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Isolating lipid-dependent strains Malassezia from dogs and cats

Summary

The study investigated 180 clinically healthy dogs and 35 cats with symptoms of otitis externa. 96 strains of
Malassezia were isolated, including 13.5% (13 strains) of the lipid-dependent species, and the remainder was
classified as M. pachydermatis. Ten lipophilic isolates came from diseased animals, two of which were isolated

from dogs.

M. globosa (5 strains), M. sympodialis (5 strains), M. furfur (one strain) were isolated within the lipophilic
strain pool by using phenotype classification and two isolate species remained unidentified.

Genotype identification was performed by PCR-REA (ITS, 26S,Bt) and biochemical identification results
for all M. sympodialis and M. globosa strains were confirmed. The M. furfur strain and two isolates of an
unrecognizable species were reclassified to M. pachydermatis. Isolating lipid-dependent Malassezia strains
from animals having otitis externa is a unique phenomena, and, it seems, that this is the first time in which
their isolation and identification from dogs by the use of molecular biology techniques has been described.
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Grzyby z rodzaju Malassezia zaliczane do fizjolo-
gicznej mikroflory skory 1 bton §luzowych ludzi i zwie-
rzat (7, 13) moga by¢ rowniez izolowane, nierzadko
w czystej kulturze, z przypadkow zapalenia skory (der-
matitis) 1 zewngtrznego przewodu stuchowego (ofitis
externa) u zwierzat (14). U ludzi biora udzial w etio-
logii m.in. tupiezu pstrego, tojotokowego zapalenia
skory, atopowego zapalenia skory, zapalenia mieszkow
wlosowych (1), a takze moga by¢ odpowiedzialne za
przypadki fungemii (18).

Malassezia pachydermatis, jedyny lipidoniezalez-
ny gatunek, izolowany jest przede wszystkim od zwie-
rzat, gtownie psow i kotow; u psoOw wystepuje w oko-
to 70% populacji, przy czym u osobnikéw zdrowych
odsetek ten wynosi okoto 30%, u psow z objawami
otitis externa 30-80%, a z objawami dermatitis 30%
(21). Znacznie rzadziej szczepy M. pachydermatis
kolonizuja organizm kota; na skorze i blonach §luzo-
wych stwierdzano je u okoto 10% osobnikéw zdro-
wych 1 13% zwierzat z objawami dermatitis (6). Po-
zostale, lipidozalezne gatunki Malassezia 1zoluje si¢
glownie od ludzi (1), ale rowniez ze skory i blon $lu-
zowych zdrowych zwierzat, m.in.: koni, bydta, kéz (8)
oraz rzadziej psow, kotow, fretek (4, 7).

W ostatnich latach obserwuje si¢ progresj¢ przypad-
kéw izolacji lipidozaleznych szczepdw Malassezia
(M. sympodialis, M. globosa) od kotow z klinicznymi

objawami otitis externa 1 dermatitis (9-11). Crespo
1 wsp. (11) opisali natomiast pierwszy przypadek oti-
tis externa u psa z udziatem lipidozaleznego szczepu
Malassezia. Wystgpowanie u zwierzat, obok M. pa-
chydermatis, pozostatych lipidozaleznych gatunkéw
Malassezia, a takze stwierdzane coraz czgsciej u ludzi
infekcje skory oraz przypadki fungemii na tle M. pa-
chydermatis (2) ma bardzo wazne znaczenie, zarow-
no z medycznego, jak i epidemiologicznego punktu
widzenia.

Celem badan bylo okreslenie czgsto$ci wystgpowa-
nia grzybow z rodzaju Malassezia, ze szczegdlnym
uwzglednieniem gatunkéw lipofilnych, u zdrowych
psow i1 kotdw oraz zwierzat z objawami otitis externa,
a takze identyfikacja gatunkowa wyizolowanych szcze-
péw na podstawie cech fenotypowych i genotypowych.

