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Phenotypic profile of the pathogenicity of Malassezia pachydermatis strains

Summary

Considering the fact that certain phenotypic properties found in M. pachydermatis strains can indirectly
indicate their pathogenicity, we have evaluated the morphological traits of the fungus (cell size and shape as
well as colony type), expression of extracellular hydrolases (API-ZYM) and the activity of catalase, urease,
casein, beta-glucosidase, phospholipase and the Tween hydrolases: 20, 40, 60 and 80. Considering the source
of the analyzed strains’ origin as a differentiation criterium (animals clinically healthy and with otitis externa
symptoms), it was found that the isolates obtained from the pathological material were generally (80%)
characterized with a smooth growth type of light cream, large or medium-sized colonies, as well as high
a activity of lipolytic enzymes, such as phospholipase and hydrolase Tween 80 and valine arylamidase, cystine
arylamidase and basic phosphatase. Determining a profile of M. pachydermatis phenotypic characteristics
may substantially facilitate defining the pathogenicity of the strains isolated directly from the clinical material.

Keywords: Malassezia pachydermatis, commensal, pathogenic strains

Grzyby z rodzaju Malassezia ze wzgledu na wyraz-
na dichotomi¢ w zakresie form wspolzycia z organiz-
mem ludzi i zwierzat stanowia powazny problem za-
réwno diagnostyczny, jak i terapeutyczny. Drozdzaki
te bytuja na ogot jako komensale na btonach §luzo-
wych i skorze wigkszosci organizmow statocieplnych.
Gatunki lipidozalezne, jak: M. furfur, M. sympodialis,
M. slooffiae, M. globosa M. obtusa, M. restricta izo-
lowane sa najczesciej od ludzi (13, 14, 22), natomiast
M. pachydermatis, jedyny gatunek lipidoniezaleZny
zwiazany jest z organizmem zwierzat. M. pachyder-
matis wystgpuje gtéwnie u dzikich 1 domowych zwie-
rzat migsozernych, jak: psy, koty, lisy, tasice (3, 11,
23), a takze u $win, koni, bydta (4, 7, 9) i ptakow (16).
Pozytywny odsetek izolacji u zdrowych klinicznie
zwierzat jest bardzo wysoki i wynosi $rednio okoto

49% (11), przy czym liczba ta zalezy w duzym stop-
niu od miejsca pobrania materiatu. W zewngtrznym
kanale stuchowym M. pachydermatis wykazano
u 32,5% badanych zwierzat (11), na btonach §luzo-
wych pochwy 1 odbytu u okoto 40-52% (3, 11), a w
przestrzeniach migdzypalcowych u okoto 60% bada-
nej populacji (11).

Pod wptywem zmian zachodzacych w mikrosrodo-
wisku grzyba, oslabienia mechanizméw obronnych
gospodarza lub innych, trudnych do okreslenia przy
obecnym stanie wiedzy czynnikow, Malassezia spp.

moze ulec konwersji w forme¢ patogenna, odpowie-
dzialna za szereg proceséw chorobowych. Szczepy lipi-
dozalezne uczestnicza u ludzi, migdzy innymi, w etio-
logii tupiezu pstrego, tojotokowego zapalenia skory
1 mieszkéw wlosowych oraz atopowego zapalenia sko-
ry (13). U zwierzat, a zwlaszcza psow, rzadziej kotow,
M. pachydermatis odpowiedzialny jest za 30-80%
przypadkow zapalenia zewngtrznego przewodu stucho-
wego (otitis externa) 1 za okoto 30% przypadkow to-
jotokowego zapalenia skory (dermatitis) (30).

