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Lipofilné kvasinky Malassezia spp. patria medzi komenzálne mikroorganizmy na povrchu kože zdravého člo-
veka aj zvierat. Pre ich rast sú esenciálne lipidy, ktoré musia prijímať z vonkajšieho prostredia, preto kolonizujú 
najmä tie časti kože, kde je obsah mastných kyselín vyšší. Vplyvom endo- a exogénnych faktorov často dochá-
dza k ich premnoženiu, prípadne až k ochoreniu Pityriasis versicolor. Identifikácia spočíva najmä v mikroskopic-
kej analýze vzoriek a ich následnej kultivácii. Cieľom práce bol náš záujem a pokus o určenie druhového zastú-
penia lipofilných kvasiniek v 48 náhodne vybraných vzorkách. Klinické vzorky pochádzali od pacientov z celého 
Slovenska. Metódou MALDI-TOF sa nám z vybraných izolátov podarilo druhovo určiť len 1 vzorku, sekvenova-
ním podľa Sangera to bolo 84 % izolátov. K najčastejšie izolovaným druhom patrili: M. sympodialis, M. globosa, 
M. slooffiae, M. restricta a M. furfur.
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The analysis of the lipophilic yeasts Malassezia spp. in the clinical samples
Lipophilic yeasts Malassezia spp. are normal inhabitants of the superficial epidermis of healthy humans and 
animals. The external lipids are essential for their growth. Therefore, they mainly colonize those parts of the 
skin where the content of fatty acids is higher. Endo and exogenous factors can cause their proliferation, even 
Pityriasis versicolor disease. The main part of identification is the microscopic analysis of the samples and their 
cultivation. The aim of the work was our interest and the attempt to determine the species of lipophilic yeasts 
in 48 randomly selected samples. The clinical samples were isolated from patients from almost the whole of 
Slovakia. Using the MALDI-TOF method, we determined the species of only 1 sample from the selected isolates. 
By Sanger sequencing, it was 84 % of the isolates. The most frequently isolated species included: M. sympodialis, 
M. globosa, M. slooffiae, M. restricta and M. furfur. 
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Úvod
Povrchové mykózy sú bežne rozšírené na celom svete. 

Predpokladá sa, že postihujú 20 – 25 % svetovej populácie, 
pričom sa ich výskyt stále zvyšuje(1). Sú to ochorenia kože 
a  kožných adnexov. Vyvolávateľmi týchto dermatomykóz 
sú 3 hlavné skupiny mikromycét: dermatofyty, oportúnne 
hyfomycéty a kvasinky vrátane lipofilných. Lipofilné kvasinky 
Malassezia spp. sú súčasťou normálneho kožného mikrobió-
mu. Vyskytujú sa prirodzene na povrchu zdravej kože nielen 
človeka, ale aj mnohých zvierat(2). Kožná kolonizácia do urči-
tej miery varíruje v závislosti od veku. Vplyvom mnohých en-
do a exogénnych faktorov môže tak dôjsť k ich premnoženiu 
a následnému rozvoju ochorenia. Sú to lipofilné kvasinky, čo 
znamená závislé od exogénnych lipidov, pretože im chýbajú 
gény syntézy mastných kyselín, okrem druhu M. pachyderma-
tis(3,4). V súčasnosti je do rodu zaradených 18 druhov, ktoré 
boli izolované zo zdravej aj chorej ľudskej a zvieracej kože(5).

Bunky Malassezia spp. sa vyznačujú rôznym tvarom – 
guľovité, oválne alebo cylindrické. Pučanie je zvyčajne mo-
nopolárne. Bunková stena je viacvrstvová, pomáha chrániť 
pred rôznymi environmentálnymi vplyvmi a tiež vyhýbať sa 

fagocytóze. Hlavnými zložkami bunkovej steny sú sachari-
dy (70 %), proteíny (10 %), lipidy (15 – 20 %) a malé množ-
stvá dusíka a síry(6). Patofyziológia kožných ochorení spô-
sobených Malassezia spp. je do značnej miery neznáma 
vzhľadom na komplexné interakcie tohto komenzala s ko-
žou. V zdravej pokožke sa nachádzajú kvasinky Malassezia 
spp. bez klinickej zmeny. Keď dôjde k pôsobeniu exo- alebo 
endogénnych faktorov na rast kvasiniek, tie sa prispôsobujú 
modifikáciou expresie enzýmov podieľajúcich sa na získava-
ní energie (lipázy, fosfolipázy)(7).