Materiat i metody

Badaniami objg¢to ogotem 215 zwierzat, w tym 65 psow
1 10 kotéw zdrowych klinicznie oraz 115 psow i 25 kotéw
z objawami otitis externa. Material posiewano rownolegle
na podtoze Sabourauda oraz na podtoze z dodatkiem lipi-
dow (glukoza 2%, pepton 1,5%, Tween-80 1%, oliwa z oli-
wek 1%, agar 2%). Do obu rodzajow podtdéz dodawano
antybiotyki: gentamycyne 0,05 mg/1 i aktidion 0,5 g/1. Po-
siewy inkubowano w temperaturze 37°C przez 3, 5, 71 14
dni, a uzyskane hodowle oceniano makroskopowo i mikro-
skopowo.
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Identyfikacja grzybow. Izolaty wykazujace wzrost na
podtozu Sabourauda i podlozu wzbogaconym, po ocenie
mikroskopowej, klasyfikowano wstepnie jako M. pachy-
dermatis, natomiast kolonie grzybow uzyskiwane jedynie
na podtozu wzbogaconym poddano dalszej identyfikacji.
W tym celu wykonano nastgpujace proby:

— na wytwarzanie katalazy z zastosowaniem 10% H,0O,
(14);

— rozktad eskuliny (15, 17);

— Tween test (15), z zastosowaniem jako substratow:
Tweenu 20 (Bio Rad), 40 (Fluka), 60 (Fluka), 80 (Stud-
chartMerck) oraz Cremophoru EL (Fluka).

Izolacja DNA. Inokulum grzyba (0,5 ml) o ggstosci
2 x 10° komérek ml™, wprowadzono na state podtoze z do-
datkiem lipidow i inkubowano w temperaturze 37°C przez
3 dni. Uzyskane hodowle zbierano i zawieszano w jato-
wym plynie fizjologicznym, nastgpnie wirowano przez
10 min. (8000 x g). Osad komoérek zawieszano w 10 ml
buforu lizujacego (200 mM Tris HCI pH 8,0, 250 mM
EDTA, 25 mM NacCl, SDS 0,5% w/v) i poddawano dezin-
tegracji w homogenizerze komérkowym (Braun MSK)
w 4°C przez 1 minutg. Uzyskany homogenat wirowano
10 min. (1500 x g) w 4°C. Supernatant mieszano w row-
nych ilosciach (300 pl) z fenol : chloroform : alkohol izo-
amylowy (25 : 24 : 1) i precypitowano w 700 pl alkoholu
izopropylowego w —20°C przez 12 godzin, a nastgpnie wi-
rowano przez 15 min. (1500 x g). Otrzymany osad ptukano
70% alkoholem etylowym, wirowano
przez 10 min. (1500 x g), suszono i za-
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Tab. 1. Izolacja szczepoéw Malassezia od psow i kotow

Psy Koty

sZczep n= 180 n= 35
Zdrowe Chore Zdrowe Chore
, 21/65 64/115 110 10/25
WHEEETOIET 35% | 556% | 10% | 40%
. . 18/65 62/115 0/10 3/25
Malassezia pachydermatis 979% 53.9% 0% 129%
A . 2/65 3/115 110 7/25
Malassezia lipidozalezne 3.1% 2.6% 10% 289%

mi otitis externa, 7 za$ od chorych kotow (tab. 1). Bio-
rac pod uwagg fakt, ze podstawowym kryterium przy-
naleznosci tych drozdzakow do gatunku M. pachyder-
matis jest ich wzrost na podtozu Sabourauda bez do-
datku lipidow, dalszej klasyfikacji fenotypowej pod-
dano jedynie te izolaty, ktore nie namnazaty si¢ na tym
podtozu. Réznicowanie przeprowadzone wedtug sche-
matu opracowanego przez Guillot 1 wsp. (15) wzbo-
gacono o test asymilacji Cremophor EL oraz probeg
rozktadu eskuliny (17). Metoda ta, cechujaca sig sto-
sunkowo wysoka swoisto$cia, znalazta szerokie zasto-
sowanie w diagnostyce mikologicznej i pozwala na
obiektywna oceng uzyskiwanych wynikéw (1). Wyni-
ki gatunkowej fenotypizacji przedstawiono w tab. 2.

Tab. 2. Identyfikacja szczepow Malassezia metoda PCR-REA

wieszano w 50 pl TE.