W ostatnich latach obserwuje si¢ wyrazna zmiang
profilu gatunkow Malassezia wystgpujacych u ludzi
1 zwierzat. Zoofilne szczepy M. pachydermatis izolo-
wane sa obecnie coraz czgsciej ze zmian skornych,
a nawet przypadkow fungemii u ludzi (10, 20). Réw-
noczesnie lipidozalezne gatunki Malassezia zwiaza-
ne, jak si¢ wydawalo, z cztowiekiem, pojawiaja si¢
u réznych gatunkow zwierzat (9). Odnotowano nawet
pojedyncze przypadki izolacji lipidozaleznych szcze-
powW Malassezia od psOw z objawami ofitis externa
(8).

Ustalenie czynnika etiologicznego infekcji wyma-
ga w tej sytuacji nie tylko izolacji i identyfikacji grzy-
ba, ale przede wszystkim wykazania jego patogen-
nos$ci. Badania prowadzone w tym kierunku znacznie
utrudnia, obok podobienstwa morfologicznego i fizjo-
logicznego wystepujacego w obrebie lipidozaleznych
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gatunkow Malassezia, wysoki stopien

heterogennosci i zmienno$¢ fenotypo- 1 chorych zwierzat
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Tab. 1. Makromorfologia szczepow M. pachydermatis pochodzacych od zdrowych

Wa M. p ‘.why d_er matfs:. Uwzglqdnla- Szczepy Kolonie gtadkie Kolonie szorstkie

jac fakt, ze zmiennosé W Obrq.ble 84~ | pochodzace Mate $rednie Duie Mate $rednie Duze
tunku M. pachydermatis moze by¢, | odzwierzat | <1mm | 1-2 mm 0 [T P e
migdzy innymi, odzwierciedleniem |77, o 0™, g5 59, 65, 73, | 26A, 64, 94, | 16A, 44,
stopnia ekspresji cech odpowiedzial- n =20 75.76 | 23A. 40,63 - 86, 138, 141 124 90
nych za patogennos$¢ drobnoustrojow, e e

celem badan byto ustalenie fenotypo- cnhfr‘;%h - 317, 46, 55, | 74, 89, 103, 77 38, 43 47A
wych cech grzyba, mogacych mieé - 78, 81,133 | 104, 147

zwiazek z jego chorobotworczoscia.  opjagnicnic: *

Materiat i metody

Badaniami objgto 40 szczepow Malassezia pachyder-
matis, wytypowanych z kolekcji wlasnej Zaktadu Mikro-
biologii Weterynaryjnej Instytutu Chorob Zakaznych i In-
wazyjnych Akademii Rolniczej w Lublinie oraz szczep
referencyjny tego samego gatunku CBS 7925 pochodzacy
z kolekcji Centraalbureau voor Schimmelcultures Holandia.

Szczepy M. pachydermatis izolowane byly z zewngtrz-
nego kanatu stuchowego od psoéw zdrowych klinicznie
(n=20) oraz z klinicznymi objawami stanu zapalnego (oti-
tis externa) (n = 20). Szczepy pochodzace od zwierzat
chorych typowano do badan jedynie w przypadku, kiedy
izolowane byty z materiatu chorobowego w czystej kultu-
rze, bez towarzyszacej flory bakteryjnej czy grzybicze;j,
a zastosowana u psow terapia przeciwgrzybicza przynosila
pozytywne efekty. Na tej podstawie przyjeto, ze M. pachy-
dermatis byla w tych przypadkach czynnikiem etiologicz-
nym otitis externa, a wyizolowane szczepy byly patogenne.

Makromorfologi¢ i mikromorfologi¢ szczepow M. pa-
chydermatis okre$lono wedtug schematu przedstawionego
w pierwszej czgsci pracy (24). Aktywno$¢ enzymatyczng
badano w zakresie ekspresji: zewnatrzkomorkowych hyd-
rolaz (API-ZYM), katalazy (12), 8-glukozydazy (10), ure-
azy, kazeinazy, fosfolipazy (11) oraz hydrolaz Tweenow
20, 40, 60, 80 i Cremophoru EL (12, 14). Doktadna proce-
dura badan oraz zasady interpretacji wynikow przedstawio-
ne zostaly we wczesniejszym opracowaniu (24).

