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Souhrn

Druh Malassezia pachydermatis je lipofilni, nikoliv v3ak lipid-dependentni kvasinka
lahvovitého tvaru z oddéleni Basidiomycota. Je béZzné nalézana jako soucast komenzalni
kozni mikrofléry zdravych teplokrevnych obratlovcl. Za vhodnych podminek se ale mlze
projevit jako oportunni patogen. M. pachydermatis je nejcastéjsi fungalni izolat asociovany
s rozvojem zanétlivého onemocnéni zevniho zvukovodu pst (lat. otitis externa).

Otitis externa je onemocnéni s multifaktorialni etiologii, na jehoZ rozvoji se podili, kromé
patologicky zvySeného mnoZstvi bakterii a kvasinek ve zvukovodu, také fada dalSich
primarnich, predispozi¢nich a udrzujicich faktord.

Prace je zaméfena na popis druhu M. pachydermatis a celého rodu Malassezia z hlediska
taxonomie, morfologickych a fyziologickych vlastnosti. Déle se zabyva etiologii otitis
externa, klinickymi pfiznaky a druhy mikroorganizmid podilejicich se na vzniku tohoto
onemocnéni.

Molekularné biologicka detekce druhu Malassezia pachydermatis byla provedena
metodou polymerazové fetézové reakce (PCR) ve vzorcich ziskanych vytérem zevniho
zvukovodu psti a kocek. Z celkového poCtu 114 vzork( bylo uréeno jako  druh
M. pachydermatis 96 (84 %) vzorkl a z celkového poctu 18 (16 %) negativnich vzork{ bylo

13 dourceno doplnikovou kultivaci.

Kli¢ova slova: Malassezia pachydermatis
Malassezia sp.
otitis externa
polymeréazova fetézova reakce
PCR



Summary

Malassezia pachydermatis is lipophilic, but not lipodependent yeast with a bottle shape,
belonging to the phylum Basidiomycota. It is commonly found as commensal element of
cutaneous microflora healthy warm-blooded vertebrates. It can become opportunistic
pathogen under appropriate conditions. M. pachydermatis is the most common fungal isolate
associated with the development of inflammatory diseases of external ear canal of dogs.

Otitis externa is a disease with multifactorial etiology. In addition, pathologically
increased amount of bacteria and yeast in the ear canal to the disease involved a number of
other primary, predisposing and maintaining factors.

The aim of my thesis is focused to the description, taxonomy, morpfological and
pfysiological characteristics of genus Malassezia and especially of M. pachydermatis species.
It also occupied by otitis externa etiology, clinical symptoms and types of microorganisms,
involved in the emergence of this disease.

Molecular biological detection of Malassezia pachydermatis was performed using
polymerase chain reaction (PCR) in samples obtained from swabs from external auditory duct
of dogs and cats. From the total number of 114 samples were 96 (84%) identified by PCR
metod as M. pachydermatis. The rest of samples were negative and 13 of them were identified

by cultivation as another types of microorganisms.

Keywords: Malassezia pachydermatis
Malassezia sp.
otitis externa
polymerase chain reaction
PCR
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1 Uvod

Malassezia pachydermatis je lipofilni, non-lipid-dependentni kvasinka lahvovitého tvaru
patfici do oddéleni Basidiomycota. Jako soucast bézné kozni mikrofléry se vyskytuje
u teplokrevnych, vétsinou masozravych obratlovcl. Je vsak ale povaZzovana i za oportunngé
patogenni mikroorganizmus. V pfipadé oslabeni imunitnich mechanizmd organizmu, zejména
z priciny atopie, alergie nebo jiného systémového onemocnéni, zplsobuje u zvifat vznik
dermatitid, otitid a souvisejicich symptomd jako jsou erytém a pruritus.

