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1. Uvod

Do rodu Malassezia patria lipofilné kvasinky, ktoré
su sucastou beznej mikroflory koze asliznic zvierat
aludi. Za ur€itych podmienok sa mozu stat’ patogénnymi
a sposobit’ prevazne ochorenia koze'. Medzi predispozitné
faktory, ktoré podmienujt ich vznik, patri: imunodeficien-
cia, zvySeny mazotok, vysoka teplota a vlhkost' prostredia,
kortikosteroidna lie¢ba, chronické ochorenia a iné”. Ocho-
renia spdsobené zastupcami tohto rodu maju stiipajicu
tendenciu. Malassezia spp. je uludi spojena skoznymi
ochoreniami ako pityriasis versicolor, seboroickd dermati-
tida, atopicky ekzém, folikulitida, a iné. Malassezie sposo-
buju aj vazne septikémie u pred¢asne narodenych novoro-
dencov a imunodeficitnych deti a pacientov, ktorym bola
podana parenteralna vyziva s obsahom lipidov®. U zvierat
(hlavne upsov a maciek) je najastejSie zodpovedna za
otitidy a dermatitidy, ktoré maja &asto zdihavy priebeh
a mozu vyustit’ az do chronickych stavov”.

Do roku 1990 boli zname len tri druhy malassezii a az
s rozvojom molekulovo-biologickych analyz boli postupne
identifikované nové druhy. V stcasnosti je potvrdena exis-
tencia 14 druhov: M. furfur (obr. 1) M. restricta, M. japo-
nica, M. yamatoensis, M. dermatis, M. obtusa, M. sympo-
dialis, M. globosa, M. slooffiae, M. pachydermatis,
M. nana, M. caprae, M. equina a M. cuniculi*.
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Obr. 1. Bunky M. furfur — typicky tvar buniek kvasinky rodu
Malassezia (Axio Observer Z.1, 1000 x)

Identifikécia jednotlivych druhov malassezii je naroc-
na asuvisi s ich zlozitou kultivaciou a izolaciou. Na dia-
gnostiku sa vyuzivaji laboratorne metddy zalozené na
sledovani fenotypovych vlastnosti (morfologicka, bioche-
micka a fyziologicka charakteristika) alebo molekulovo-
biologické analyzy (DNA sekvenaéné analyzy, restrikéné
analyzy a iné). Po roku 1995 sa zacali pri urCovani kvasi-
niek rodu Malassezia pouzivat genotypové metddy, ktory-
mi bola identifikovana véa&sina novych druhov’. Napr.
v roku 2007 boli pomocou molekulovo-biologickych ana-
lyz objavené druhy — M. caprae a M. equina, ato
zizolatov povodne povazovanych za M. sympodialis®.
Presna identifikacia malassezii fenotypovymi metodami
nie je mozna, pretoze ju komplikuju znacné rozdiely
v hodnoteni a popise biochemickych vlastnosti malassezii
rozlignymi  autormi>™®.  Genotypovym  overenim
46 klinickych izolatov, ktoré boli fenotypovo vyhodnotené
ako M. furfur bolo zistené, ze az 22 izolatov z nich bolo
v skuto&nosti M. sympodialis a pat izolatov M. slooffiae’.
Aj vyskyt kmeilov s atypickymi fyziologickymi
a biochemickymi vlastnostami'® ' potvrdzuje délezitost’
vyuzitia metdd identifikacie malassezii na génovej Grovni.
Molekulovo-biologické metdody sa okrem identifikacie
malassezii vyuzivaju aj pri uréovani subtypov a genotypov
a pri skimani fylogenetickych a epidemiologickych vzta-
hov malassezii.