Wyniki i oméwienie

Wysoki stopien zmienno$ci fenotypowej w obrgbie
szczepOw M. pachydermatis wykazany zardwno
w badaniach wtasnych (32), jak 1 w pracach innych
autorow (8, 11) byt przestanka do podjgcia prob usta-
lenia korelacji pomigdzy morfologicznymi i bioche-
micznymi cechami grzyba a jego patogennos$cia. Ba-
dania morfologiczne wytypowanych szczepow wyka-
zaty, ze 1zolaty pochodzace od psOw z objawami otitis
externa (szczepy patogenne) wytwarzaty na ogot (80%)
kolonie biate lub jasnokremowe, gtadkie, Sredniej wiel-
kosci lub duze (tab. 1). Kolonie ciemnokremowe,
szorstkie, male lub $redniej wielkosci charakteryzo-
waty w wigkszo$ci (60%) szczepy izolowane od zwie-
rzat zdrowych klinicznie (tab. 1). Typ kolonii zwiaza-
ny byt prawdopodobnie z budowa chemiczng $ciany
komorkowej, a doktadnie z zawarto$cia i rodzajem nie-
nasyconych kwasow thuszczowych (30). Ponadto wy-
soka zawarto$¢ wydzieliny o charakterze lipidowym

— numer SZCzepu

towarzyszaca stanom zapalnym zewngtrznego przewo-
du stuchowego, zapewniajac dogodne warunki do
wzrostu drozdzakow i ich szybkiej proliferacji, umoz-
liwia prawdopodobnie rozwdj infekcji u tych zwierzat
(3). Wykazano, ze M. pachydermatis posiadajac moz-
liwos¢ wbudowywania egzogennych kwasow thuszczo-
wych (15), ma zdolno$¢ wysokiej adaptacji do warun-
kéw srodowiska. Nalezy przypuszczaé, ze sktad i za-
wartos¢ lipidow w skorze moze w sposob istotny wply-
wac na metabolizm i wzrost komorek grzyba, a tym
samym ulatwia¢ im kolonizacje. Potwierdzeniem po-
wyzszej sugestii moze by¢ obserwacja, ze infekcja na
tle Malassezia spp. towarzyszy na ogét chorobom
zwiazanym ze zmianami w wydzielaniu i sktadzie toju
skory (cukrzyca, nadczynno$¢ tarczycy, niedoczynnosé
kory nadnerczy) (25).

Za heterogennos$¢ szczepOw M. pachydermatis
w wysokim stopniu odpowiedzialny jest rowniez ich
garnitur enzymatyczny, zarowno w zakresie sktadu, jak
1 ekspresji poszczegdlnych elementow. Wiadomo, zZe
réznego rodzaju endo- i egzoenzymy umozliwiaja grzy-
bom kolonizacje organizmu gospodarza, a takze od-
grywaja istotna rolg w jego patogennosci. Hydrolazy
rozkfadajac migdzy innymi wiazania peptydowe bia-
tek (proteazy), lipidy (lipazy i fosfolipazy) i polisa-
charydy (glukozydazy), dostarczaja grzybom niezbed-
nych sktadnikoéw odZywczych a tym samym warun-
kuja ich wzrost i namnazanie sig, cz¢sto przy ograni-
czonym dostgpie do pozywienia. Enzymy o charakte-

Tab. 2. Biotypy szczepow Malassezia pachydermatis izolowa-
nych od zdrowych i chorych zwierzat

Biotyp Szczepy pochodzace od zwierzat
zdrowych chorych
| 34*, 90 36, 78
Il 63, 66, 76, 86
] 16a, 26a 14a, 74, 89, 133
'} 59, 73, 138 55, 147, 37
v 23a, 27,75, 124, 141 28, 32
Vi 26, 46, 81, 103, 104
Vil 65, 94 38, 47a, 77
nieoznaczone 40, 64 43