Zanét zevniho zvukovodu (lat. otitis externa) je onemocnéni multifaktorialni etiologie
a kromé patologického mnozstvi kvasinek a bakterii ve zvukovodu se na ném podili i Ffada
dalsich primarnich, predispoziénich a udrzujicich faktor(i (Gbelec, 2003). V souvislosti
srozvojem tohoto zanétlivého onemocnéni u psl je nejcastéjsi izolovanou bakterii
Staphylococcus intermedius. Nejcastéjsi fungalni izolat asociovany s touto diagnozou je druh
Malassezia pachydermatis (Oliveria a kol., 2008).

Cilem této prace bylo zavést a optimalizovat metodu PCR pro detekci druhu Malassezia
pachydermatis izolovaného ze vzork( usnich vytér( psti a kocek s otitis externa a potvrdit tak
jeho kultivacni priikaz. Shér vzork( byl proveden v ramci feseni nékolika diplomovych praci
zabyvajicich se mikrobialnimi nalezy u psl a koCek pfi zanétu zevniho zvukovodu v letech
2004 az 20009.

-11 -



Teoreticka ¢ast

2 Teoreticka ¢ast

2.1 Rod Malassezia

Mikroorganizmy rodu Malassezia (M.) jsou lipofilni kvasinky, které patfi mezi normalni
komenzalni kozni mikrofléru predevsim teplokrevnych obratlovcl. PFi plsobeni vhodnych
predispozicnich faktor( se mohou projevit i jako oportunné patogenni (Batra a kol., 2005).

Lipid-dependentni druhy jsou Casto pfidruzené s lidskymi koznimi poruchami, zatimco
non-lipid-dependentni druh Malassezia pachydermatis je povaZovana za oportunniho
patogena, ktery se vyskytuje na povrchu kiZze a uvnitf zvukovodu pst a kocek (Guillot
a Bond, 1999; Chen a Hill, 2005). Tento rod tvoii celkem 13 druhd.

2.2 Taxonomické zarazeni

Za vice nez 160 let od objevu prvniho druhu M. furfur (1846) a popsani rodu Malassezia
Baillonem vroce 1889, tedy o 43 let pozdgji od prvni zpravy, byla taxonomie rodu
s rozvojem molekularné biologickych metod nékolikrat revidovana (Kwon-Chung a Bennet,

1992). Soucasné taxonomické zaclenéni je nasledujici (NCBI, Taxonomy Browser):

Doména: Eukaryota

Rise: Fungi (houby)

Oddéleni: Basidiomycota (houby stopkovytrusé)
Trida: Ustilaginomycetes (snéti)

Podtfida: Exobasidiomycetidae

Réd: Malasseziales

Rod: Malassezia

2.3 Historicky vyvoj taxonomie a revize rodu Malassezia
V roce 1846 popsal Eichstedt onemocnéni pityriasis versicolor a izoloval ze seSkrabu

z lézi dosud neznamy mikroorganizmus kvasinkového charakteru. Robin (1853) izoloval

fungalni elementy z lézi pityriazy a pojmenoval izolovany mikroorganizmus Microsporum

-12 -
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furfur snazorem, Ze jde o identicky organizmus jako je dermatophytum Microsporum
auduoinii, a proto bylo toto onemocnéni pfejmenovano na tinea versicolor (Inamdar a kol.,
2003).

Rivolta o nékolik malo let pozdéji vroce 1873 pozoroval kvasinky na pokoZce,
ale kultivace byla obtiZznd, protoZze nebyla dosud zndma lipofilni povaha tohoto rodu.
Malassez (1874) izoloval buriky kvasinkovitého tvaru ze Supin lidskych lupd.

Nasledné byly popsany i kulovité a ovalné formy této kvasinky. V roce 1889 Baillon
zahrnul tuto skupinu kvasinek pod rod Malassezia. Sabouraud (1904) povaZzoval tyto
organizmy jako p¥icinu vzniku tvorby lup( a nové je pojmenoval jako Pityrosporum malassez
(Inamdar a kol., 2003).