Startery do reakcji PCR (sekwen- Nr | Gatzw./| Identyfikacja Kod sekwencji Identyfikacja
cje starteréw od konca 5° do 3°). szczepu | st kl. biochemiczna ITS | EcoRI| Ncol | Ava | Bt genetyczna
ITS1: TCCGTAGGTGAACCTG- 60 pies | M. globosa A D G K M | M. globosa
%S%éTS4: TCCTCCGCTTATTGA- 61 pies | M. globosa A D G K M | M. globosa
26S-A: TAGACGTTAGACTCCT- 112 pies | M. globosa A D G K M | M. globosa
TGGT; 26S-S: GCTGAACTTAAGCA- 122P pies | M. sympodialis B E H 1 L | M. sympodialis
TA};szA;l: GGTAACCAAATCGGTG- 122L pies | M. sympodialis B E H | L | M. sympodialis
CTGCTTTC 107 kot M. sympodialis B E H | L M. sympodialis
Bt-2b: ACCCTCAGTGTAGTGAC- | 108 kot | M. sympodialis B | E | H | | | L |M sympodialis
CCI;FG EI?C?QCISCR-RE A dla ITS, 268 oraz 109 kot | M. sympodialis B E H | M | M. sympodialis
Bt wykonano wedlug metodyki opisanej | 110P kot | M. globosa A D G K M | M. globosa
przez Gupta i wsp. (16), po uprzedniej | 1oL | kot |M. globosa A | D | 6 | K | M |Mglobosa
$§ﬁl };lfil(léi? ;;E;%éjéiglﬁéi?g%rgzszgf 115 kot M. furfur A c F K L | M. pachydermatis
rzadzono przy uzyciu programu Gel- 139 kot ? A C F K M | M. pachydermatis
-Dock 2000 (Bio Rad). 143 kot ? A | C | F | K | WM |m pachydermatis
aniki i omﬁwienie 7925 CBS | M. pachydermatis A C F K M | M. pachydermatis
Badania przesiewowe pozwoliiy 7019 CBS | M. furfur A c F | L | M. furfur
wstepnie ustalié, ze sposrod 96 szcze- 1222 CBS | M. sympodialis B E H 1 L | M. sympodialis
poéw Malassezia wyosobnionych od | 7959 | c¢BS |m. sooffiae Al ¢ | G | 1 | L |Msloffae
ZWierza‘t 83 iZOlaty naleZaly do gatun- 7966 CBS | M. globosa A D G K M | M. globosa
ku Malassezia pachydermatis, 13 na- _ _
tomiast Wykazywalo cechy lip ofilne 1877 CBS | M. restricta A D G K L | M. restricta
(tab. 1). Lipidozalezne izolaty pocho- | 7876 CBS | M. obtusa A C | 6 | K | M |Mobtusa

dzily zaréwno od pséw (n = 5), jak
10d kotow (n = 8), przy czym 3 szcze-
py wyizolowano od ps6w z objawa-

Objasnienia: ITS —
D 350 pz, E 400 1 350 pz; Ncol — F 4501 350 pz, G 800 pz, H 350 pz; Ava —1 400 pz,
K 600 pz; Bt — L 550 pz, M brak amplifikacji

A 800 pz, B 700 pz; EcoRI — C 450 i 350 pz, C* 550, 450 1 350 pz,
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Z 13 lipidozaleznych szczepéw Ma-
lassezia, 5 izolatow zaklasyfikowano
do M. globosa, 5 do M. sympodialis,
ajeden do M. furfur. Procedura ta nie
pozwolila jednak na ustalenie przy-
nalezno$ci gatunkowej dwoch szcze-
pow (tab. 2). W tej sytuacji jako kry-
terium rozstrzygajace wykorzystano
metod¢ PCR-REA (16). Powazna
trudno$¢ w przypadku grzybow z ro-
dzaju Malassezia stanowi budowa ich
$ciany komorkowej; zardbwno gru-
bos¢, jak 1 sktad chemiczny tej war-
stwy uniemozliwia zastosowanie
standardowych metod ekstrakcji ge-
nomowego DNA, ze wzgledu na ich
niska wydajno$¢ 1 brak powtarzalnos-
ci (12). Zastosowana w obecnej pra-
cy wiasna metodyka (20), oparta na
mechanicznej dezintegracji komorek
grzyba, jest szybka i stosunkowo
prosta w wykonaniu oraz charaktery-
zuje si¢ wysoka wydajnoscia i powta-
rzalno$cig uzyskiwania DNA. Wpro-
wadzenie techniki PCR-REA (restric-
tion endonuclease analysis) z wyko-
rzystaniem rownocze$nie trzech re-
gionow: ITS, LSU rRNA oraz regio-
nu Bt kodujacego S-tubuling pozwa-
la na wysoce specyficzng klasyfika-
cje grzybow (16). Ryciny 1, 2, 3,4, 5
ilustruja kolejne etapy identyfikac;ji,
atab. 2 przedstawia kody genotypow
szczepow badanych oraz referencyj-
nych.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze za-
stosowana technika pozwala na szyb-
kie 1 wysoce specyficzne réznicowa-
nie gatunkowe w obrebie rodzaju Ma-
lassezia. Dotychczas stosowana do
tego celu karlotyplzaCJa (4, 7), cha-
rakteryzujaca si¢ rownie wysoka swo-
istoscia, wymaga 60 do 72 godzin na
analize protoplastu, podczas gdy
PCR-REA jedynie okoto 15 godzin
(16). Przynalezno$¢ gatunkowa lipi-
dozaleznych izolatoéw klinicznych od
psow i kotdéw okreslona metoda PCR-
-REA byta zgodna z 1dentyﬁkaCJa fe-
notypowa w zakresie szczepow zali-
czanych do M. globosa 1 M. sympo-
dialis (tab. 2). Szczep okreslony jako
M. furfur oraz dwa izolaty nieziden-
tyfikowane wykazywaty cechy geno-
typowe charakterystyczne dla M. pa-
chydermatis (tab. 2).