Objasnienie: jak w tab. 1.
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Tab. 3. Profile enzymatyczne szczepow M. pachydermatis (n
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Objasnienie: * — szczepy pochodzace od chorych zwierzat
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rze lipolitycznym i proteolitycznym moga ponadto
wptywac destrukcyjnie na btony komorek gospodarza,

um0z11w1aj ac rozprzestrzenlame sig grzybow W orga-
nizmie (29). Interesujacym wigc wydawato si¢ okres-
lenie wspodtzalezno$ci migdzy ustalonym w badaniach
wczesniejszych (24) biotypem szczepu M. pachyder-
matis a jego pochodzeniem (wlasciwosci patogenne).

Wykazano (tab. 2), Ze stopien korelacji byt w tym za-
kresie zr6znicowany i jedynie dwa biotypy grupowaty
jednorodne pod wzgledem pochodzenia szczepy. Bio-
typ II, charakteryzujacy si¢ szorstkim typem wzrostu
i bardzo niska aktywno$cia metaboliczna, obejmowat
szczepy izolowane od zdrowych klinicznie psow, pod-
czas gdy biotyp VI, cechujacy si¢ gtadka forma dyso-
cjacyjna kolonii i bardzo wysoka ekspresja aktywnos-
ci enzymatycznej, grupowat patogenne szczepy M. pa-
chydermatis (tab. 2).

Szczegotowa analiza obu badanych grup grzybow
(szczepy komensaliczne 1 szczepy patogenne) w za-
kresie ekspresji egzogennych hydrolaz (API-ZYM)
pozwolita ustali¢, ze bez wzgledu na pochodzenie,
M. pachydermatis cechuje wysoka aktywnos$¢ aryla-
midazy leucynowej i fosfatazy kwasnej oraz brak eks-
presji trypsyny, a-chymotrypsyny, « i -galaktozyda-
zy, f-glukuronidazy, n-acetylo-3-glukuronidazy,
a-mannozydazy i a-fukozydazy (tab. 3). Uzyskane wy-
niki zgodne z wczesniejszymi danymi (17) sugeruja,
ze powyzszy profil enzymatyczny jest charakterystycz-
nym wzorcem metabolicznym dla gatunku M. pachy-
dermatis. Ekspresja pozostalych enzymow jest zroz-
nicowana (tab. 3) i zalezna w pewnym stopniu od po-
chodzenia badanego szczepu. Szczepy patogenne wy-
kazywaty istotnie wyzsza (p < 0,005) aktywnos$¢
w zakresie fosfatazy zasadowej, arylamidazy walino-
wej 1 arylamidazy cystynowej, natomiast szczepy ko-
mensaliczne charakteryzowata wysoka ekspresja (p <
0,005) esterazy C4 (tab. 4).

W przypadku rodzaju Malassezia udzial enzymow
proteolitycznych w kolonizacji organizmu gospodarza
oraz patogennosci zarazka jest stosunkowo mato po-
znany. Prado 1 wsp. (26) w badaniach in vitro wykaza-
li ekspresj¢ tych enzymow u wigkszos$ci szczepow
Malassezia 1 przez analogi¢ z rodzajem Candida czy
Cryptococcus sugerowali ich istotng rol¢ w patogene-
zie infekcji poprzez degradacje elementow uktadu od-
pornosciowego, takich jak immunoglobuliny, sktado-
we dopehiacza, laktoperoksydaza czy cytokiny (1, 21).

W przypadku grzybow z rodzaju Malassezia, poza
informacja, ze proteazy stymuluja proliferacj¢ keraty-
nocytow in vitro (28) 1 moga by¢ czynnlkaml oddzia-
hujacymi draznigco na zakonczenia nerwow czucio-
wych w skorze, wywotujac §wiad (28), brak blizszych
danych na ten temat.