2. rDNA génovy komplex
Pri analyze a identifikacii kvasiniek je vel'mi Casto

vyuzivany tzv. tDNA génovy komplex (obr. 2). Pouziva
sa aj oznacenie rRNA génovy komplex, ktory na rozdiel
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Obr. 2. rDNA génovy komplex"

od rDNA komplexu nezahimia IGS region (Intergenic Spa-
cer Region). Fungalny génovy komplex pozostava z mno-
honasobnych kopii génovych oblasti: 18S, 5.8S, 26(28)S
a 5S. 188 predstavuje malu podjednotku (Small Subunit —
SSU) a28S je oznaceny ako velkd podjednotka (Large
Subunit — LSU). Medzi podjednotkami st vlozené dva
regiony, ato ITS1 alITS2 region (Internal Transcribed
Spacer Region) aIGS1 alGS2 region. Génové oblasti
u jednotlivych druhov malassezii maji viac alebo menej
konstantnu dizku: SSU — 1800 bp (bazovych parov), 5.8S
— 160 bp, LSU — 3500 bp a 5S — 120 bp. rtDNA génovy
komplex slizi aj na porovniavanie medzi fylogeneticky
vzdialenymi druhmi rodu Malassezia. Fylogeneticky bliz-
ke druhy su porovnavané vd’aka viac variabilnym tisekom,
ato ITS a IGS regionom"?.

3. Molekulovo-biologické metédy
3.1. DNA sekvenaéné analyzy

Pre identifikaciu sekvenaciou je potrebné zvolit’ taky
génovy usek, ktory obsahuje viacero génovych varidcii,
a tym umozni diferenciaciu jednotlivych druhov. V ramci
druhu by dany génovy usek nemal vykazovat’ ziadne roz-
dielnosti, pripadne mézu byt pritomné len minimalne gé-
nové variacie. Pri identifikécii druhov a kmenov rodu Ma-
lassezia sekvenaciou sa najCastejSie vyuziva LSU oblast,
ITS1 aITS2 region'’. Sekvenagna analyza IGSI1 regionu
nie je vyuzivana na druhové zatriedenie, pretoze sa vyzna-
¢uje velkou vnutrodruhovou sekvenacnou rdéznorodost'ou.

Z genetického a epidemiologického hl'adiska zaujima-
vé informacie poskytuje analyza génu syntetizujuceho
chitin. Tato metdda este nebola pouzita pre Stidium malas-
sezii ziskanych od T'udi alebo zvierat inych ako od psov'®.
Castella aspol.'” charakterizovali vsetkych 14 druhov
analyzou kombindcie dvoch protein kodujucich génov
(gén syntetizujuci chitin a B-tubulin gén), pri¢om zistili, ze
tato metdda mdze pomdct’ hlavne pri identifikacii novych
druhov.

3.2. PCR analyzy

PCR-RFLP — Metéda Stiepenia PCR amplikonov
restrikénymi enzymami

Jednou z Casto pouzivanych a zarovet presnych mole-
kulovo-biologickych metdd je polymerazova retazova
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reakcia (PCR) s naslednou restrikénou analyzou (RFLP).
Principom PCR reakcie je opakujuca sa enzymatickd syn-
téza novych retazcov vybranych usekov DNA, ku ktorej
prichddza po pripojeni sa dvoch primerov, ktoré sa viazu
na protil'ahlé retazce DNA tak, ze ich 3’OH konce smeru-
ju oproti sebe'®. Po PCR nasleduje RFLP, pri ktorej docha-
dza k Stiepeniu PCR amplikonov vybranymi restrikénymi
endonukleazami. RFLP pre diagnostiku malassezii bolo
navrhnuté viacerymi autormi (obr. 3). Autori'’ pomocou
PCR-RFLP diferencovali 11 druhov (M. furfur, M. pachy-
dermatis, M. sympodialis, M. obtusa, M. globosa, M. res-
tricta, M. slooffiae, M. dermatis, M. nana, M. japonica
a M. yamatoensis), a to amplifikaciou 26S rDNA sekven-
cie spouzitim dvoch restrikénych enzymov (Cfol
a BstF51). Ini autori®® odlidili tych istych 11 druhov, ale
digesciou ITS2 regionu pomocou enzymov Alul, Banl
a MspAll. V analyze nie je zahrnutd identifikdcia animal-

