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Lipofilné kvasinky Malassezia spp. patria medzi komenzalne mikroorganizmy na povrchu koze zdravého ¢lo-
veka aj zvierat. Pre ich rast su esencialne lipidy, ktoré musia prijimat z vonkajsieho prostredia, preto kolonizuju
najma tie Casti koze, kde je obsah mastnych kyselin vyssi. Vplyvom endo- a exogénnych faktorov ¢asto docha-
dza k ich premnozeniu, pripadne az k ochoreniu Pityriasis versicolor. Identifikacia spociva najma v mikroskopic-
kej analyze vzoriek a ich naslednej kultivacii. Cieflom prace bol nas zaujem a pokus o uréenie druhového zastu-
penia lipofilnych kvasiniek v 48 nahodne vybranych vzorkach. Klinické vzorky pochadzali od pacientov z celého
Slovenska. Metédou MALDI-TOF sa nam z vybranych izolatov podarilo druhovo urcit len 1 vzorku, sekvenova-
nim podla Sangera to bolo 84 % izolatov. K najcastejsie izolovanym 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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Uvod

Povrchové mykdzy su bezne rozsirené na celom svete.
Predpoklada sa, ze postihuju 20 — 25 % svetovej populdcie,
pricom sa ich vyskyt stéle zvysuje®. Su to ochorenia koze
a koznych adnexov. Vyvolavatelmi tychto dermatomykéz
sU 3 hlavné skupiny mikromycét: dermatofyty, oportinne
hyfomycéty a kvasinky vratane lipofilnych. Lipofilné kvasinky
Malassezia spp. st si¢astou normalneho kozného mikrobio-
mu. Vyskytuju sa prirodzene na povrchu zdravej koze nielen
Cloveka, ale aj mnohych zvierat®. Kozna kolonizacia do urci-
tej miery variruje v zavislosti od veku. Vplyvom mnohych en-
do a exogénnych faktorov moze tak dojst k ich premnoZeniu
a naslednému rozvoju ochorenia. Su to lipofilné kvasinky, ¢o
znamena zavislé od exogénnych lipidov, pretoze im chybaju
gény syntézy mastnych kyselin, okrem druhu M. pachyderma-
tis®4. V stcasnosti je do rodu zaradenych 18 druhov, ktoré
boli izolované zo zdravej aj chorej fudskej a zvieracej koze®.,

Bunky Malassezia spp. sa vyznacuju réznym tvarom —
gulovité, ovalne alebo cylindrické. Pucanie je zvyCajne mo-
nopolarne. Bunkova stena je viacvrstvova, pomaéha chranit
pred ré6znymi environmentalnymi vplyvmi a tiez vyhybat sa

fagocytoze. Hlavnymi zlozkami bunkovej steny su sachari-
dy (70 %), proteiny (10 %), lipidy (15 — 20 %) a malé mnoz-
stva dusika a siry®. Patofyzioldgia koZnych ochoreni spo6-
sobenych Malassezia spp. je do znacnej miery nezndma
vzhladom na komplexné interakcie tohto komenzala s ko-
zou. V zdravej pokozke sa nachadzaju kvasinky Malassezia
spp. bez klinickej zmeny. Ked' d6jde k pdsobeniu exo- alebo
endogénnych faktorov na rast kvasiniek, tie sa prispésobuju
modifikaciou expresie enzymov podielajicich sa na ziskava-
ni energie (lipazy, fosfolipazy)®.