Istotnie statystycznie wyzsza aktywno$¢ szczepow
Malassezia wyizolowanych z przypadkéw chorobo-
wych, w zakresie fosfatazy zasadowej moze $wiad-
czy¢ o znaczacej roli tego enzymu nie tylko w proce-
sach metabolicznych, ale takze w patogennosci

Medycyna Wet. 2007, 63 (6)

Tab. 4. Aktywno$¢ enzymatyczna Malassezia pachydermatis
w zaleznoSci od zrodla pochodzenia szczepu (nmol)

Szczepy pochodzace od zwierzat
Enzym

zdrowych chorych

13,75 22,75*

Fosfataza zasadowa (9,7) (11,1)**
20,05* 16,00
Esteraza C4 (5,1) (6,8)
) 14,00 13,25
Esteraza lipazy C8 (5,7) (5,1)

. 3,75 4,75
Lipaza C14 (4.1) 4.1)
Arylamidaza leucynowa Lo o

l v (2,2) (4.4)

, , 4,50 8,50*
Arylamidaza walinowa (4.8) (5,4)
. 2,50 4,75*
Arylamidaza cystynowa (3,8) (4,4)
; 39,00 39,00

Fosfataza kwa$na (3,0) (4,9)
14,00 16,75

Naftaleno-AS-Bl-fosfohydrolaza (11,4) (5,9)
8,75 1,75

-gluk < 1
p-glukozydaza (6,0) (4,6)
Dablam 158,25 173,00

g (13,1) (12,8)

Objasnienia: * — roznica istotna statystycznie (p < 0,005),
** — odchylenie standardowe

drozdzakéw (2), migdzy innymi przez supresyjne od-
dziatywanie na produkcj¢ nadtlenku wodoru w trak-
cie wybuchu tlenowego w neutrofilach (27).
Poszerzenie charakterystyki fenotypowej szczepow
Malassezia pachydermatis o badanie ich aktywnos$ci
w zakresie testow stosowanych jako kryteria roznico-
wania mi¢dzygatunkowego dla rodzaju Malassezia
(12) umozliwito doktadniejsze ustalenie stopnia i za-
kresu ich heterogennosci. Wyniki przedstawione w tab. 5
wskazuja na zréznicowany stopien aktywnosci grzy-
boéw w tym zakresie, jednak ze wzgledu na trudnosci
w analizie pordéwnawczej danych, a takze celem ula-
twienia ich interpretacji 1 obiektywizacji, oznaczenia
1+ lub .~ zastapiono cyframi przy zatozeniu, Ze +=1,
=2, +++=3, +t++=4,-=-1,——=-2, ———=—

szczepy izolowane od pSOW z obJawaml otitis externa
charakteryzowaty si¢ istotnie wyzsza (p < 0,005) ak-
tywnoscia sumaryczng w badanym zakresie, w porow-
naniu do szczepdw komensalicznych (tab. 6) Podwyz-
szona ekspresja dotyczyta giowme enzymow lipoli-
tycznych, jak fosfolipaza, enzymow hydrolizujacych
Tween 80, a takze, w znacznie mniejszym stopniu
Tween 40 1 60. Wrazliwo$¢ na inhibicyjne dziatanie
Tweenu 20 1 Cremophoru EL byla nieznacznie pod-
wyzszona w stosunku do szczepow patogennych
(tab. 51 6).

W przypadku grzybow z rodzaju Malassezia enzy-
my lipolityczne zapewniaja mozliwos$¢ przezycia za-
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Tab. 5. Aktywnos$¢ enzymatyczna szczepow Malassezia — testy dodatkowe (n =40)