Obr. 3. RFLP analyza terénneho izolatu M. furfur ziskaného
od psa; L — GeneRuler Low Range DNA Ladder (bp), 1 — nestie-
peny PCR amplikon M. furfur, 2 — PCR amplikon M. furfur Stie-
peny s Alul, 3 — PCR amplikon M. furfur Stiepeny s Banl, 4 —
PCR amplikon M. furfur Stiepeny s MspAll
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nych druhov M. caprae, M. equina a M. cuniculi, ¢o kom-
plikuje diagnostiku malassezii u zvierat. Vyhodami
PCR-RFLP analyzy je menSia niroCnost’ oproti viacSine
molekulovo-biologickych metdd, presnost’ a mensie tech-
nické poZiadavky na pristrojové vybavenie.

Multiplex PCR

Multiplex PCR je jednou z najnovsich metod, ktoré sa
pouzili na diagnostiku malassezii. Na identifikaciu posta-
Cuje jedna PCR s viacerymi parmi primerov. Bola navrh-
nutd pre uréenie len 11 druhov vyskytujucich sa u ludi
a identifikacia je mozna aj bez predchadzajicej kultivacie
vzoriek, priamo z l'udskych koznych buniek. Metdda je
rychla, dostato¢ne Specifickd a nenaro¢na na pristrojové
vybavenie. Druhy M. equina, M. cuniculi a M. caprae
typické pre zvierata sa touto metodou nedaju identifikovat’,
&o je hlavnou nevyhodou tejto metody?'.

Real-time PCR

Real-time PCR je varianta PCR, ktora umoziuje
priamu kvantifikdciu PCR produktu v priebehu reakcie
(PCR v ,,realnom case®). Je dolezita pri detailnom §tadiu
génovej expresie alebo diagnostike patogénov. Tato meto-
da sa zacina CastejSie vyuZivat’ uz aj vo vyskume malasse-
zii. Bola uspesne pouzita pre identifikaciu malasseziovych
druhov priamo vo vzorkach od Pudi*>. Bola vytvorena aj
multiplex real-time PCR, ktord zvysila G¢innost’ tejto me-
tody, pretoze si vyzaduje menej DNA a zjednodusuje tech-
nicku realizéciu a analyzu dat®.

tFLP — Polymorfizmus dizky termindlnych fragmentov

Metoda tFLP (terminal fragment lenght polymor-
phism) je menej a davnejsSie pouzitd metdoda analyzy ma-
lassezii. Bola prevedend na 7 druhoch malassezii. Vyho-
dou je, ze touto metodou sa da dokazat’ pritomnost’ malas-
sezii aj v zmieSanych vzorkach avo vzorkach T'udskych
lupin aj bez predchadzajucej kultivacie**. Hlavnou nevy-
hodou ostava, ze metéda nebola prisposobend vsetkym
druhom rodu Malassezia.

3.3. Fingerprintingové metody

PFGE — Pulzna gélova elektroforéza

Elektroforézny karyotyping vyuziva PFGE (pulsed
field gel electrophoresis) na sledovanie chromozoémovej
heterogenity medzi jednotlivymi druhmi malassezii*>. Po-
mocou PFGE bol uréeny pocet chromozémov niektorych
druhov: M. pachydermatis — 5/6/7, M. globosa — 8,
M. obtusa — 6, M. restricta — 9, M. slooffiae — 7, M. sym-
podialis — 7, M. furfur typ 1 — 7/8, M. furfur typ I1 — 10/11
(cit.?®). Karyotyp ostatnych druhov malassezii nebol pre-
skimany. Daldim vyznamnym faktom, ktory bol zisteny
pomocou PFGE, je malé velkost’ genomu tychto kvasiniek
(6,4 a7 14 Mb)*". Hoci je PFGE uzitoéna metoda, je Caso-
vo naro¢nd a vyzaduje velké mnozstvo genomovej DNA,
aprave preto je menej vhodna na rutinnii diagnostiku

malassezii'®.
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RAPD — Nahodna amplifikacia polymorfnej DNA