Hodnotenie antifungdlnych mikrobiologickych profilov
pre tieto kvasinky je naro¢né, a doteraz nebola vyvinuta re-
ferenc¢na metdda. Velkost inokula, inkubacny ¢as a kritéria
pouzité na uréenie minimalnej inhibi¢nej koncentracie (MIC)
sa v jednotlivych Stddiach liSia. Vo vSeobecnosti, Malasse-
Zia spp. su citlivé na lokalne a peroralne pripravky s keratoly-
tickymi vlastnostami, ako aj antifungalnym Gc¢inkom. Medzi
prvé a Casto Ucinné lieCebné preparaty patria Sampény a kré-
my so solami selénu a zinku, s propylénglykolom a so sirovy-
mi zli¢eninami. Topicka liecba moze tiez obsahovat Speci-
fické antimykotika vratane azolov a terbinafinu. VSetky druhy
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Obrazok 1. Klinické prejavy Pityriasis versicolor (i1)

tohto rodu su prirodzene rezistentné proti echinokandinom
a griseofulvinu. Niektoré druhy tiez vykazuju vysoké hodnoty
MIC pre ketokonazol, ktory je odporucany ako lie€ivo pri koz-
nych ochoreniach®.

Klinické infekcie spdsobené lipofilnymi kvasinkami posti-
huju prevazne kozu, pricom najc¢astejSim prejavom je ocho-
renie Pityriasis versicolor (PV). Dalie kozné ochorenia, pri
ktorych hraju dlohu druhy Malassezia spp., su seboroicka
dermatitida, atopickd dermatitida, rozne folikulitidy, spolu-
posobia aj pri prejavoch akné, rozacei®'%', Vo v§eobecnos-
ti plati, Ze kozné infekcie vyvolané Malassezia spp. su ¢asto
chronické a u citlivejSich jedincov sa vyskytuju opakovane.
Imunosupresivni pacienti maju vy$siu mieru recidivy. Speci-
fické environmentalne expozicie mézu rovnako zleps$it alebo
zhor$it symptomy(12,

Pityriasis versicolor (PV) je chronicka superficialna kozna
infekcia postihujuca rohovu vrstvu koze — stratum corneum.
V patogenéze sa ako predispozi¢né faktory uplatiuju naj-
ma zvydenad potivost, natieranie koze mastnymi pripravkami
(oleje, krémy...), celkova liecba kortikoidmi a imunosupresi-
vami, nedostato¢na vyziva a mnohé dalSie. Ochorenie je pre-
nosné z ¢loveka na ¢loveka bud priamym kontaktom, alebo
aj nepriamo. Kontagiéznost je vSak nizka, pre vznik a rozvoj
infekcie je potrebna aj uréita individualna vnimavost®. Ob-
last vyskytu ochorenia je od mierneho klimatického pasma
az po tropické podnebie, pricom v teplom a vihkom prostredi
sa PV vyskytuje CastejSie. Uvadza sa, Ze v tychto oblastiach
na ochorenie trpi az 50 % populacie. Nie suU pozorované vy-
raznejSie rozdiely medzi pohlaviami. Podl'a vekového rozlo-
Zenia su CastejSie postihnuti dospievajuci a mladi dospeli,
ale ochorenie sa moze vyskytnut v akomkolvek veku(3'4. PV
sa vo vSeobecnosti vyskytuje aj u zdravych jedincov. Okrem
toho existuju Udaje o asociacii medzi PV a dalSimi ochore-
niami, napr. diabetes mellitus, poruchy Cinnosti Stitnej zlazy
a iné. PV sa vyznacuje velmi typickym mikroskopickym ob-
razom $upin z koznych |ézii"9.

Ochorenie sa prejavuje splyvajucimi, Supinatymi, tmavymi
alebo depigmentovanymi Skvrnami nachddzajucimi sa v hor-
nej Casti trupu siahajicimi na krk, brucho, chrbat a ramen3,
zriedka inde®. PV sa m0ze prejavit aj v axilach, na slabinach,
stehnéch &i genitaliach a takisto moze ochorenie postihovat
predlaktia a chrbty rdk. Primarne lézie su dobre ohrani¢ené

Obrazok 2. Pityiriasis versicolor, vzorka DE 21702/2022 x400 (autor)

N A':Q"'\ “\ :v e~ < 7 i -

makuly, ktoré mézu byt mierne erytematdzne a pokryté jem-
nymi Supinami. Tie mézu byt v8ak viditelné aZ po Skriaba-
ni povrchu lézie. M6Zu sa spdjat a vytvarat rozptylené skvr-
ny hypo- alebo hyperpigmentécie alebo splyvat do vacsich
mapovitych lozisk (obrazok 1)(®.

