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Diagnosis of non dermatophyte onychomy-
cosis ant its relevance for treatment

PCR methods are reliable and suitable to in
situ identify dermatophytes, yeasts and non
dermatophyte moulds (NDM) in onychomy-
cosis. Onychomycosis insensitive to standard
treatment with topical agents as well as with
oral terbinafine or itraconazole revealed
Fusarium spp., Acremonium spp. and Asper-
gillus spp. as infectious agents. However, NDM
onychomycosis could be efficiently cured
using topical amphotericin B. In conclusion,
correct fungal species identification is impor-
tant in onychomycoses in order to prescribe
adequate treatments since dermatophytes
and moulds have different sensitivities to an-
tifungal drugs.
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1l est possible aujourd’hui d'identifier facilement par polyme-
rase chain reaction (PCR) des dermatophytes, des levures et
des moisissures dans les onychomycoses. On a pu montrer que
Fusarium spp., Acremonium spp. et Aspergillus spp. étaient
les agents infectieux incriminés dans les onychomycoses rebel-
les aux traitements standards systémiques avec de la terbina-
fine ou de l'itraconazole per os. Un traitement avec de 'ampho-
téricine B en application topique s’est révélé efficace pour les
onychomycoses a moisissures. L'identification de I'agent infec-
tieux dans une onychomycose est essentielle pour prescrire
un traitement adéquat, les moisissures et les dermatophytes
montrant in vivo des sensibilités différentes aux antifongiques.

INTRODUCTION

Les onychomycoses ou mycoses des ongles sont des affections

trés courantes. Elles sont le plus fréquemment causées par

deux especes de dermatophytes anthropophiles, Trichophyton
rubrum (environ 80% des cas) et Trichophyton interdigitale (environ 20% des cas), sou-
vent suite a une mycose des espaces interdigitaux ou plantaires. Cependant, les
agents infectieux des onychomycoses ne sont pas seulement des dermatophytes,
mais aussi des levures du genre Candida et des moisissures. Le diagnostic d’'une
onychomycose est généralement basé d’abord sur la mise en évidence d'un
champignon dans les Iésions par un examen mycologique direct, puis sur I'isole-
ment du champignon en culture et son identification.

CULTURES DE CHAMPIGNONS A PARTIR D’ONGLES

Lisolement du champignon se fait apres avoir déposé des fragments d’ongles
sur un milieu nutritif gélosé. Le milieu de culture le plus souvent utilisé pour les
champignons en mycologie médicale est celui de Sabouraud. Il est impératif de
sélectionner pour les ongles, les dermatophytes des germes associés, c’est-a-dire
des bactéries et des moisissures qui poussent généralement plus vite que les der-
matophytes. C'est pourquoi, deux cultures sont généralement faites en parallele,
I'une sur du milieu de Sabouraud contenant du chloramphénicol (50 ug/ml) pour
inhiber les bactéries, et I'autre sur du milieu de Sabouraud contenant du chlo-
ramphénicol (50 ug/ml) et de I'actidione (ou cycloheximide, 50-100 ug/ml). Lacti-
dione inhibe la croissance de la plupart des moisissures, mais pas celle des der-
matophytes qui sont résistants a cette substance. Les levures se développent en
24-48 heures, les champignons filamenteux tels que les Aspergillus et la plupart des
especes de saprophytes contaminants se développent en deux a quatre jours.
Les dermatophytes, a croissance plus lente, ne peuvent étre identifiés qu’apres
dix a quinze jours.

IDENTIFICATION DES CHAMPIGNONS IN SITU DANS LES
PRELEVEMENTS D’ONGLES

Deux probleémes se posent lors de I'identification des champignons dans les
prélevements dermatologiques en faisant des cultures. 1) Souvent les tubes en-