V nésledujicich letech vSak byly vedeny spory o rodovy (genericky) nazev téchto
kvasinek — Pityrosporum nebo Malassezia? Sternberg a Keddie (1969) zjistili totoznost
antigennich struktur Pityrosporum ovale a Malassezia furfur pomoci imunofluorescencnich
technik. Pojmenovani Malassezia bylo proto upfednostiiovano pred nazvem Pityrosporum
abylo pfijato jako genericky ndzev rodu téchto kvasinek (1984). Byly tak identifikovany
druhy v rodu Malassezia: M. furfur a M. pachydermatis (Inamdar a kol., 2003).

V roce 1990 Simmons a Guého definovali dalSi druh M. sympodialis na zakladé
molekularné genetické analyzy obsahu G+C bazi a pfitomnosti monopolarniho puceni
(Simmons a Guého, 1990).

Cunningham a kol. (1990) rozliSoval tfi sérovary M. furfur A, B a C, které byly v kulture
morfologicky rozdilné a odpovidaly sérologickym rozdildim povrchové bunéénych antigend.
Saadatzadeh a kol. (1998) ale zjistil, Ze se jedna o samostatné druhy. Sérovar A odpovida
druhu M. sympodialis, sérovar B M. globosa a sérovar C druhu M. restricta.

Pocatkem roku 1990 byla taxonomie rodu Malassezia stale jesté chaotickd. R(zné
védecké skupiny zavadeély vlastni klasifikacni systémy, coZz znemoziovalo porovnavat jejich
prace mezi sebou. Tento chaos byl nakonec rozhodnut s kliCcovou publikaci v roce 1995
od Guillot a Guého, ktefi shromazdili 104 izolatl rodu Malassezia zahrnujici vSechny rlizné
taxonomické klasifikace a provedli sekvenaci velké podjednotky rRNA a jaderné DNA.
Na zakladé vysledkd své prace definovali sedm druh( rodu Malassezia: M. furfur,
M. sympodialis, M. obtusa, M. globosa, M. restricta, M. slooffiae a M. pachydermatis (Guého
a kol., 1996).

Sugita a kol. (2002) izoloval a popsal druh M. dermatis na zakladé sekvenacni analyzy
ribozomalni DNA izolatll kvasinek kolonizujicich kiiZi pacientd s atopickou dermatitidou.

-13-
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Sugita a kol. (2003) popsal druh M. japonica. Pro identifikaci tohoto druhu provedl
analyzu genu kddujiciho ribozomalni RNA pomoci metody nested - PCR. Tento druh se lisi
v pozitivni asimilaci Tweenu 40 a 80 a neschopnosti rlistu pri 40 °C.

Hirai a kol. (2004) definoval novy druh kvasinky rodu Malassezia ze zvirat v Japonsku
a Brazilii, M. nana. S vyuZitim molekularné-biologickych metod byla urfena odliSnost
od pfibuznych druhi M. dermatis a M. sympodialis, kterym se podoba svymi morfologickymi
a fyziologickymi vlastnostmi.

Sugita a kol. (2004) izoloval kvasinku M. yamatoensis z pacienta japonské narodnosti
se seboroickou dermatitidou. Detekce byla provedena pomoci nested - PCR s druhové
specifickymi primery.

Posledni, nejnovéjsi zastupci rodu Malassezia byli popséani v roce 2007 autory Cabafies
a kol. a jsou to druhy M. caprae, izolovany z koz, a M. equina, izolovany z koni. Tyto dva
druhy jsou fylogeneticky pfibuzné druhu M. sympodialis. Maji podobnou morfologii
a fyziologické vlastnosti, liSi se vSak navzajem v pozitivni hydrolyze eskulinu (M. caprae).
Identifikace druhd byla provedena na zakladé morfologickych a fyziologickych vlastnosti,
analyzy rRNA a podjednotky I RNA polymerazy, restrikéni analyzy a sekvenaci genu pro
chitin synthetazu (Cabafies a kol., 2007).

V soucasné dobé je tedy znamo 13 druhl kvasinek zafazenych do rodu Malassezia.