Lézie m6zu pod UV (Woodovym) svetlom vykazovat svet-
lozltd fluorescenciu. Zakladom je priama mikroskopia. V pre-
parate mozno pozorovat mycélium, kratke hyfy spolu s gulo-
vitymi hrubostennymi kvasinkami (obrazok 2). Zriedka mézu
byt pozorované len ovélne kvasinky. Charakteristicky vzhlad
pod mikroskopom bol opisany ako ,meatballs and spaghet-
ti“. Druhova identifikdcia Malassezia spp. kultivaénymi alebo
molekuldarnymi metédami nie je sucastou bezného diagnos-
tického vysetrenia PV(7).

Material a metody

V praci sme pouzili klinické vzorky pacientov pochadzaju-
cich takmer z celého Slovenska. Vzorky z koznych Supin (naj-
ma z oblasti trupu, hlavy, ramien atd’) boli zozbierané v obdo-
bi jun az december 2022.

VSetky vzorky sme v prvom kroku analyzovali mikrosko-
picky — nativnhym liGhovym prepardtom s 20 % hydroxidom
draselnym. Nasledne sme vzorky kultivovali na selektivnej
poéde ZOT (obsahujlca ZIg, olivovy olej a TWEEN) pri 30 °C
pocas 7 — 10 dni. Z pozitivnych kultivaénych nalezov potvrde-
nych mikroskopicky laktofenolovym preparatom sme nahod-
ne vybrali 48 izolatov, ktoré sme pouzili na druhovu identifi-
kaciu metédami MALDI-TOF a sekvenovanim podla Sangera.

MALDI-TOF - je metdda identifikacie mikroorganizmov
pomocou laserovej desorpcie/ionizacie za ucasti matrice.
Princip metddy spociva v generovani hmotnostnych spektral-
nych profilov ribozémovych proteinov mikroorganizmov, kto-
ré sa nasledne porovnavaju s hmotnostnymi spektrami v da-
tabaze(®. Pri analyze mikromycét je okrem Standardného
postupu potrebny medzikrok s pouzitim kyseliny mravcej?.

Sekvendcia enzymatickou metédou podl'a Sangera — me-
téda je zalozend na selektivnej inkorporacii dideoxynukleo-
tidov pomocou DNA polymerazy v priebehu replikdcie DNA,
¢im dochéadza k terminacii polymerizacnej reakcie®. Na izo-
laciu DNA zo vzoriek sme pouzili komercne dostupny kit —
Fungi/Yeast Genomic DNA isolation kit (NORGEN, Biotec
Corporation). Z metdéd molekulérnej bioldgie sme aplikova-
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Obrézok 3. Malassezia spp. na ZOT 10 dni/30 °C (autor)

li klasickd polymerazovu retazovu reakciu (PCR) s pouZitim
primerov Specifickych na konzervované useky DNA - ITS gé-
ny. Nasledne sme PCR produkty elektroforeticky separovali
v 1,5 % agar6ézovom géli pri napati 120 V 20 — 30 min s cie-
lom zistit velkost produktu s pouzitim fluorescencénej farbic-
ky Serva DNA stain G. Vzorky sme po precisteni ExoSapom
fluorescenéne kvantifikovali.

Na Sanger PCR sme pouzili BigDye™ Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit (ThermoFisher Scientific) modifikova-
ny Vedeckym parkom UK.

Ziskané .ab1 subory sme analyzovali v programe Chro-
mas Lite a ziskané sekvencie sme porovndvali s dostupny-
mi zndmymi sekvenciami pomocou databazy BLAST (i2).

