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Integumentary mycotic microbiota in wildlife animals

Summary

The objective of the research was to assess the presence of mycotic microbiota on the integument of wild
boars and roe-deer, as well as to isolate and identify each species.

The research material comprised groin screening swabs collected from 13 wild boars and 56 roe-deer from
the Lublin State Forests. The fungi were identified concurrently on the Sabouraud and MLNA medium at
25°C, 32°C and 37°C temperature for 14 days. Initial identification proceeded according to the conventional
mycological procedures followed by the application of the commercial API Candida and API 20C Aux
(bioMerieux) (Candida genus) tests and the phenotypic scheme developed by Guillot et al. (Malassezia genus).
The present research has revealed that mycotic flora was recovered in all a total of 69 examined animals. The
most frequently isolated fungi included Penicillium spp., Alternaria spp., Cladosporium spp. and Malassezia
spp- and Rhodotorula spp. The species analysis of the isolated fungi has confirmed the presence of potential
pathogens, such as Malassezia sympodialis, Aspergillus fumigatus and Candida non-albicans. The obtained
results indicate that a population of free-living animals may constitute a critical link in the epidemiologic
chain of mycotic infections.
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Zwierzgta wolno Zyjace stanowia wazne ogniwo
w tancuchu epidemiologicznym chorob zakaznych i in-
wazyjnych wystepujacych u ludzi 1 zwierzat towa-
rzyszacych 1 hodowlanych. Wykazano, ze moga by¢
one rezerwuarem migdzy innymi takich patogendow,
jak wirusy: Enterovirus, Morbilivirus, Lyssavirus,
Paramyxovirus, Pestivirus, Orbivirus oraz bakterie:
Bacillus anthracis, Brucella spp., Mycobacterium
bovis (3).

Proces rozprzestrzeniania si¢ chorob jest na ogot
dwukierunkowy, tzn. potencjalne patogeny moga prze-
nosic¢ si¢ od zwierzat wolno zyjacych na hodowlane
lub towarzyszace 1 odwrotnie (32). Ze wzgledu na obo-
wiazujacy do niedawna poglad, ze choroba w $rodo-
wisku naturalnym jest elementem ekosystemu 1 odgry-
wa wazna role w selekcji naturalnej zwierzat, nadzor
epidemiologiczny nad populacja zwierzat dzikich po-
dejmowano jedynie w przypadku wybuchu infekc;i
charakteryzujacych sig gwaltownym przebiegiem, wy-
soka smlertelnosma(l stanowiacych zagrozenie zacho-
rowania ludzi i zwierzat domowych (22). Szybko po-
stepujace zmiany ekologiczne, obserwowane na §wie-

cie w ostatnich latach, obejmujace miedzy innymi drob-
noustroje patogenne, ich wektory, a takze potencjal-
nych gospodarzy (8), odpowiedzialne sa za powsta-
wanie nowych (emerging), niekiedy bardzo niebez-
piecznych chordb w wolno zyjacej populacji zwierzat,
jak na przyktad gruzlica wywotywana przez Mycobac-
terium bovis u zwierzat migsozernych lub infekcji wi-
rusem FIV 1 wirusem nosowki u lisow 1 gatunkéw
kotowatych (31). Ponadto populacja ta, jako asympto-
matyczni nosiciele, moze by¢ zrodlem tak groznych
zoonoz jak: goraczka krwotoczna réznego typu, han-
tawirusowego zespotu ptucnego czy tez choroby Lyme
(31). W ostatnich dekadach, ze wzglgdu na dramatycz-
ny wzrost infekcji grzybiczych obserwowany u ludzi
1 zwierzat hodowlanych oraz towarzyszacych, wzros-
to zainteresowanie tymi drobnoustrojami zarowno mi-
krobiologow klinicznych, lekarzy, jak 1 epidemiologow.

Choroby wywotywane przez grzyby, zwlaszcza
przez organizmy oportunistyczne, dotyczqce paCJen-
tow z zaburzeniami w funkcjonowaniu uktadu immu-
nologicznego, majqna ogot cigzki przebieg, konczacy
si¢ nierzadko zej$ciem $miertelnym (30).
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Trudnos$ci diagnostyczne wystepujace w przypadku
grzybic komplikuja dodatkowo permanentnie posze-
rzajace si¢ spektrum gatunkow patogennych (20 no-
wych gatunkéw rocznie). Obok znanych dotychczas
czynnikow etiologicznych grzybic, jak: Candida albi-
cans, Aspergillus fumigatus, Cryptococcus neofor-
mans, wystgpuja roéwniez Candida z grupy non-albi-
cans, Aspergillus niger, Aspergillus terreus, Aspergil-
lus flavus, a takze Fusarium spp., Acremonium spp.,
grzyby z gromady Zygomycota, Paecilomyces spp.
1inne (30). O ile prowadzone sa badania monitoringo-
we odnosnie do bioty grzybiczej wystgpujacej w on-
tocenozach czlowieka i w $rodowisku bytowania
(domy mieszkalne, miejsca pracy, szpitale), o tyle prace
z tego zakresu dotyczace zwierzat sa stosunkowo nie-
liczne (30).