2.4 Obecna charakteristika rodu Malassezia

Kvasinky rodu Malassezia jsou zndmy jako zastupci bézné, komenzalni kozni mikrofléry
po vice nez 160 let. Byvaji izolovany z klze lidi i z kliZze ostatnich teplokrevnych Zivocichl
(Yarrow a Ahearn, 1984). ProtoZe jsou, s vyjimkou jednoho druhu, metabolicky zavislé
na lipidech, jsou Casto izolovany z oblasti bohatych na mazove Zlazy, které jsou zdrojem
lipidih (Nazarro-Porro a Passi, 1976). Pro zvifata, kterd jsou vystavena urcitym
predispoziénim faktorlim, se tyto kvasinky stavaji potencionalné patogennimi (Guillot
a Guého, 1998).
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2.4.1 Morfologické vlastnosti rodu

PFi kultivaci na tuhych médiich tvofi tyto kvasinky malé, krémoveé naZzloutlé kolonie, které
jsou hladké nebo lehce zvrasnéné. Povrch je leskly nebo matny. Okraj kolonie mize byt
rovny nebo lalonaté zvinény. Konzistence byva maslova (Guého a kol., 1996).

Casto pouzivané médium pro kultivaci je Sabourauddv dextrézovy agar, ktery je vhodny
pro zachyt mnoha druh(i hub odpovédnych za koZni nemoci u masozravcli (Microsporum
canis a dalSi dermatofyta schopnd metabolizmu Kkeratinu, Malassezia pachydermatis
a Candida sp.).

Pro kultivaci kvasinek Malassezia sp. jsou navrzena selektivni média suplementovana
lipidy - modifikovany Dixonlv agar (mDixon) (Guého a kol, 1996),
Leeming-Notman(v agar (LNA) (Leeming a kol., 1989) a Ushijimasdv agar (Ushijima,
1981). Tato média jsou vhodnad pro izolaci vsech druhl rodu Malassezia, bez ohledu
na potiebu lipidd v médiu.

Dalsi zplsob kultivace i identifikace na médiu ,,CHROMagar Malassezia“ popisuje ve své
praci Kaneko a kol. (Kaneko a kol., 2007).

Kvasinky rodu Malassezia mohou vyrdstat ve dvou formach (dimorfizmus). Ve formé
mycelia a ve formé kvasinek. Kvasinkové forma nejcastéji kolonizuje zdravou kizi a prevlada
také pfi rlstu v kultufe. U nékterych druhl se v kultufe vyskytuji téz i hyfy (Guého a kol.,
1996). Myceliarni forma kvasinek je charakteristickd kratkymi septovanymi hyfami
usporadanymi Sikmo, nebo v jedné fadé s obCasnym vétvenim (Kwon-Chung a Bennet, 1992).
Indukce tvorby hyf lze dosdhnout pomoci specialnich médii, aCkoliv ne vSechny izolaty

tohoto rodu jsou schopny této transformace (Saadatzadeh a kol., 1998).

Ultrastruktura

Bunécna sténa kvasinek rodu Malassezia je velmi silnd ve srovnani s ostatnimi
kvasinkami (asi 0,12 pm) a predstavuje 26 az 37 % z bunécného objemu (Larocco a kol.,
1998). Sklada se z mnoha vrstev, jejichZ struktura se méni v zavislosti na zdroji lipidd
v médiu. Tato struktura je charakteristicka pro houby stopkovytrusé - Basidiomycota (Guillot
a Bond, 1999). Hlavnimi slozkami bunécné stény jsou sacharidy (70 %), proteiny (10 %),
lipidy (15 az 20 %) a malé mnozstvi dusiku a siry (Thompson a Colvin, 1970).

Cytoplazmaticka membrana tésné kopiruje strukturu vnitfniho povrchu bunécné stény
(Barfatani a kol., 1964; Swift a Dunbar, 1965; Wikler a kol., 1990). Jadro je ohrani¢eno
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dvojitou membranou (Barfatani a kol., 1964). Pocet a tvar mitochondrii se miZze v kazdé
bunce liSit, mohou byt kulatého nebo ovalného tvaru (Keddie a Barajas, 1972). Vakuoly
pritomné v burice obsahuji lipidy a jejich velikost je rlizna dle stafi buriky (Barfatani a kol.,
1964).