Wystgpowanie lipidozaleznych gatunkow Malasse-
zia, a przede wszystkim M. sympodialis 1 M. globosa,

Ryec. 1. Amplifikacja regionu ITS Malassezia spp.
Objasnienia: A — szczepy nr 60, 61, 112, 110P, 110L, 115, 139, 143; B — szczepy
nr 122P, 1221, 107, 108, 109

Ryc. 2. Analiza restrykcyjna enzymem EcoRI produktu PCR Malassezia spp.
Objasnienia: C — szczepy nr 115, 139, 143; D — szczepy nr 110P, 110L, 112, 60, 61;
E — szczepy nr 122P, 122L, 107, 108, 109

Ryec. 3. Analiza restrykcyjna enzymem Ncol produktu PCR Malassezia spp.
Objasnienia: F — szczepy nr 115, 139, 143; G — szczepy nr 110P, 110L, 112, 60, 61;
H — szczepy nr 122P, 1221, 107, 108, 109

Ryec. 4. Analiza restrykcyjna enzymem Ava881produktu PCR Malassezia spp.
Objasnienia: I — szczepy nr 122P, 1221, 107, 108, 109; K — szczepy nr 60, 61, 112,
110P, 110L, 115, 139, 143

opisali rowniez inni autorzy u zdrowych klinicznie
kotow 1 psow. Znacznie rzadziej stwierdzano ich obec-
no$¢ u osobnikéw chorych, gtéwnie kotéw (4, 9, 10).
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W ostatnich latach wyizolowano
w jednym przypadku lipidozalezny
szczep Malassezia od psa z objawa-
mi otitis externa, przy czym gatunek
izolatu nie zostat okreslony (19).
Obecne badania wskazuja, ze lipido-
zalezne szczepy Malassezia moga by¢
izolowane zaréwno od kotoéw (7/25),
jak 1 psow (3/115) z objawami otitis
externa. Malassezia globosa, jako
czynnik etiologiczny infekcji, wyste-
powala u jednego psa i trzech kotow,
a Malassezia sympodialis u dwoch
psow 1 trzech kotow (tab. 2).

Na uwagg zashuguje identyfikacja wybitnie lipofil-
nych szczepow M. pachydermatis, ktére pomimo
kilkakrotnych pasazy in vitro, nie adaptowaty si¢ do
wzrostu na podiozach bez lipidow. Przemawia¢ to
moze za duza zmiennoscia w obrgbie tego gatunku,
ktorego cecha réznicujaca, jak dotad, byta lipidonie-
zalezno$¢ (5, 15). Reasumujac, nalezy stwierdzic¢, ze
wobec przypadkow izolacji lipidozaleznych gatunkow
Malassezia od chorych pséw 1 kotdéw, co stanowic
moze bezposrednie zagrozenie zdrowia ludzi, nalezy
zwroci¢ uwagg na diagnostyke laboratoryjna tych grzy-
bow, uwzgledniajac, z jednej strony, stosowanie pod-
tozy z dodatkiem lipidéw, z drugiej za$ — cechy feno-
typowe i1 genotypowe poszczegolnych szczepow.
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