Hodnotenie antifungálnych mikrobiologických profilov 
pre tieto kvasinky je náročné, a doteraz nebola vyvinutá re-
ferenčná metóda. Veľkosť inokula, inkubačný čas a kritériá 
použité na určenie minimálnej inhibičnej koncentrácie (MIC) 
sa v  jednotlivých štúdiách líšia. Vo všeobecnosti, Malasse-
zia spp. sú citlivé na lokálne a perorálne prípravky s keratoly-
tickými vlastnosťami, ako aj antifungálnym účinkom. Medzi 
prvé a často účinné liečebné preparáty patria šampóny a kré-
my so soľami selénu a zinku, s propylénglykolom a so sírový-
mi zlúčeninami. Topická liečba môže tiež obsahovať špeci-
fické antimykotiká vrátane azolov a terbinafínu. Všetky druhy 
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tohto rodu sú prirodzene rezistentné proti echinokandínom 
a griseofulvínu. Niektoré druhy tiež vykazujú vysoké hodnoty 
MIC pre ketokonazol, ktorý je odporúčaný ako liečivo pri kož-
ných ochoreniach(8).

Klinické infekcie spôsobené lipofilnými kvasinkami posti-
hujú prevažne kožu, pričom najčastejším prejavom je ocho-
renie Pityriasis versicolor (PV). Ďalšie kožné ochorenia, pri 
ktorých hrajú úlohu druhy Malassezia spp., sú seboroická 
dermatitída, atopická dermatitída, rôzne folikulitídy, spolu-
pôsobia aj pri prejavoch akné, rozacei(9,10,11). Vo všeobecnos-
ti platí, že kožné infekcie vyvolané Malassezia spp. sú často 
chronické a u citlivejších jedincov sa vyskytujú opakovane. 
Imunosupresívni pacienti majú vyššiu mieru recidívy. Špeci-
fické environmentálne expozície môžu rovnako zlepšiť alebo 
zhoršiť symptómy(12).

Pityriasis versicolor (PV) je chronická superficiálna kožná 
infekcia postihujúca rohovú vrstvu kože – stratum corneum. 
V patogenéze sa ako predispozičné faktory uplatňujú naj-
mä zvýšená potivosť, natieranie kože mastnými prípravkami 
(oleje, krémy...), celková liečba kortikoidmi a imunosupresí-
vami, nedostatočná výživa a mnohé ďalšie. Ochorenie je pre-
nosné z človeka na človeka buď priamym kontaktom, alebo 
aj nepriamo. Kontagióznosť je však nízka, pre vznik a rozvoj 
infekcie je potrebná aj určitá individuálna vnímavosť(13). Ob-
lasť výskytu ochorenia je od mierneho klimatického pásma 
až po tropické podnebie, pričom v teplom a vlhkom prostredí 
sa PV vyskytuje častejšie. Uvádza sa, že v týchto oblastiach 
na ochorenie trpí až 50 % populácie. Nie sú pozorované vý-
raznejšie rozdiely medzi pohlaviami. Podľa vekového rozlo-
ženia sú častejšie postihnutí dospievajúci a mladí dospelí, 
ale ochorenie sa môže vyskytnúť v akomkoľvek veku(13,14). PV 
sa vo všeobecnosti vyskytuje aj u zdravých jedincov. Okrem 
toho existujú údaje o asociácii medzi PV a ďalšími ochore-
niami, napr. diabetes mellitus, poruchy činnosti štítnej žľazy 
a iné. PV sa vyznačuje veľmi typickým mikroskopickým ob-
razom šupín z kožných lézií(15).

Ochorenie sa prejavuje splývajúcimi, šupinatými, tmavými 
alebo depigmentovanými škvrnami nachádzajúcimi sa v hor-
nej časti trupu siahajúcimi na krk, brucho, chrbát a ramená, 
zriedka inde(2). PV sa môže prejaviť aj v axilách, na slabinách, 
stehnách či genitáliách a takisto môže ochorenie postihovať 
predlaktia a chrbty rúk. Primárne lézie sú dobre ohraničené 

makuly, ktoré môžu byť mierne erytematózne a pokryté jem-
nými šupinami. Tie môžu byť však viditeľné až po škriaba-
ní povrchu lézie. Môžu sa spájať a vytvárať rozptýlené škvr-
ny hypo- alebo hyperpigmentácie alebo splývať do väčších 
mapovitých ložísk (obrázok 1)(16).