Reprodukce

Kvasinky rodu Malassezia se mnozi opakovanym nepohlavnim monopolarnim pucenim.
Dcefinna pucici burika vyrlista na Sirokém zakladu matefské buriky. Charakteristické
je utvareni limecku kolem pucici bunky (David a kol., 2003). Po odlouceni dcefinné buriky
vznika v bunécné sténé matefské bunky vice nebo méné vyrazna jizva.

Pohlavni reprodukce ani teleomorfni (pohlavni) stadium nebylo popséano (Guého a kol.,
1996).

2.4.2 Fyziologické vlastnosti rodu

Fyziologické vlastnosti rodu Malassezia byly zpoCatku malo prozkoumané, protoZze
dalSimu rozvoji v této oblasti bréanila problematicka kultivace a udrZzovani kultur.

Jiz vroce 1939 Benham poznamenal, Ze zastupci rodu Malassezia nejsou schopny
zkvaSovat sacharidy (Benham, 1939). Kvasinky mohou vyuZivat lipidli jako jediného zdroje
uhliku (Nazarro-Porro a kol., 1976), krlstu nevyZaduji vitaminy, stopové prvky, ani
elektrolyty (Mayser a kol., 1998).

Uprednostiiuji vyuziti methioninu jako jediného zdroje siry, ale dokaZzou pouZit také
cystin nebo cystein (Brotherton, 1967). Dovedou vyuZit mnoho aminokyselin a jejich
amonnych soli jako zdroje dusiku (Mayser a kol., 1998).

Kvasinky, kultivované in vitro za aerobnich podminek, jsou schopny rlstu pfi 10%
obsahu kysliku i za anaerobnich podminek (Faergemann a Bernander, 1981).

K laboratorni diagnostice se nejéastéji vyuziva biochemickych testl na produkci enzymu
katalazy (schopnost rozkladu 3% peroxidu vodiku), enzymu ureazy (schopnost hydrolyzovat
mocovinu na amoniak a oxid uhliCity), enzymu glukosidazy (test hydrolyzy eskulinu).
Vyznamnym testem je také test schopnosti utilizace Tweenu 20, 40, 60 a 80 o rdzné
koncentraci v médiu jako jediného zdroje lipidi a asimilace Cremophoru EL
(polyethylenoxidovy ricinovy olej) (testy aktivity enzymu esterdzy). Dale se provadi barveni

mikroskopického preparatu diazoniovou modfi B (zafazeni do oddéleni hub stopkovytrusych
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— Basidiomycota), zjisténi limitni teploty rlstu, zjisténi tvorby precipitatu na modifikovaném
Dixonové agaru a test lipid-dependentni povahy na Sabouraudové dextr6zovém agaru,
(Kaneko a kol., 2007).

2.5 Zastupci rodu Malassezia

< Malassezia furfur (Robin) Baillon 1889
Synonyma: Microsporum furfur Robin 1853, Pityrosporum ovale Castellani a Chalmers
1913, Pityrosporum orbiculare Gordon 1951

Morfologické vlastnosti: po 7 dnech inkubace pfi 32 °C na modifikovaném Dixonové

agaru vyristaji matné, hladké, vypouklé nebo lehce zvrasnéné a konvexné zvysené kolonie
o velikosti 2 mm v priiméru. Konzistence je jemna a drobiva. Mikroskopicky jsou pozorovany
ovalné, kulovité a cylindrické bunky variabilni velikosti, kterd se pohybuje v mezich
od2,5do 8 pum. Dcefinné buiky vyrlstaji ze Sirokého zakladu. Hyfy mohou vyrlstat
z jakéhokoliv bodu na povrchu buriky.