semencés demeurent stériles. Il a été démontré qu'aucun
champignon ne pousse dans environ 35% des cas ou I'exa-
men mycologique direct était positif.!2 2) De nombreuses
especes de moisissures sont isolées, et il est souvent diffi-
cile d'affirmer si une moisissure est réellement I'agent infec-
tieux d’'une onychomycose, ou s'il s’'agit d’'une contamina-
tion. Seul l'isolement répétitif d'une moisissure a partir de
plusieurs préléevements permet avec certitude de conclure
a son implication dans une onychomycose.>4 Face a ces
deux problémes, I'identification du champignon in situ dans
les prélevements par polymerase chain reaction (PCR) pré-
sente un grand intérét. La méthode que nous avons déve-
loppée au CHUV consiste en un traitement préalable des
fragments d’ongles dans une solution de sulfure de sodium
(Na,S) pour séparer les hyphes et les spores des kératino-
cytes. LADN total est ensuite extrait en utilisant un kit com-
mercial. Une partie de '’ADN codant pour la sous-unité 28S
des ribosomes est alors amplifiée par PCR en utilisant des
amorces universelles (LSUI et LSU2) utilisables pour toutes
les espéces de champignons. Pour identifier 'espéce de
champignon incriminée dans 'onychomycose, soit le frag-
ment amplifié est ensuite séquencé,® soit son profil de
digestion par des enzymes de restriction est analysé.!-2
Lidentification des champignons in situ dans les ongles
par PCR a permis de substantielles améliorations du diag-
nostic et du traitement des onychomycoses: 1) Il a été pos-
sible de montrer que les Fusarium spp., Acremonium spp. et
Scopulariopsis brevicaulis identifiés en culture étaient en majo-
rité les agents infectieux. 2) Le champignon peut étre iden-
tifié dans au moins 70% des cas ol des moisissures autres
que Fusarium spp. et Scopulariopsis brevicaulis sont isolées en

Tableau I. Traitements systémiques des onychomycoses

culture ou lorsque les essais de cultures demeurent sté-
riles.!2 3) Lidentification de 'agent infectieux peut étre ob-
tenue en 48 heures versus une a deux semaines avec des
cultures. Lidentification d’'un dermatophyte a été confirmée
dans 99% des cas quand T. rubrum ou T. interdigitale avaient
poussé en culture.!2 Les résultats obtenus par PCR don-
nent une image de l'infection a I'instant ot a été fait le pré-
levement, c’est un état des lieux. Lidentification des cham-
pignons dans les ongles par PCR est appelée a étre utilisée
en routine lorsque la présence de champignon a été dé-
montrée par un examen direct positif et qu’assez de matériel
a été prélevé par le médecin.

Lidentification directe des champignons dans les ongles
a mis en évidence la prévalence élevée des moisissures
dans les onychomycoses. Nous estimons, qu’en laboratoire,
la fréquence des onychomycoses a moisissures a 20-30%
des cas, sans compter les infections mixtes (10%).!'2 Ces
données sont a confronter a la clinique et nécessitent des
analyses répétées pour prouver le role pathogéne de la
moisissure in situ. Les statistiques données a ce sujet varient
énormément dans la littérature. Par exemple, les onycho-
mycoses a moisissures sont estimées a 3% des cas au
Canada,® alors qu’elles apparaissent étre plus nombreuses
que celles a Trichophyton dans une population gériatrique
aux Etats-Unis.”

IMPORTANCE DE DETECTER LES MOISISSURES
DANS LES ONGLES

De nombreux cas d’onychomycoses se sont révélés in-
sensibles aux traitements standards oraux avec de la terbi-

Terbinafine

Cible thérapeutique
Dosage recommandé

Effets secondaires

Squalene époxidase, enzyme de la voie de biosynthése de I'ergostérol (composant membranaire des champignons)
250 mg/jour a jeun ou avec un repas pendant six semaines pour les ongles des mains, et trois mois pour les ongles des pieds

La molécule de terbinafine est généralement bien tolérée. Ses effets secondaires sont essentiellement des troubles gastriques

(sentiment de réplétion di a un ralentissement de la vidange gastrique), des céphalées, des éruptions cutanées qui peuvent étre
graves (psoriasis pustuleux, érythéme polymorphe, lupus érythémateux subaigu'?), une perte du godt régressant spontanément,

mais lentement, a I'arrét du médicament
Peu d’interactions médicamenteuses'8

Itraconazole

Cible thérapeutique
champignons)

Dosage recommandé

Lanostérol 14-c-déméthylase (Ergl 1), autre enzyme de la voie de biosynthése de I'ergostérol (composant membranaire des

