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ABSTRACT. The aim of the work was analyzing of genomic DNA of Malassezia pachydermatis isolates from clini-
cal cases otitis externa from dogs using RAPD method with arbitrary primers Eric1R, Eric2, BG2 and FM 1. Materials
and methods. 47 strains of M. pachydermatis isolates from clinical cases otitis externa from dogs were tested. Isola-
tion of genomic DNA was provided according with MasterPureTM Yeast DNA Purification Kit EPICENTRE procedu-
re. The quality of isolated genomic DNA was determined electrophoreticaly. For differentiation the following primers
were used: EriclR, Eric2, BG2 and FM1. Primers Eric 1R and Eric 2 were used together in one reaction or amplifica-
ted separately. Obtained products were analyzed electrophoreticaly in 1.5% agarose gel. For determination of phyloge-
nic tree Quantity one VersaDoc (BioRad) and Statgraphics plus 4.1 programs were used. Results. High degree of hete-
rogeneity of DNA among investigated isolates of M. pachydermatis was shown using FM1 primer. Dendrograms were
prepared by calculation euclid’s distance of different parameters (size and count of RAPD products) by nearest neigh-
bor method. Basing on phylogenic tree four main types (phylogenic groups) of M. pachydermatis isolates were shown.
The other five groups non-count was shown also.
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Wstep

Grzyby z rodzaju Malassezia maja istotne zna-
czenie medyczne. Moga one stanowi¢ jeden ze skta-
dnikéw ontocenozy normalnej skoéry u ludzi i zwie-
rzat, szczegblnie w okolicach gruczotéw tojowych,
ale réwniez jako typowi oportunisci — w pewnych
warunkach (np. przy ostabieniu odpornosci organi-
zmu) moga by¢ czynnikiem etiologicznym derma-
toz lub nawet groznych grzybic systemowych [1].

Juz w 1846 r. Eichstedt uznat tupiez pstry (pity-
riasis versicolor), ktérego czynnikiem etiologicz-
nym sg grzyby z rodzaju Malassezia, za chorobg za-
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kaZna, ale rodzaj Malassezia utworzony zostal do-
piero p6t wieku péZniej przez Baillon [2]. W obre-
bie rodzaju Malassezia aktualnie wyrdznia si¢ dzie-
wigé gatunkéw: M. furfur, M. sympodialis, M. glo-
bosa, M. obtusa, M. restricta, M. slooffiae 1 jeden
gatunek lipidoniezalezny M. pachydermatis, oraz
nowo opisane M. dermatitis, M. japonica, ktore nie
rosng na klasycznych podiozach mikologicznych
[2—4]. Malassezia pachydermatis to gatunek gtow-
nie zoofilny, izolowany ze skéry zdrowych ssakéw
i ptakéw, w tym takze egzotycznych, ale réwniez
w bardzo wysokim odsetku (pow. 70%) izolowany
z klinicznych przypadkow otitis externa i dermatitis
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od zwierzat domowych [5]. Najczesciej zakazenia
Malassezia wspottowarzysza zakazeniom bakteryj-
nym (np. Staphylococcus sp.) lub pasozytniczym
(np. Demodex canis), ale rownie czesto izolowane
sq jako jedyny czynnik etiologiczny. Zwrdécono
uwage, ze M. pachydermatis, podobnie jak M. fur-
fur, moga by¢ powodem grzybicy uogélnione;j i za-
kazen szpitalnych u ludzi z immunosupresja.
Zrédlem zakazenia sa zwierzeta domowe personelu
medycznego. Grzyby te izolowane sg z przypadkow
klinicznych zmian skérnych praktycznie w kazdej
strefie klimatycznej na calym Swiecie. Olbrzymia
jest tez r6znorodnos¢ gatunkéw zywicieli, u ktérych
grzyby te mogg bytowaé. Tym bardziej zastanawia
fakt, ze zr6znicowane gatunkowo zwierzgta zasie-
dlane sg przez ten sam homogenny gatunek grzy-
béw. Wielu badaczy zwraca uwage na bardzo duze
zréznicowanie fenotypowe szczepéw w obrebie ga-
tunku. Jak do tej pory nie powiodly si¢ proby zesta-
wienia réznic fenotypowych z odpowiednimi cecha-
mi biochemicznymi, ktére moglyby by¢ podstawa
wydzielenia nowego gatunku. Badania genetyczne
potwierdzity wyjatkowy status lipidoniezaleznych
drozdzakéow Malassezia. Na podstawie badan
rDNA stwierdzono, ze u gatunkéw lipidoniezalez-
nych szczepéw izolowanych od r6znych gatunkéw
zwierzat zawartos¢ G+C wynosi 53,5-55,1 mol%,
a odsetek reasocjacji DNA-DNA przekracza 85%.
Nalezg one zatem do jednego gatunku. Dalsze bada-
nia w obregbie gatunku M. pachydermatis pozwolity
na wyodrebnienie siedmiu réznych typéw sekwen-
cji (technika partial LSU rRNA) Ia-Ig, nazywanych
sekwewarami (ang. sequevars) [6]. Niektére z tych
wariantow wydajg si¢ by¢ specyficzne wzgledem
zywiciela. Analizujac cate DNA komoérkowe techni-
ka RFLP (restriction fragment lenght polymor-
phism) oraz DNA chromosomalne za pomoca
RAPD (random amplified polymorphic DNA) réw-
niez wykazano obecnos¢ subpopulacji w ramach te-
go gatunku.

