «Iuventus Plus»
realizowanego ze srodkéw przyznanych przez Ministerstwo Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego (Nr: IP12013 023672).
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