Celem przeprowadzonych badan bylo okreslenie
mikrobioty grzybiczej wystepujacej na skorze zwie-
rzyny ptowej 1 dzikéw oraz jej analiza w aspekcie po-
tencjalnej patogennosci.

Materiat i metody

Badaniami objeto 69 zwierzat poddanych odstrzalowi
(Lubelskie Lasy Panstwowe na przetomie 2006 r.). Mate-
rial w postaci wymazow z okolicy pachwin pobierano przy
pomocy jalowych pateczek baweknianych od 56 sareni 13
dzikow. Celem izolacji mikroflory wystgpujacej na skorze
badanych zwierzat, pobrane probki materialu wysiewano
na state podtoze Sabourauda z dodatkiem chloramfeniko-
lu, podtoze Sabourauda z dodatkiem chloramfenikolu oraz
cyklocheximidu, a takze podtoze MLNA (sktad: 2% glu-
kozy, 1,5% peptonu, 0,5% glicerolu, 1% Tween 60, 1%
oliwy z oliwek oraz 2% agaru). Inkubacj¢ posiewow pro-
wadzono réwnolegle w temperaturze 25°C, 32°C (posiewy
na podiozu MLNA) oraz 37°C przez okres 14 dni.

Wstepna klasyfikacje grzybow przeprowadzono na pod-
stawie oceny ich wymagan wzrostowych (podtoze, tempe-
ratura), makromorfologii kolonii i badan mikroskopowych.
W identyfikacji gatunkowej grzyboéw drozdzopodobnych
zastosowano klasyczne metody mikologiczne obejmujace:
badanie mikroskopowe, test filamentacji, wytwarzanie chla-
midospor, okreslenie zdolno$ci grzybow do fermentacji
(zymogram) oraz asymilacji (auksanogram) cukrow. Uzys-
kane wyniki zweryfikowano przy zastosowaniu komercyj-
nych testow API Candida i API 20C Aux (bioMerieux,
Francja) oraz klucza identyfikacyjnego wedlug Lodder
i Kreger van Rij (2, 17). W przypadku grzybow zaklasyfi-
kowanych wstepnie jako Malassezia spp. (charakterystyka
makro- i mikromorfologiczna), w celu identyfikacji na po-
ziomie gatunku zastosowano: Tween test (14), Cremophor
EL-test (20), probe na katalaze i B-glukozydaze (12, 20).
Grzyby plesniowe identyfikowano wedtug klucza opraco-
wanego przez de Hoog i wsp. (15).

Wyniki i omowienie
Skora i jej wytwory stanowia, zaréwno u ludzi, jak
1 u zwierzat, doskonata nisz¢ ekologiczna dla wielu
gatunkéw grzybow. Kompozycja mikrobioty oraz jej
gestose jest zréznicowana i zalezy od gatunku gospo-
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darza, a takze warunkow Ssrodowiska, w jakim zyje.
Organizmy zasiedlajace maja na ogét charakter komen-
saliczny, jednak pod wptywem pewnych, nie do konca
poznanych czynnikdéw, moga powodowac infekcje
oportumstyczne stanowiace powazny problem me-
dyczny zaréwno dla gospodarza, jak i kontaktujacych
si¢ z nim ludzi i zwierzat (21, 25).

Badania wykazaly obecno$¢ na skoérze zwierzat
wolno zyjacych mikrobioty grzybiczej, przy czym
grzyby drozdzopodobne izolowano od 35 (50,7%),
a grzyby plesniowe od 62 (89,8%) osobnikéw (tab. 1).
Bez wzgledu na gatunek badanych zwierzat, udziat
grzybow plesniowych w wyizolowanej puli szczepow
byt dominujacy i1 stanowit 63,4%, pozostate szczepy
(36,6%) zaklasyfikowano do grzybow drozdzopodob-
nych (tab. 1).

Najczesciej izolowano grzyby z rodzaju: Penicillium
spp., Alternaria spp., Cladosporium spp. oraz Malas-
sezia spp. 1 Rhodotorula spp., podczas gdy obecno$¢
gatunkow zaliczanych do Candida spp., Aspergillu spp.

Tab. 1. Mikrobiota grzybicza izolowana ze skory zwierzat
wolno zyjacych

Zwierzeta .
. Wyizolowane szcze
Gatunek kom?mmowane y liczba/% Ry
Drozdze Plesnie Drozdze Plesnie Ogotem
DIl amea | tao0 | 10m3 | sere 2 42
SaW | ogs0 | 4975 | 72896 | 110604 | 182
Ongf'g;“ 35/50,7 | 62/89,8 | 82/36,6 | 142/63,4 | 224

Tab. 2. Grzyby potencjalnie chorobotworecze izolowane ze
skéry zwierzat wolno zyjacych (% sztuk kontaminowanych)