200 mg/jour en une prise avec un repas, pendant six semaines pour les ongles des mains, et pendant trois mois pour les ongles

des pieds. Afin de réduire la dose de médicament et les colts qu’engendrent le traitement, et d'améliorer la compliance du
patient, la tendance est d’administrer cette substance en thérapie intermittente (pulse) a raison de 2x200 mg/jour, une semaine

par mois, pendant trois a quatre mois

Effets secondaires
cutanées et des céphalées
Interactions médicamenteuses nombreuses'8

La molécule d’itraconazole est généralement bien tolérée. Les effets secondaires sont des troubles digestifs, des manifestations

Fluconazole

Cible thérapeutique

Dosage recommandé

Lanostérol 14-c-déméthylase (Ergl 1) (idem itraconazole)

150 mg/semaine pour traiter les onychomycoses. Des doses plus élevées jusqu’a 300 mg/semaine ont été discutées, mais ne

semblent pas donner des résultats cliniques supérieurs. La durée du traitement est mal documentée. Elle est d’environ six a
huit mois pour une atteinte des ongles des pieds. Il semble qu'’il faille traiter les onychomycoses jusqu’a la guérison totale car le
médicament est moins bien stocké dans la kératine que la terbinafine et I'itraconazole

Effets secondaires
Interactions médicamenteuses nombreuses'8

La molécule de fluconazole est généralement bien tolérée. Les rares effets secondaires sont hépatiques, gastriques et cutanés.
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nafine et/ou de l'itraconazole et/ou du fluconazole effectués
une ou plusieurs fois (tableau 1). Lidentification du cham-
pignon in situ dans les ongles a révélé que ou Fusarium sp.,
ou Acremonium sp. ou encore Aspergillus sp. était le seul cham-
pignon infectieux.8 Ni T. rubrum, ni T. interdigitale n’a été iden-
tifié dans ces cas, et I'insensibilité de ces onychomycoses
ne pouvait pas étre attribuée a une résistance acquise par
un dermatophyte. Ces résultats confirmaient que les onycho-
mycoses a moisissures, et en particulier celles a Fusarium sp.,
Acremonium sp. ou Aspergillus sp. étaient difficiles a traiter
comme cela était déja rapporté dans la littérature sur la
base de I'identification du champignon avec des cultures.

En conséquence, il devenait inutile de continuer a pres-
crire des traitements systémiques standards avec de la ter-
binafine et/ou des azoles dans ces cas d’'onychomycoses a
moisissures, méme si ces traitements étaient efficaces contre
les dermatophytes. Pour de tels cas rebelles, il a été prescrit
un traitement topique qui consistait en I'application quoti-
dienne d’'une solution d’amphotéricine B (2 mg/ml dans un
mélange DMSO/alcool isopropylique 1: 1).° Le traitement a
été complété par des applications occasionnelles d’'une
créme a l'urée pour ramollir et perméabiliser I'ongle, et en
procédant a 'avulsion des parties malades. Au cours d'un
essai pilote, le traitement s'est montré efficace chez tous
les patients (n=8).9 Les ongles présentaient un aspect sain
apres douze mois d’application de la solution, et 'examen
mycologique direct était négatif. En conclusion, I'application
d’amphotéricine B en solution topique est un traitement
de choix siir et relativement peu onéreux dans les cas
d’onychomycoses a moisissures (figure 1).

Lamphothéricine B est un antifongique a large spectre de
la classe des polyénes, et est fongicide. Cet antifongique
forme des canaux dans la membrane cellulaire du champi-
gnon qui causent la fuite d’ions et de composés organiques
du cytoplasme, et dés lors réduit a néant la fonction de la
membrane. !0

CARACTERISTIQUES ET POSSIBLE ORIGINE
DES ONYCHOMYCOSES A FUSARIUM SPP

Les onychomycoses a Fusarium spp. sont souvent décri-
tes comme étant une leuconychie proximale superficielle
avec ou sans paronychie.!!"12 Nous avons aussi observé des
onychomycoses a Fusarium avec hyperkératose diffuse et
une coloration jaunatre semblable a celle observée avec des
dermatophytes. Fusarium sp. affecte généralement 'ongle
du gros orteil (hallux) dystrophique spécialement chez les
patients ayant subi un traumatisme ou des microtrauma-
tismes répétés. Une moisissure doit étre soupgonnée étre
l'agent infectieux d’'une onychomycose dés que 'on ob-
serve I'échec de traitements multiples, un examen direct
positif avec I'absence de dermatophyte en culture, et I'in-
fection de I'hallux sans autre signe de mycose interorteils,
plantaires ou d’antécédents anamnestiques mycosiques du
pied.