Wyodrebnienie osmiu opisanych powyzej gatun-
kéw mozliwe byto dzigki technice elektroforezy
pulsacyjnej w zmiennym polu elektrycznym
(PFGE), ktérg analizowano chromosomalny DNA
grzybow i wykazano, ze kariotypy r6znych gatun-
kéw Malassezia r6znig si¢ znacznie migdzy sobg
1 s3 jednorodne dla gatunku [1, 7]. Analiza gene-
tycznych wariancji w obrebie gatunku przy uzyciu
RAPD wykazata istotne wewngtrzgatunkowe rézni-
ce chromosomalnego DNA. Metoda PFGE okazata
si¢ przydatna do réznicowania w obregbie rodzaju
Malassezia, a metoda RAPD wydaje si¢ by¢ uzy-

teczna w ocenie heterogennosci w obrebie gatunku
[8-15].

Cel pracy

Celem podjetych badar byta analiza genomowe-
go DNA izolatéw M. pachydermatis pochodzacych
z klinicznych przypadkéw ofitis externa u pséw za
pomocg metody RAPD przy uzyciu arbitralnych
starteréw Ericl1R, Eric2, BG2 i FM1

Materialy i metody

Szczepy

Badaniem objeto 47 szczepdw M. pachydermatis
wyizolowanych z materiatu dostarczanego do labo-
ratorium ustugowego Pracowni Mikologii (Wydz.
Med. Wet. SGGW). Wszystkie wymazy pochodzity
z przypadkéw otitis externa lub dermatitis od pséw.
Hodowlg¢ prowadzono na podtozu Sabouraud (SGA)
bez dodatkéw kwaséw tluszczowych (wyelimino-
wano tym samym mozliwos¢ wzrostu gatunkéw li-
pidozaleznych) w 30°C przez 4-7 dni.

Izolacja DNA

Izolacje genomowego DNA wykonano wg. in-
strukcji producenta MasterPureTM Yeast DNA Pu-
rification Kit firmy EPICENTRE.

Jakos¢ wyizolowanego DNA oceniano elektro-
foretycznie w 0,8% zelu agarozowym z dodatkiem
bromku etydyny w obecnosci standardu wielkosci A
Eco130J (Fermentas).

Analiza RAPD

Do losowej amplifikacji — jako matrycy — uzy-
wano genomowego DNA (30-70 ng) wyizolowane-
go z komérek M. pachydermatis. Sktad mieszaniny
reakcyjnej o objetosci koicowej 25 pl byt nastepu-
jacy: 10 mM Tris—HCI (pH 9,0), 50 mM KCl, 5 mM
MgCl, (Fermentas), 250 uM dNTPs (Fermentas),
2,5 U polimeraza Taq (Fermentas), 0,8 ug/ul BSA
(Sigma). Do réznicowania wykorzystano nastepuja-
ce startery:

ERIC IR (5’ATGTAAGCTCCTGGGGATT-
CAC 3’),

ERIC2
GCG 3°),

BG2 (5TACATTCGAGGACCCCTAAGTG 3’)
oraz

FM1 (5> AGCCGCCTCCATGGCCCCAGG 3’

Startery uzywano razem (ERIC IR + ERIC2)
w jednej reakcji lub amplifikowane oddzielnie.
Wstepna denaturacja byla przeprowadzona
w 94°C przez 4 min. Program amplifikacji skiadat

(5’ AAGTAAGTGACTGGGGTGA-
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si¢ z 44 cykli ztozonych z etapéw: denaturacja DNA
I min w 94°C, wigzanie starteréw przez 1 min
w 25°C, wydtuzanie DNA przez 2 min w 72°C. Koni-
cowe wydluzanie zachodzito w 72°C przez 4 min.
Otrzymane produkty analizowano elektroforetycz-
nie w 1,5% zelu agarozowym wybarwionym brom-
kiem etydyny w buforze 0,5X TBE w swietle UV.
Poprawnos¢ PCR sprawdzano w stosunku do kon-
troli ujemnej bez matrycy DNA.

Analiza filogenetyczna

Do okreslenia pokrewienistwa filogenetycznego
(dendrogram) wykorzystano program Quantity one
VersaDoc (BioRad) i Statgraphics plus 4.1.

Wyniki i oméwienie

Wszystkie przebadane izolaty pogrupowano na

podstawie profilu genetycznego uzyskanego z wy-
korzystaniem arbitralnych startero6w w reakcji
RAPD. Poczatkowe badania z uzyciem arbitralnego
startera BG2 wykazaty, iz nie jest przydatny do r6z-
nicowania M. pachydermatis, jakkolwiek istnieja
dane literaturowe opisujace jego przydatnos¢ do
r6znicowania innych gatunkéw grzybéw. Widoczne
na zelu produkty PCR startera BG2 byly jednorod-
ne. Zbyt mato fragmentéw DNA ulegato réwniez
powielaniu (dane pominigte w pracy). Poczatkowo
zastosowano startery ERIC IR i ERIC2 w oddziel-
nych reakcjach RAPD. Pomimo, iz powstawato du-
zo produktéw po amplifikacji DNA, to nie byty one
dobrg podstawa do wykazania zréznicowania
(w dendrogramie otrzymano duzo grup mato licz-
nych) (Rys.1, 2).

W przypadku zastosowania mieszaniny starte-
réw ERIC IR 1 ERIC2 w jednej reakcji RAPD, (Rys.
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Rys. 1. Drzewo filogenetyczne izolatéw M. pachydermatis obrazujace podobiefistwo wzgledem startera Eric1R. Wy-
kres sporzadzono na podstawie oceny odlegtosci euklidesowej metoda najblizszego sasiedztwa

Na osi rzgdnych zaznaczono odlegtosci euklidesowe a na osi odcigtych odlozono liczby izolatéw

M. pachydermatis przypadajacych do danej galezi (grupy filogenetycznej)

Fig. 1. Phylogenetic tree of M. pachydermatis isolates. EricIR primer was used. Euclidean’s distance was estimated

by the Nearest Neighbour method
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Rys. 2. Drzewo filogenetyczne izolatéw M. pachydermatis obrazujgce podobiefistwo wzgledem startera Eric2. Wykres
sporzadzono na podstawie oceny odlegltosci euklidesowej metoda najblizszego sasiedztwa
Fig. 2. Phylogenetic tree of M. pachydermatis isolates. Eric2 primer was used. Euclidean’s distance was estimated by

the Nearest Neighbour method
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Rys. 3. Drzewo filogenetyczne izolatéw M. pachydermatis obrazujace podobieristwo wzgledem mieszaniny starteré6w
EriclR i Eric2 uzytych w jednej reakcji. Wykres sporzadzono na podstawie oceny odlegtosci euklidesowej metodg

najblizszego sasiedztwa

Fig. 3. Phylogenetic tree of M. pachydermatis isolates. Eric1R and Eric2 primers were used together. Euclidean’s di-