Rodzaj/gatunek (nD:i:;) (nsz";‘é) &gg'gg])
Malassezia 46,1 25,0 M1
M. sympodialis 46,1 23,2 69,3
M. pachydermatis = 1,8 1,8
Aspergillus 23,1 35,8 58,9
A. fumigatus 15,4 14,3 29,7
A. flavus = 3,6 3,6
A. niger - 5,4 54
A. glaucus 1,7 1,8 9,5
Aspergillus spp. - 10,7 10,7
Candida 1,7 50,0 57,1
C. pelliculosa 1,7 10,7 18,4
C. guillermondi - 14,3 14,3
C. lusitaniae = 71 71
C. famata = 3,6 3,6
Candida spp. - 14,3 14,3
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A. Grzyby plesniowe
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B. Grzyby drozdzopodobne
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Ryec. 1. Profil gatunkowy mikroflory grzybiczej wystepujacej na skérze zwierzat wolno zyjacych

1 Trichoderma spp. utrzymywaly si¢ na poziomie istot-
nie nizszym (ryc. la, b). Identyfikacja gatunkowa prze-
prowadzona w obrebie drobnoustrojow o potencjalnie
oportunistycznym wzorcu patogenno$ci wykazata
w badanej populacji obecnos¢ gtownie Malassezia
sympodia lis (69,3%) oraz Aspergillus fumigatus
(29,7%), Candida pelliculosa, Candida quillermondi
i Candida lusitaniae (ryc. 1a, b, tab. 2).

Grzyby z rodzaju Malassezia zaliczane sa do lipo-
filnych sktadnikéw mikrobioty skory i bton $luzowych
wigkszos$ci zwierzat statocieplnych i cztowieka, ktore
w okreslonych warunkach moga by¢ réwniez odpo-
wiedzialne za infekcje oportunistyczne (5-7). Do nie-
dawna uwazano, ze M. pachydermatis (gatunek lipi-
doniezalezny) kolonizuje skorg zwierzat, gtownie mig-

sozernych, podczas gdy lipidozalezne gatunki Malas-
sezia zwiazane sa z cztowiekiem (13, 19). Badania
ostatnich lat wykazaty wyrazna zmiang tego profilu.
Lipidozalezne gatunki Malassezia izolowano od prze-
zuwaczy i koni, przy czym czg¢stotliwos¢ ich wystepo-
wania byla znacznie wyzsza niz M. pachydermatis (10).
Koty i psy, zarowno zdrowe kliniczne, jak i z objawa-
mi otitis externa czy dermatitis wykazywaly obecnos$¢
M. furfur, M. globosa 1 M. sympodialis (4, 23). U lu-
dzi natomiast odnotowywano przypadki fungemii na
tle M. pachydermatis (9).

Obecne badania wskazuja, ze podobnie jak u zwie-
rzat hodowlanych w mikrobiocie skory zwierzat wol-
no zyjacych (dziki, sarny), znaczacy udzial maja lipi-
dozalezne gatunki Malassezia. M. sympodialis izolo-
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wano od 46,1% badanej populacji dzikow i 23,2% sa-
ren, podczas gdy szczep M. pachydermatis stwierdzo-
no w jednym przypadku (1,8%) (tab. 2). Wystepowa-
nie M. sympodialis u znacznego odsetka owiec, koz,
bydta, koni 1 §win, a takze wolno zyjacych gatunkéw
kotowatych odnotowywali rowniez inni autorzy (1, 10,
11, 24).

Do grupy potencjalnych patogenow oportunistycz-
nych zaliczy¢ nalezy takze szczepy z grupy Candida
non-albicans, wykazywane u okoto 50% badanych
saren. Najczesciej izolowane gatunki z tej grupy to:
Candida guillermondi (14,3%), Candia pelliculosa
(10,7%) 1 Candida lusitaniae (7,1%). W grupie bada-
nych dzikéw grzyby z rodzaju Candida izolowano je-
dynie od 7,7% osobnikow i byta to Candida pelliculo-
sa (ryc. 1b). Ponadto wykazano rowniez obecno$¢ grzy-
bow rodzaju Aspergillus (sarny 35,8%, dziki 23,1%),
przy czym gatunkiem dominujacym byt Aspergillus
fumigatus (ryc. la). Obie grupy drobnoustrojow,
tj. Candida non-albicans oraz Aspergillus fumigatus
1 4. non-fumigatus stanowia obecnie duze zagrozenie
zdrowia zwierzat hodowlanych, ptakéw, a przede
wszystkim ludzi (18, 26, 27). Candida spp. zajmuje
trzecie miejsce wsrdd czynnikow odpowiedzialnych
za grzybice inwazyjna u ludzi, dotyczaca uktadu krwio-
nosnego (28), a Aspergillus spp. stanowi najwyzsze
zagrozenie zycia dla biorcow szpiku kostnego (29).

Biorac pod uwagg fakt, ze okoto 60% patogenow
odpowiedzialnych za infekcje u ludzi pochodzi od
zwierzat (16), wykazanie w obecnych badaniach sto-
sunkowo wysokiego zakazenia powtok zewngtrznych
zwierzat wolno zyjacych gatunkami grzybow o opor-
tunistycznym wzorcu patogenno$ci wskazuje, ze moga
one stanowi¢ wazne ogniwo w tancuchu epidemiolo-
gicznym zakazen grzybiczych.
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