Lézie môžu pod UV (Woodovým) svetlom vykazovať svet-
ložltú fluorescenciu. Základom je priama mikroskopia. V pre-
paráte možno pozorovať mycélium, krátke hýfy spolu s guľo-
vitými hrubostennými kvasinkami (obrázok 2). Zriedka môžu 
byť pozorované len oválne kvasinky. Charakteristický vzhľad 
pod mikroskopom bol opísaný ako „meatballs and spaghet-
ti“. Druhová identifikácia Malassezia spp. kultivačnými alebo 
molekulárnymi metódami nie je súčasťou bežného diagnos-
tického vyšetrenia PV(17).

Materiál a metódy
V práci sme použili klinické vzorky pacientov pochádzajú-

cich takmer z celého Slovenska. Vzorky z kožných šupín (naj-
mä z oblastí trupu, hlavy, ramien atď.) boli zozbierané v obdo-
bí jún až december 2022.

Všetky vzorky sme v prvom kroku analyzovali mikrosko-
picky – natívnym lúhovým preparátom s 20 % hydroxidom 
draselným. Následne sme vzorky kultivovali na selektívnej 
pôde ŽOT (obsahujúca žlč, olivový olej a TWEEN) pri 30 °C 
počas 7 – 10 dní. Z pozitívnych kultivačných nálezov potvrde-
ných mikroskopicky laktofenolovým preparátom sme náhod-
ne vybrali 48 izolátov, ktoré sme použili na druhovú identifi-
káciu metódami MALDI-TOF a sekvenovaním podľa Sangera.

MALDI-TOF – je metóda identifikácie mikroorganizmov 
pomocou laserovej desorpcie/ionizácie za účasti matrice. 
Princíp metódy spočíva v generovaní hmotnostných spektrál-
nych profilov ribozómových proteínov mikroorganizmov, kto-
ré sa následne porovnávajú s hmotnostnými spektrami v da-
tabáze(18). Pri analýze mikromycét je okrem štandardného 
postupu potrebný medzikrok s použitím kyseliny mravčej(19).

Sekvenácia enzymatickou metódou podľa Sangera – me-
tóda je založená na selektívnej inkorporácii dideoxynukleo-
tidov pomocou DNA polymerázy v priebehu replikácie DNA, 
čím dochádza k terminácii polymerizačnej reakcie(20). Na izo-
láciu DNA zo vzoriek sme použili komerčne dostupný kit – 
Fungi/Yeast Genomic DNA isolation kit (NORGEN, Biotec 
Corporation). Z metód molekulárnej biológie sme aplikova-

Obrázok 1. Klinické prejavy Pityriasis versicolor (i1) Obrázok 2. Pityiriasis versicolor, vzorka DE 21702/2022 x400 (autor)
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li klasickú polymerázovú reťazovú reakciu (PCR) s použitím 
primerov špecifických na konzervované úseky DNA – ITS gé-
ny. Následne sme PCR produkty elektroforeticky separovali 
v 1,5 % agarózovom géli pri napätí 120 V 20 – 30 min s cie-
ľom zistiť veľkosť produktu s použitím fluorescenčnej farbič-
ky Serva DNA stain G. Vzorky sme po prečistení ExoSapom 
fluorescenčne kvantifikovali.

Na Sanger PCR sme použili BigDyeTM Terminator v3.1 
Cycle Sequencing Kit (ThermoFisher Scientific) modifikova-
ný Vedeckým parkom UK.

Získané .ab1 súbory sme analyzovali v programe Chro-
mas Lite a získané sekvencie sme porovnávali s dostupný-
mi známymi sekvenciami pomocou databázy BLAST (i2).

Výsledky
V natívnom lúhovom preparáte s 20 % hydroxidom dra-

selným sme pozorovali v 17 vzorkách obraz typický pre Pity-
riasis versicolor. V 4 vzorkách sme nepozorovali žiadne ko-
nídie Malassezia spp. a v ostatných vzorkách boli prítomné 
len konídie. Všetky kultivačné nálezy sme overili mikrosko-
pickou analýzou v laktofenolovom preparáte s 200- a 400-ná-
sobným zväčšením. Makroskopicky sa kolónie izolátov líšili 
štruktúrou (hladké, zvrásnené), veľkosťou (1 – 5 mm), fareb-
ne (svetlokrémové až tmavšie) (obrázok 3). Bunky Malasse-
zia spp. tiež vykazovali rozdielnu veľkosť a tvar. Veľkostne 
boli v rozmedzí 2,5 – 4,5 µm a ich tvar sme opísali ako guľo-
vitý, oválny až cylindrický. Bežne sme pozorovali aj monopo-
lárne pučanie.