Metéda RAPD (randomly amplified polymorphic
DNA) bola pouzita vo viacerych stadiach, ¢i uz na taxono-
mické zatriedenie malassezii, zistenie genetickej heteroge-
nity alebo skiimanie epidemiologickych vztahov. Touto
metddou bolo preskimanych 7 druhov malassezii, ktoré sa
daju navzajom odlisit’, aj ked’ je analyza stazena pritom-
nostou intragénovych variacii’’. Najvi¢§ia homogenita
bola zaznamenana pri M. sympodialis®. RAPD sa da pou-
zit'" aj pre charakteristiku a identifikaciu atypickych kme-
fov malassezii'”.

V studii izolatov M. pachydermatis autori charakteri-
zovali az 4 genetické typy M. pachydermatis. Zistili, Ze
rozlicné genotypy tohto druhu sa moézu vyskytovat
u jedného zvierata alebo dokonca na jednotlivych ¢astiach
tela jedného zvierata®. Medzi najvicsie vyhody RAPD
patri technicka nenaro¢nost’ a vysoka diferencia¢na schop-
nost’. K uskuto¢neniu RAPD nie je potrebny vzor nukleoti-
dovej sekvencie cielovej DNA. Nizke percento omylu
a vysoky stupen Specifickosti potvrdzuju, ze sa jedna
o citlivd metodu vhodnt na odliSenie aj geneticky velmi
blizkych druhov™.

AFLP — Dizkovy polymorfizmus amplifikovanych fragmentov

Princip AFLP (amplified fragment lenght polymor-
phism) je zalozeny na selektivnej amplifikacii restrikénych
fragmentov v rdmci celého gendomu. Je to vSeobecne uzna-
vana DNA metoda, ktora sa pouziva na zistenie genetic-
kych vztahov medzi izolatmi malassezii®. Pomocou AFLP
bolo analyzovanych 7 druhov malassezii, pricom pri
M. furfur sa ur¢ili az 4 genetické subtypy. Spolu s RAPD
je vhodna na subtypizaciu a diferenciaciu medzi malasse-
ziovymi kmefimi®'. Tato metéda vyzaduje malé mnoZstvo
genémovej DNA, je dobre reprodukovatelna a vysoko
citliva. CastejSie sa ale vyuziva pri vedeckych stadiach,
pretoze vysledky su prili§ komplikované na praktické vyu-
Zitie pri vzorkach od klinickych pacientov'’.

DGGE — Denaturujuca gradientna gélova elektroforéza

DGGE (denaturing gradient gel electrophoresis) je
zalozena na rozdielnej pohyblivosti ¢iastocne denaturova-
nej dvojvlaknovej DNA v denaturovanom akrylamidovom
géli. Pomocou tejto metody sa daju odlisit’ PCR fragmenty
s rovnakou velkostou, avSak s rozdielnou sekvenciou
a patriace k odlisnym druhom®. Této metdda je vhodna na
identifikaciu vzoriek Malassezia spp., avsak klinické pou-
zitie je obmedzené technickou narocnostou metody. Vy-
hodou tejto metddy je moznost’ identifikacie viacerych
druhov malassezii v jednej vzorke, ale je casovo
a technicky naro¢na®'. Tak ako ostatné vyssie spominané
DNA meto6dy prispieva nielen k identifikécii jednotlivych
druhov, ale aj k pochopeniu ich ulohy v epidemiologii
a patogenéze ochoreni.