Fyziologické vlastnosti: prikaz katalazy, ureazy a barveni diazoniovou modfi B jsou

pozitivni. Dovede vyuzit Tween 20, 40, 60 i 80 jako jediného zdroje lipid(i v médiu. Dobie
roste pfi 37 °C s maximem pfi 40 az 41 °C. Bunky prezivaji lyofilizaci (Guého a kol., 1996).

Vyskyt: M. furfur byva izolovana ze zdravé kize lidi i koznich 1ézi pacientl s pityriasis
versicolor, miZe zpUsobovat i systémové infekce. U zvifat je nalézana jako soucast kozni
mikroflory (Guillot a kol., 2008).

< Malassezia pachydermatis (Weidman) Dodge 1925

Synonyma: Pityrosporum pachydermatis Weidman 1925, Pityrosporum canis Gustafson
1955

M. pachydermatis byla poprvé izolovana v roce 1925 Weidmanem ze vzorku koZnich
Supin nosoroZzce indického (Rhinoceros unicornis) trpiciho exfoliativni dermatitidou
a pojmenovana Pityrosporum pachydermatis (Weidman, 1925). Béhem nasledujicich let byl
Weidman(v nové popsany druh srovnavan s dosud zndmymi kmeny rostoucimi na médiich
bez pFidavku lipidd.

Gustafson (1955) popsal v izolatech z otitis externa u pst burky lahvovitého tvaru
atypického puceni, které dle soudobych poznatk(l zaradil do kvasinek rodu Pityrosporum.
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Tento kmen se ale liSil, od dosud popsanych P. ovale a P. orbiculare Gordon 1951
(= M. furfur), rlistem na béznych médiich, a proto Gustafson vytvoril novy druh Pityrosporum
canis.

Vzniklo tak vice synonym pro tento druh rodu Malassezia, popsaného Baillonem (1889)
(Yarrow a Ahearn, 1984). Dodge (1935) navrhl nazev druhu P. canis jako synonymum druhu
Malassezia pachydermatis.

Morfologické vlastnosti: po 7 dnech inkubace pfi 32 °C na gluk6zo-peptonovém agaru

jsou pozorovany matné, konvexni kolonie, obCas vypouklé a zvrasnéné, krémoveé barvy.

Povrch je suchy a hladky. Velikost kolonii je 0,5 az 1 mm v priméru.

Obrazek 1 Kolonie M. pachydermatis na Sabouraudové agaru
(http://www.pfdb.net/html/species/s38.htm#100)

Mikroskopicky jsou pozorovany malé pucici ovoidni buiiky 4 az 5 um velké. Dcefinné

buriky jsou formovany na Sirokém zékladu, ktery je nejSirsi z celého rodu.
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Obrazek 2 M. pachydermatis, svételny mikroskop, Gramovo barveni, 1000x zvétSeno

(http://www.answers.com/topic/malassezia-1)
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Ultrastrukturni studie provedena transmisni elektronovou mikroskopii popisuje silnou
vrstevnatou bunécnou sténu, ktera ma na svem vnitfnim povrchu zubovitou strukturu.
V cytoplazmé jsou hojné pfitomna granula glykogenu a vakuoly o rizné velikosti. Jadro
je pozorovano jen zfidka. Matefska burika je od dcefinné oddélena prepazkou (Kiss a kol.,
1996).

Obrazek 3 M. pachydermatis, transmisni elektronovy mikroskop (David a kol., 2003)

Pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu jsou bunky charakterizovany
sametové hladkym povrchem, ovoidnim tvarem a typickym utvafenim limeCku kolem
dcefinné buriky.

Obrézek 4 M. pachydermatis, skenovaci elektronovy mikroskop

(http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Malassezia_lipophilis_3_lores.jpg)

Fyziologické vlastnosti: prikaz katalazy je obvykle pozitivni, uredza a barveni

diazoniovou modfi B je také pozitivni. Produkce indolu a acetoinu nebyla prokazana. Aktivita
lecitinazy byla prokazana na Zloutkovém agaru. Aktivita peroxidazy je vyrazné pozitivni.