Obrázok 3. Malassezia spp. na ŽOT 10 dní/30 °C (autor) Tabuľka 1. Výsledky sekvenovania

Vzorka Výsledok Referenčný 
kmeň

Pokrytie 
sekvencie 

(%)

% identifi-
kácie

DE 10866 M. sympodialis ATCC 42132 100 99,9
DE 10934 Bez identifikácie      
DE 11090 M. sympodialis KS292 100 99,89
DE 11238 M. sympodialis ATCC 42132 100 99,9
DE 11460 M. sympodialis KS292 100 99,89
DE 11646 M. sympodialis KS292 100 100
DE 12164 M. slooffiae CBS 7956 100 95,14
DE 12452 M. sympodialis ATCC 42132 100 100
DE 12816 M. furfur CBS14141 99 98,64
DE 13218 M. furfur  CBS14141 100 99,9
DE 19724 M. restricta KCTC 27527 99 98,82
DE 19786 M. globosa CBS7966 100 98,73
DE 19860 M. globosa CBS7966 100 98,1
DE 19862 M. globosa CBS7966 100 98
DE 19952 M. sympodialis KS292 100 99,56
DE 20012 M. slooffiae CBS:7956 81 99,87
DE 20090 M. sympodialis KS292 100 99,69
DE 20178 M. globosa CBS7966 100 96,7
DE 20240 M. globosa CBS7966 100 98,02
DE 20406 M. sympodialis KS292 100 99,89

DE 20444 M. restricta/
M.globosa

KCTC 27527/
TN1512

99/
60

88,24/
81,54

DE 20498 M. globosa CBS7966 100 97,16
DE 20506 M. sympodialis ATCC 42132 100 100
DE 20554 Bez identifikácie      
DE 20612 M. slooffiae CBS:7956 78 99,73
DE 20614 M. sympodialis ATCC 42132 100 99,78
DE 20644 M. restricta CBS 7877 99 99,65
DE 20774 M.slooffiae CBS:7956 78 93,76
DE 20890 M. restricta CBS 7877 100 99,78
DE 20896 M. sympodialis KS292 100 99,89
DE 21130 Bez identifikácie      
DE 21302 M. sympodialis ATCC 42132 100 99,49
DE 21456 M. sympodialis KS292 100 99,9
DE 21560 M. globosa CBS7966 100 97,93
DE 21574 M. sympodialis KS292 100 99,89
DE 21690 M. sympodialis KS292 100 99,9
DE 21702 M. sympodialis ATCC 42132 100 100
DE 21704 M. sympodialis KS292 100 99,59
DE 23066 M.sympodialis KS292 99 94,85
DE 23166 Bez identifikácie      
DE 23310 Bez identifikácie      
DE 23318 Bez identifikácie      
DE 23382 M. sympodialis KS292 100 99,69
DE 23546 M. sympodialis KS292 100 99,69
DE 23942 M. sympodialis ATCC 42132 100 99,58
DE 24242 Bez identifikácie      
DE 24376 M. furfur CBS14141 100 99,36
DE 24748 Bez identifikácie      

Metódou MALDI-TOF sme druhovo identifikovali len 1 izo-
lát. Bola to vzorka šupín z oblasti trupu a mikroskopicky sme 
v natívnom lúhovom preparáte pozorovali obraz typický pre PV. 
Výsledkom identifikácie bol druh M. furfur s  identifikačným 
skóre 1,83, čo predstavuje úspešnú identifikáciu, keďže tento 
interval sa pri kvasinkách pohybuje v rozmedzí 1,7 a vyššie(21).

Graf 1. Výsledky druhového zastúpenia Malassezia spp.
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Výsledky sekvenčnej metódy podľa Sangera sú zobrazené 
v tabuľke 1. V našom súbore pacientov sme izolovali 5 rôz-
nych druhov Malassezia spp.

Percentuálne zastúpenie jednotlivých druhov môžeme vi-
dieť na grafe 1. Najpočetnejším druhom v našom súbore bo-
la M. sympodialis, tvorí takmer polovicu všetkých kmeňov. 
Za ňou nasleduje M. globosa vyskytujúca sa v pätine izolá-
tov. Druhy M. slooffiae, M. restricta a M. furfur sú zastúpené 
približne rovnako v 6 – 8 %. Z grafu je zrejmé, že až 16 % izo-
látov sa nám nepodarilo určiť.