Vysledky

V nativhom ldhovom preparate s 20 % hydroxidom dra-
selnym sme pozorovali v 17 vzorkach obraz typicky pre Pity-
riasis versicolor. V 4 vzorkach sme nepozorovali ziadne ko-
nidie Malassezia spp. a v ostatnych vzorkach boli pritomné
len konidie. VSetky kultivacné nalezy sme overili mikrosko-
pickou analyzou v laktofenolovom preparate s 200- a 400-na-
sobnym zvacsenim. Makroskopicky sa koldnie izolatov lisili
Struktarou (hladké, zvrasnené), velkostou (1 — 5 mm), fareb-
ne (svetlokrémové az tmavsie) (obrazok 3). Bunky Malasse-
zia spp. tiez vykazovali rozdielnu velkost a tvar. Velkostne
boli v rozmedzi 2,5 — 4,5 pm a ich tvar sme opisali ako gulo-
vity, ovalny az cylindricky. Bezne sme pozorovali aj monopo-
larne pucanie.

Graf 1. Vysledky druhového zastipenia Malassezia spp.

B M. sympodialis
B M. globosa

M. slooffiae

M. restricta
M. furfur

H bez identifikdcie

Tabulka 1. Vysledky sekvenovania

Vzorka

Vysledok

Referencny

kmen

Pokrytie
sekvencie

)

% identifi-
kacie

DE 10866 | M. sympodialis ATCC 42132 100 99,9
DE 10934 | Bez identifikacie
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
M. restricta, KCTC 27527 99 88,24
DE 20444 | v/ giobosa / ame | &0 81 ,54/
DE 20498 | M. globosa CBS7966 100 97,16
DE 20506 | M. sympodialis ATCC 42132 100 100
DE 20554 | Bez identifikéacie
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 identifikacie
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 identifikacie
DE 23310 | Bez identifikacie
DE 23318 | Bez identifikacie
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 identifikacie
DE 24376 | M. furfur CBS14141 100 99,36
DE 24748 | Bez identifikacie

Metédou MALDI-TOF sme druhovo identifikovali len 1 izo-
Iat. Bola to vzorka Supin z oblasti trupu a mikroskopicky sme
v nativnom lihovom preparate pozorovali obraz typicky pre PV.
Vysledkom identifikacie bol druh M. furfur s identifikacnym
skore 1,83, o predstavuje Uspesnu identifikaciu, kedze tento
interval sa pri kvasinkach pohybuje v rozmedzi 1,7 a vy$sie®",

1/2023
ewslab




Povodné prace

Vysledky sekvencnej metddy podl'a Sangera su zobrazené
v tabulke 1. V nasom subore pacientov sme izolovali 5 r6z-
nych druhov Malassezia spp.

Percentualne zastipenie jednotlivych druhov mézeme vi-
diet na grafe 1. Najpocetnejsim druhom v nasom subore bo-
la M. sympodialis, tvori takmer polovicu vSetkych kmenov.
Za fou nasleduje M. globosa vyskytujica sa v patine izola-
tov. Druhy M. slooffiae, M. restricta a M. furfur su zastupené
priblizne rovnako v 6 — 8 %. Z grafu je zrejmé, ze az 16 % izo-
latov sa ndm nepodarilo urcit.

Diskusia a zaver

V tejto praci sme za zamerali na analyzu lipofilnych kva-
siniek Malassezia spp. v klinickych vzorkach. Hoci su tieto
kvasinky beznou sucastou koze, vlasov, chlpov, uz ich rodo-
va identifikacia je pomerne naro¢na. Bezna identifikacia spo-
Civa v dvoch krokoch — mikroskopia a kultivacia. Prvym bola
mikroskopicka analyza koznych Supin lithovym preparatom.
Preparaty sme hodnotili pri 200-, 400- a 1 000-nasobnom
zvacseni. V mikroskopickom obraze sme pozorovali bud' len
modrasté Casto aj puciace konidie Malassezia spp., alebo aj
kratke hyfy. Typicky obraz PV sme vyhodnotili v 35 % vzoriek.
Naopak, negativnu mikroskopiu sme mali priblizne v 8 % vzo-
riek. Podl'a Rhodoplu a kol. (2014) je miera pozitivity priamej
mikroskopickej analyzy v rozmedzi 46,65 — 100 %. Nasa mie-
ra pozitivity 92 % sa nachadzala v danom rozmedzi. Kultiva-
ciu sme hodnotili po 7 = 10 diloch a pozitivitu potvrdili lakto-
fenolovym preparatom pritomnostou konidii.