& —
N o] .
S = = Hydroliza Tweenu
=
2 - S g s 2
(-] ~N [} o o= =3
S < S = = = 2
L = = =
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Objasnienie:* — szczepy pochodzace od chorych zwierzat
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rowno w srodowisku zewngtrznym,
jak i w organizmie gospodarza (10,
14, 19), jednoczeénie moga odgry-
wac istotna rolg w jego patogennos-
ci. Degradacja powierzchniowych li-
pidow skory nie tylko dostarcza
grzybom skladnikow niezbgdnych
do wzrostu, ale rOwniez moze eks-
ponowac receptory na komorkach
gospodarza. Dostgpnos$¢ receptorow
oraz silne wlasciwosci hydrofobowe
grzyba (31) znacznie ulatwiaja pro-
ces jego adherencji, a nast¢pnie ko-
lonizacj¢ makroorganizmu, co moze
umozliwi¢ pierwsze stadium infek-
¢ji(31). Ponadto uwolnione podczas
hydrolizy wolne kwasy tluszczowe
wywieraja wielokierunkowy wplyw
na uktad 1mmunologlczny gospoda-
rza; dziataja migdzy innymi hamu-
jaco na proliferacj¢ limfocytow T, co
w efekcie obniza ich cytotoksyczna
aktywnos$¢ (18), hamuja aktywacjg
fagocytow oraz stymuluja stan zapal-
ny poprzez drazniace oddziatywanie
na skore (18). Lipaza obniza ponad-
to wewnatrzkomorkowe procesy za-
bijania granulocytow oraz hamuje
ich chemotaksje (31).

Fosfolipaza odpowiedzialna za
uszkadzanie bton komorkowych go-
spodarza wydaje si¢ jednym z istot-
nych markerow patogennosci grzy-
bow z rodzaju Malassezia (6). Jej
ekspresja wzrasta wraz ze wzrostem
fosfolipidow w srodowisku, co moze
by¢ nastgpstwem toczacego si¢ pro-
cesu zapalnego (26). Zwigkszona ak-
tywnos¢ fosfolipazy, cechujaca
szczepy wyizolowane z przypadkow
otitis externa w obecnych badaniach,
potwierdzona réwniez przez innych
autoréw (5, 29), wskazuje na bezpo-
sredni udziat tego enzymu w pato-
genezie schorzen wywotywanych
przez M. pachydermatis.

Reasumujac nalezy stwierdzic, ze
szczepy M. pachydermatis izolowa-
ne od pséw z klinicznych przypad-
kow otitis externa i spelniajace ogol-
nie przyjete kryteria patogennosci
dla tego gatunku grzyba, charakte-
ryzowaly si¢ na og6t gtadkim typem
wzrostu o jasnokremowych, duzych
lub $rednich koloniach oraz wysoka
ekspresja enzymow lipolitycznych,
jak fosfolipaza i hydrolaza Tweenu
80, a takze arylamidazy walinowej
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Tab. 6. Aktywnos$¢ enzymow Malassezia pachydermatis w testach dodatkowych w zaleznoSci

od Zrédla pochodzenia szczepow — wartoSci Srednie
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19. Mayser P, Haze P, Papavassilis C.,
Mickel M., Gruender K., Gueho E.:
Differentiation of Malassezia species:

< _n selectivity of Cremophor EL, castor oil
Sz020py o S = and ricinoleic acid for Malassezia
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) « N © = S furfur. Br. J. Dermatol. 1997, 137,
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x > ~ Q w (x] - - - L Stevens D. A., Diaz P. S.: Clinical and
13.00 microbiological features of infection
Zdrowych 3,3 2,75 2,0 3.0 0,6* | -3,25 | -2,6 2,6 2,8 1,8* @ 3')** with Malassezia pachydermatis in
’ high-risk infant. J. Infect. Dis. 1988,
17,45 6, 1163-1168.
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Objasnienia: * — roznica istotna statystycznie (p < 0,005), ** — odchylenie standardowe

1 cystynowej (aminopeptydazy) i fosfatazy zasadowe;.
Powyzszy profil fenotypowych cech M. pachyderma-
tis moze stanowi¢ znaczne ulatwienie w oznaczaniu
patogennosci szczepdw izolowanych z materiatu kli-
nicznego.
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