Il ne peut pas étre non plus exclu qu'une moisissure dans
I'ongle ait été précédée par un dermatophyte, et qu’elle
ait continué a se développer apreés élimination du derma-
tophyte par un traitement préalable avec de la terbinafine
ou de l'itraconazole. Des cas d'infections mixtes a Fusarium sp.

7327 Revue Médicale Suisse - www.revmed.ch « 3 avril 2013

A. Avant traitement. B. Aprés traitement. L’agent infectieux identifié par
polymerase chain reaction était Fusarium sp. chez les patients | et 2, et
Aspergillus oryzae chez les patients 3 et 4.

et a Trichophyton sp. ont été observés.2¢ Dans certains cas,
une moisissure a été observée apres la disparition de
T. rubrum suite au traitement. Lusage intensif de certains
antifongiques pourrait étre une cause d'une augmentation
des onychomycoses a moisissures. Toutefois, a ce jour, ces
cas de figures n’ont pas été formellement observés par les
auteurs.

RARETE DES RESISTANCES AUX
ANTIFONGIQUES CHEZ LES DERMATOPHYTES

Les résistances des champignons (Candida albicans et
Aspergillus fumigatus, par exemple) aux antifongiques sont
causées par la surexpression de genes codant pour des
pompes a efflux (transporteurs membranaires) ou par des
mutations dans les genes codant pour la cible thérapeu-
tique de I'antifongique.!3-14 Bien que les azoles et la terbi-
nafine aient été abondamment prescrits, les résistances
des dermatophytes a ces antifongiques sont rarement rap-
portées dans la littérature. Seuls deux cas de résistance a
la terbinafine chez T. rubrum ont été bien documentés et
analysés au niveau biochimique et en biologie molécu-
laire.!>-16 Ces deux cas étaient dus chacun & une mutation
ponctuelle dans le géne codant pour la squaléne époxidase,



cible de la terbinafine, ayant pour effet la substitution dans
I'enzyme d’'un acide aminé par un autre (mutation L393F
dans le premier cas, et F397L dans le second cas). La con-
centration minimale inhibitrice de terbinafine a été mesurée
4 et 64 ug/ml pour respectivement le premier et second
cas, alors que cette concentration est normalement au-
dessous de 100 ng/ml chez T. rubrum. A ce jour, aucun cas
de résistance d’'un dermatophyte, lié a une surexpression
de geénes codant pour des pompes a efflux, n’est connu.

CONCLUSION

Lidentification de I'agent infectieux dans une onycho-
mycose est trés importante afin de prescrire un traitement
adéquat, avant toute investigation pour rechercher une pos-
sible résistance acquise. Les cas de résistances des der-
matophytes aux antifongiques sont tres rares. En routine,
un examen mycologique direct et des cultures sont faits au
laboratoire de mycologie au CHUV pour chaque cas suspect
d’onychomycose. Cependant, I'identification des champi-
gnons dans les ongles par PCR est effectuée dans de nom-
breux cas pour confirmer la présence de moisissures (en
particulier Fusarium spp. et Acremonium spp.) qui sont insen-
sibles aux traitements standards actuels efficaces contre
les dermatophytes. |
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Implications pratiques

Cinquante pour cent des onychodystrophies ne sont pas des
mycoses, c’est pourquoi 'examen direct (ED) reste essentiel:
il n’y a pas de mycoses sans champignons!

Une atteinte isolée d’un ongle de I'hallux avec ED positif et
cultures stériles doit évoquer une mycose a moisissures
(Fusarium spp., Acremonium spp., Aspergillus spp., Scopulariopsis
brevicaulis)

Les onychomycoses a moisissures ne répondent pas aux trai-
tements systémiques a la terbinafine et/ou aux azoles utilisés
pour les dermatophytes

Les méthodes d'identification des champignons par polyme-
rase chain reaction (PCR) sont des techniques slres pour
confirmer une onychomycose a moisissures. L'implication de
toute moisissure identifiée en culture avec ED positif devrait
étre vérifiée par une seconde analyse (culture ou PCR)

Le traitement des onychomycoses a moisissures est a ce
jour 'amphotéricine B en préparation magistrale topique
associée a l'ablation des parties malades de I'ongle
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