Cielom tejto prace bol nas zadujem a pokus o druhové za-
stupenie lipofilnych kvasiniek, ktoré sa v rutinnej klinickej
diagnostike nevykonava. Pokusili sme sa o iu dvomi metodi-
kami. Metédou MALDI-TOF, bezne vyuzivanou na identifika-
ciu baktérii a CiastoCne aj kvasiniek a metédou sekvenovania
podla Sangera uskuto¢nenou vo Vedeckom parku Univerzi-
ty Komenského.

Vysledky metédy MALDI-TOF su zaloZzené na porovnava-
ni hmotnostnych spektier ribozémovych proteinov mikroor-
ganizmov s databazou. Druhové spektrum lipofilnych kvasi-
niek v tejto databdaze je vSak velmi Uzke, obsahuje len dva
druhy — M. furfur a lipidovo nezavisly druh M. pachyderma-
tis. Z tohto dévodu sme metdédou MALDI-TOF signifikantne
urcili len jeden izolat.
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Molekularnobiologickou metédou sekvenovania podla
Sangera sa nam nepodarilo urcit ani vsetkych 48 izolatov.
Sanger PCR sme druhovo urcili 84 % izolatov. Najpocetnej-
Sie zastlpenie mala M. sympodialis v 45 % izolatov. Romano
a kol. (2013) vo svojej praci uvadza, Ze najcastejsie izolova-
nym druhom v Taliansku je M. globosa priblizne v 65 % vzo-
riek. Rozdiely v druhovom zastupeni mozu suvisiet s klima-
tickymi rozdielmi, metdédou odberu (zoskrab, ster), zlozenim
kultivatného média, pripadne spdsobom identifikacie. V 47
pripadoch sme izolovali 1 druh, iba v jednej vzorke bola izo-
lovana zmesova kultura 2 druhov Malassezia spp. Tento udaj
nam nekoreluje so Stidiou Romano a kol. (2013), ktora opi-
suje az v 38 % vyskyt dvoch druhov Malassezia spp. izolova-
nych z rovnakej lézie. Nelispesna druhova identifikacia bo-
la pri 8 izolatoch, ¢o predstavuje priblizne patinu vzoriek. Pri
tychto izolatoch sme sa pokusili jednotlivé metédy modifi-
kovat: opakovana izolacia DNA, pouzitie inych master mixov,
opatovné precistovanie vzoriek a vyuzitie vysokospecifickej
DNA polymerdzy. Kmene sa nam vS§ak napriek tymto snaham
nepodarilo urcit. D6vodom moze byt, Ze kvasinky ako euka-
ryotické mikroorganizmy maju zlozitejSiu Strukturu bunkovej
steny. Z tohto dévodu méze byt problematicka uz prvotna
izolacia DNA, najma v procese lyzy bunky.

Pre vys$siu Uspesnost identifikacie by bolo potrebné op-
timalizovat podmienky reakcii. KedZe je druhové urcenie li-
pofilnych kvasiniek ¢asovo aj financne velmi naro¢né, v ru-
tinnej klinickej praxi nie je potrebné ani sa bezne nevyuziva.
Touto pracou sa nam potvrdil fakt, Ze molekuldrne meté-
dy su v druhovej detekcii Malassezia spp. jednoznacne cit-
livejsie ako kultivacné (fenotypové). Na zaklade nasich vy-
sledkov sme ziskali aspon orientacnu predstavu, aké druhy
Malassezia spp. su v nasich klimatickych podmienkach pre-
vladajuce.
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