Diskusia a záver
V tejto práci sme za zamerali na analýzu lipofilných kva-

siniek Malassezia spp. v klinických vzorkách. Hoci sú tieto 
kvasinky bežnou súčasťou kože, vlasov, chlpov, už ich rodo-
vá identifikácia je pomerne náročná. Bežná identifikácia spo-
číva v dvoch krokoch – mikroskopia a kultivácia. Prvým bola 
mikroskopická analýza kožných šupín lúhovým preparátom. 
Preparáty sme hodnotili pri 200-, 400- a  1 000-násobnom 
zväčšení. V mikroskopickom obraze sme pozorovali buď len 
modrasté často aj pučiace konídie Malassezia spp., alebo aj 
krátke hýfy. Typický obraz PV sme vyhodnotili v 35 % vzoriek. 
Naopak, negatívnu mikroskopiu sme mali približne v 8 % vzo-
riek. Podľa Rhodoplu a kol. (2014) je miera pozitivity priamej 
mikroskopickej analýzy v rozmedzí 46,65 – 100 %. Naša mie-
ra pozitivity 92 % sa nachádzala v danom rozmedzí. Kultivá-
ciu sme hodnotili po 7 – 10 dňoch a pozitivitu potvrdili lakto-
fenolovým preparátom prítomnosťou konídií.

Cieľom tejto práce bol náš záujem a pokus o druhové za-
stúpenie lipofilných kvasiniek, ktoré sa v  rutinnej klinickej 
diagnostike nevykonáva. Pokúsili sme sa o ňu dvomi metodi-
kami. Metódou MALDI-TOF, bežne využívanou na identifiká-
ciu baktérií a čiastočne aj kvasiniek a metódou sekvenovania 
podľa Sangera uskutočnenou vo Vedeckom parku Univerzi-
ty Komenského.

Výsledky metódy MALDI-TOF sú založené na porovnáva-
ní hmotnostných spektier ribozómových proteínov mikroor-
ganizmov s databázou. Druhové spektrum lipofilných kvasi-
niek v tejto databáze je však veľmi úzke, obsahuje len dva 
druhy – M. furfur a lipidovo nezávislý druh M. pachyderma-
tis. Z tohto dôvodu sme metódou MALDI-TOF signifikantne 
určili len jeden izolát.

Molekulárnobiologickou metódou sekvenovania podľa 
Sangera sa nám nepodarilo určiť ani všetkých 48 izolátov. 
Sanger PCR sme druhovo určili 84 % izolátov. Najpočetnej-
šie zastúpenie mala M. sympodialis v 45 % izolátov. Romano 
a kol. (2013) vo svojej práci uvádza, že najčastejšie izolova-
ným druhom v Taliansku je M. globosa približne v 65 % vzo-
riek. Rozdiely v druhovom zastúpení môžu súvisieť s klima-
tickými rozdielmi, metódou odberu (zoškrab, ster), zložením 
kultivačného média, prípadne spôsobom identifikácie. V 47 
prípadoch sme izolovali 1 druh, iba v jednej vzorke bola izo-
lovaná zmesová kultúra 2 druhov Malassezia spp. Tento údaj 
nám nekoreluje so štúdiou Romano a kol. (2013), ktorá opi-
suje až v 38 % výskyt dvoch druhov Malassezia spp. izolova-
ných z rovnakej lézie. Neúspešná druhová identifikácia bo-
la pri 8 izolátoch, čo predstavuje približne pätinu vzoriek. Pri 
týchto izolátoch sme sa pokúsili jednotlivé metódy modifi-
kovať: opakovaná izolácia DNA, použitie iných master mixov, 
opätovné prečisťovanie vzoriek a využitie vysokošpecifickej 
DNA polymerázy. Kmene sa nám však napriek týmto snahám 
nepodarilo určiť. Dôvodom môže byť, že kvasinky ako euka-
ryotické mikroorganizmy majú zložitejšiu štruktúru bunkovej 
steny. Z tohto dôvodu môže byť problematická už prvotná 
izolácia DNA, najmä v procese lýzy bunky.

Pre vyššiu úspešnosť identifikácie by bolo potrebné op-
timalizovať podmienky reakcií. Keďže je druhové určenie li-
pofilných kvasiniek časovo aj finančne veľmi náročné, v ru-
tinnej klinickej praxi nie je potrebné ani sa bežne nevyužíva. 
Touto prácou sa nám potvrdil fakt, že molekulárne metó-
dy sú v druhovej detekcii Malassezia spp. jednoznačne cit-
livejšie ako kultivačné (fenotypové). Na základe našich vý-
sledkov sme získali aspoň orientačnú predstavu, aké druhy 
Malassezia spp. sú v našich klimatických podmienkach pre-
vládajúce.
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