stance was estimated by the Nearest Neighbour method.
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Rys. 4. Drzewo filogenetyczne izolatéw M. pachydermatis obrazujace podobiefistwo wzgledem startera FM1 Wykres
sporzadzono na podstawie oceny odlegtosci euklidesowej metodg najblizszego sgsiedztwa
Fig. 4. Phylogenetic tree of M. pachydermatis isolates. FM1 primer was used. Euclidean’s distance was estimated by

the Nearest Neighbour method

3), otrzymano w dendrogramie réwniez duzo grup,
ale w stosunku do dendrograméw 1 i 2 (wykreslo-
nych na podstawie wynikéw otrzymanych z wyko-
rzystaniem arbitralnych starteréw ERIC IR i ERIC2
w oddzielnych reakcjach RAPD) bylo znacznie
mniej grup bardzo mato licznych, ztozonych z 1-2
izolatéw M. pachydermatis. Sugeruje to, iz zastoso-
wanie starterow ERIC IR i ERIC2 razem daje lepsze
mozliwosci réznicowania niz stosowanie ich od-
dzielnie.

Wysoki stopien r6znorodnosci DNA wsréd bada-
nych izolatéw M. pachydermatis ujawniono dopiero
przy uzyciu startera FM1. Dendrogramy sporzadzo-
no przez obliczanie odlegtosci euklidesowej zmien-
nych wartosci (wielkosci i ilosci otrzymanych pro-
duktéow RAPD) i metodq najblizszego sasiedztwa

(ang. nearest neighbor), (Rys. 4). Na podstawie
drzewa filogenetycznego wykazano istnienie czte-
rech gtéwnych typéw (grup filogenetycznych) izo-
latéw M. pachydermatis. Ponizej przedstawiono
wykaz izolatéw M. pachydermatis przydzielonych
do w/w czterech giéwnych grup: I) 16, IT) 7, III) 5
i IV) 10 izolatéw M. pachydermatis. Wyr6zniono
takze 5 grup mato licznych, w tym: 3 grupy ztozone
tylko z jednego izolatu, jedna grupa zlozona
z dwoch izolatéw oraz jedna grupa ztozona z trzech
izolatéw M. pachydermatis.

Rozdziat elektroforetyczny namnozonych frag-
mentéw DNA przy uzyciu startera FM1 i mieszani-
ny starteréw ERIC IR i ERIC2 w jednej reakcji
RAPD przedstawia Fot. 1 i Fot. 2.
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Fot. 1. Przyktadowy rozdziat elektroforetyczny frag-
mentéw DNA uzyskanych w reakcji RAPD przy uzyciu
startera FM 1. M — marker masy SMO 403. Sciezki 1-
10 — badane izolaty M. pachydermatis

Phot. 1. Gel electrophoresis of DNA fragments of M.
pachydermatis isolates. In this RAPD reaction FM1 pri-
mer was used. M — SMO 403 marker. Lines 1-10 —
tested M. pachydermatis isolates

Dyskusja

W przesztosci podejmowano proby réznicowa-
nia M. pachydermatis na serotypy, jednakze skore-
lowanie okreslonego serotypu z wlasciwosciami
biochemicznymi lub gatunkiem typowego zywicie-
la okazalo si¢ niezwykle trudne [6—16]. Wydaje sig,
ze jeden gatunek zywiciela moze by¢ zasiedlany
przez wigcej niz jeden ,,typ” M. pachydermatis. Za-
stosowanie metody RAPD wydaje si¢ wtasciwg me-
todg do typowania w obrebie gatunku M. pachyder-
matis, pod warunkiem dobrania odpowiedniego ar-
bitralnego startera lub mieszaniny starteréw. Wyka-
zane réznice w obrebie gatunku M. pachydermatis
izolatow pochodzacych od pséw sugerujq istnienie
subpopulacji. Mimo, ze analizowano genomowe
DNA 47 szczepéw grzyboéw izolowanych wylacznie
od pséw z klinicznych przypadkéw otitis externa
1 jedynie z terenu Warszawy, to nawet w tym ukla-
dzie gatunek M. pachydermatis wydaje si¢ by¢ nie-
homogenny genetycznie. W celu uzyskania wigk-
szego wgladu w réznorodnos¢ sekwencji nukleoty-
dowych w obrgbie gatunku Malassezia wydaje si¢
konieczne przeanalizowanie wigkszej liczby izola-
téw, najlepiej pochodzacych od réznych zwierzat
1 0 réznym pochodzeniu geograficznym.