3.4. MALDI-TOF-MS

MALDI-TOF-MS (matrix assisted laser desorption
ionization time of flight mass spectrometry) je ioniza¢na
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technika pouZivana v hmotnostnej spektrometrii. Je jednou
z najnovsich metdd pouzitych pri identifikacii malassezii.
Potvrdilo sa, Ze je vhodnd na detekciu vSetkych
14 malasseziovych druhov. Je rychla a spolahliva, avsak
tak ako pri vicSine molekulovo-biologickych analyzach je
potrebné pred samotnou identifikaciou previest’ kultivaciu
vzoriek. Je vhodna pre odliSenie jednotlivych druhov a je
predpoklad, Zze moze mat’ potencial pre typizaciu kmenov.
Toto tvrdenie je potrebné d’alej preskumat’. V pripade, ze
by kozné stery obsahovali dostatok genomovej DNA, bude
mozné v budicnosti aj priame MALDI-TOF-MS vySetre-
nie bez potrebnej predchadzajucej kultivacie®*.

4. Zaver

Za poslednych 20 rokov pokroky v oblasti vyskumu
a technologie prispeli vo velkej miere k objasneniu klinic-
kej tlohy malassezii pri ochoreniach l'udi a zvierat. Meto-
dy zalozené na hodnoteni kultiva¢nych, biochemickych
a fyziologickych vlastnosti malassezii neumoziuju presni
identifikaciu jednotlivych druhov. Molekularny pristup
k malasseziam priniesol nové poznatky nielen v identifika-
cii a taxonomii, ale aj v epidemioldgii a patogenéze tychto
kvasiniek. Clanok podava prehl'ad o mozZnostiach vyuzitia
molekulovo-biologickych metéd pri analyze kvasiniek
rodu Malassezia, o ich vyhodach a limitoch. Vac¢sina ge-
notypovych metdd je stale zavisla na kultivacii vzoriek.
Len par analyz je schopnych diagnostiky bez predchadza-
jucej kultivacie (napr. tFLP), avsak to je podmienené dos-
tatoénym mnozstvom biologického materialu, z ktorého sa
ziskava DNA. Niektoré metody su casovo a technicky
naro¢nejsie (napr. DGGE, PFGE, AFLP), ale v porovnani
s ostatnymi poskytuju viac udajov. Pre samotnu identifika-
ciu druhu sa pouzije ind metoda, ako ked’ je potrebné bliz-
Sie Specifikovat’ napr. genotyp. Nedd sa jasne stanovit,
ktora metdda je ta najlepsia, pretoze z velkej miery je to
zavislé od toho, o je potrebné v ramci analyzy zistit'.

Praca bola podporena projektom APVV 0357-07.

Zoznam pouzitych skratiek

AFLP dizkovy  polymorfizmus amplifikovanych
fragmentov (amplified fragment lenght poly-
morphism)

bp bazové pary

DGGE denaturujtica gradientna gélova elektroforéza
(denaturing gradient gel electrophoresis)

IGS intergenic spacer region

ITS internal transcribed spacer region

LSU vel’ké podjednotka-28S (large subunit)

PCR polymerazové retazova reakcia (polymerase
chain reaction)

PFGE pulzna gélova elektroforéza (pulsed field gel
electrophoresis)

RAPD ndhodnd amplifikdcia polymorfnej DNA

(randomly amplified polymorphic DNA)
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RFLP dizkovy polymorfizmus redtrikénych frag-
mentov (restriction fragment length polymor-
phism)

SSuU mala podjednotka-18S (small subunit)

tFLP dlzkovy polymorfizmus terminalnych frag-
mentov (terminal fragment length polymor-
phism)
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The genus Malassezia is composed of lipophilic ba-
sidiomycetous yeasts which have been isolated from hu-
man and animal skin as normal flora. Under the influence
of some predisposing factors, the yeasts are aetiological
agents of skin diseases or septicemia. The diagnostics of
Malassezia comprises phenotypic and genotypic identifi-
cation. The phenotypic examination is not sufficiently
sensitive and therefore the genotypic diagnostics is neces-
sary for exact identification. Molecular approaches have
provided insights into the identification, taxonomy, as well
as the genotyping and epidemiology of Malassezia spe-
cies. The aim of this article is to make an overview of mo-
lecular methods used in the analysis of Malassezia.