Dane z pismiennictwa wskazujg, iz zastosowanie
mieszaniny starteréw w reakcji RAPD jest bardzo
przydatne w réznicowaniu gatunku M. pachyderma-

Fot. 2. Przyktadowy rozdziat elektroforetyczny frag-
mentéw DNA uzyskanych w reakcji RAPD z dwoma
starterami Eric1R i Eric2 uzytymi jednoczesnie.

M — marker masy. Sciezki 1-10 — badane izolaty M.
pachydermatis

Phot. 2. Gel electrophoresis of DNA fragments of M.
pachydermatis isolates. In this RAPD reaction two pri-
mers Eric1R and Eric2 were used together. M — SMO
403 marker. Lines 1-10 — tested M. pachydermatis iso-
lates

tis [17]. Uzyskane wyniki analizy badanych izola-
tow metodg RAPD przy uzyciu startera FM1 wska-
Zujg na istnienie dziewig¢ciu réznych grup filogene-
tycznych, jednakze istnienie pigciu sposrdd nich jest
stabo udokumentowane gdyz trzy grupy reprezento-
wane sg przez tylko niewielkg liczbe izolatéw (1-3)
M. pachydermatis. Konieczna wydaje si¢ zatem dal-
sza analiza izolatéw grzyboéw Malassezia pachyder-
matis za pomocg innych technik, weryfikujacych
uzyskane obecnie rezultaty.

Grzyby M. pachydermatis moga bytowac¢ na
zdrowej skorze, dlatego, mimo ze spetniajg postula-
ty Kocha, trudno okresli¢ je jednoznacznie jako
czynnik patogenny. W dostepnym piSmiennictwie
stosunkowo mato jest badari poswigconych mecha-
nizmom patogenezy M. pachydermatis. U zwierzat
zakazeniom wywotywanym przez M. pachyderma-
tis towarzyszy z reguly silny swiad i odczyn zapal-
ny z przewaga proceséw wysiekowych. Srédskérne
podanie ekstraktu Malassezia psom z atopowym za-
paleniem skory, u ktérych izolowano te drozdzaki,
powodowato reakcje typowa dla nadwrazliwosci na
te alergeny, czego nie obserwowano u pséw zdro-
wych. Réznicowanie szczepéw w obregbie rodzaju
na gatunki, a nastgpnie — o ile to mozliwe — na po-
pulacje lub subpopulacje, jest bardzo istotne z epi-
demiologicznego punktu widzenia. Korelacja przy-
naleznosci do grupy genetycznej i nasilenia obja-
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wow klinicznych moze rzuci¢ nowe swiatlo na me-
chanizmy patogenezy zakazen grzybami M. pachy-
dermatis. Szczepy, ktére oceniano w niniejszych ba-
daniach pochodzity gtéwnie z terenu Warszawy, lub
jej najblizszych okolic. Duze zréznicowanie gene-
tyczne swiadczy¢ moze o braku endemicznego wy-
stepowania okreslonego profilu, charakterystyczne-
go dla populacji. Brak jest rowniez danych na temat
izolacji tego samego szczepu z nawracajacych zaka-
zen, a z przegladu pismiennictwa wiadomo, ze okre-
Slenie doktadnego profilu genetycznego subpopula-
cji umozliwi analize czestosci zakazer nawracaja-
cych u tego samego pacjenta i ocene skutecznosci
podjetego leczenia. Poza r6znicami genetycznymi,
do tej pory nie opisywano wyraznie zroznicowania
cech biochemicznych i fizjologicznych w obregbie
tego gatunku.

Whioski

(1) Metoda RAPD wydaje si¢ by¢ przydatna do
réznicowania grzybow w obrebie gatunku Malasse-
zia pachydermatis.

(2) Gatunek Malassezia pachydermatis nie jest
jednorodny genetycznie wzgledem uzytych arbitral-
nych starterow.

(3) Dalsze badania powinny iS¢ w kierunku okre-
Slenia roli poszczegdlnych typéw (grup filogene-
tycznych) grzybéw M. pachydermatis w chorobo-
tworczosci jednostek chorobowych takich jak otitis
externa i dermatitis.
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