Proteolytickd aktivita, kterd byla testovana ztekucenim koagulovaného Lofflerova séra,

-19-


http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Malassezia_lipophilis_3_lores.jpg

Teoreticka ¢ast

je pozitivni. Na krevnim agaru vyrUstaji variabilng po 72 hodinach a nepdsobi jeho hemolyzu
(Kiss a kol., 1996).

Pridavek Tweenu 20 do glukdzo-peptonového agaru inhibuje rdst. Jako jedina z celého
rodu vyrdsta na Sabouraudové agaru pfi 32 °C. Dobre roste pfi 37 °C s maximem pfi 40 aZ
41 °C. Buriky prezZivaji lyofilizaci (Guého a kol., 1996).

Vyskyt: M. pachydermatis je ¢asto izolovana z domestikovanych i divokych masoZzravct
jako jsou psi, kocky, medvédi, fretky a lisky. Jeji vyskyt byl také zaznamenan u nosoroZc,
prasat, primatd, tulend, koni i ptak( (Gustafson, 1960; Midgley a Clayton 1969). Oproti tomu
nebyla nikdy izolovana z hlodavcl a zajicd (Guillot a kol., 1994).

U koZnich lézi se vyskytuje v souvislosti s otitidami a seboroickymi dermatitidami u psu.
U lidi mdze vyvolat i systémové infekce (Guillot a kol., 2008).

Na lidské kizi se vyskytuje zcela vyjimecéné (Guillot a Bond, 1999).

< Malassezia sympodialis Simmons a Guého 1990

Synonyma: Pityrosporum ovale form 3 Midgley 1989, Malassezia furfur sérovar A
Cunningham a kol. 1990, Malassezia ovalis form 3 Midgley

Morfologické vlastnosti: po 7 dnech inkubace pfi 32 °C na modifikovaném Dixonové

agaru vyrUstaji lesklé, hladké, ploché nebo centralné zvysené kolonie. Priimér kolonii je 5 mm
a konzistence je hladka. Mikroskopicky jsou pozorovany ovoidni az kulovité bunky 2,5 az
6 um velké. Pucici dcefinna burika vyrdsta na uzsim zakladu materské buriky, ktery je stejné
Siroky jako samotna dcefinna burika. Monopolarni puceni miize probihat i opakované z jedné
bunky.

Fyziologické vlastnosti: prilkaz kataldzy, uredzy a barveni diazoniovou modii B

je pozitivni. Jako zdroj lipid0 nedokdZe wvyuzit Tween 20. Rdst byl pozorovan
az v pfitomnosti Tweenu 40, 60 a 80. Dobfe roste pfi 37 °C s maximem pfi 40 az 41 °C.
Lyofilizaci bunky prezZivaji (Guého a kol., 1996).

Vyskyt: M. sympodialis kolonizuje zdravou kiZi a kozni Iéze v souvislosti s atopickou
dermatitidou u lidi i u zvifat, kde zplsobuje otitis externa (popsano u kocek) (Guillot a kol.,
2008).

< Malassezia globosa Midgley, Guého & Guillot 1996
Synonyma: Pityrosporum orbiculare Gordon 1951, Malassezia furfur sérovar B

Cunningham a kol. 1990, Malassezia furfur sensu Midgley Midgley1993
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Morfologické vlastnosti: po 7 dnech inkubace pfi 32 °C na modifikovaném Dixonové

agaru jsou pozorovany zvysené, zvrasnéné a hrubé kolonie o velikosti 4 mm v prliméru.
Konzistence je hruba a kfehk&. Mikroskopicky jsou pozorovany kulovité buniky 2,5 az 8 ym
velké. Dcefinna bunka puci na uzké bazi. Jizva po puceni neni vyrazna. Kratké hyfy, nékdy
vétvengé, jsou pozorovany v misté puceni.

Fyziologické vlastnosti: prilkaz kataldzy, uredzy a barveni diazoniovou modii B

je pozitivni. Nedokaze vyuzit Tween jako zdroj lipidd. PFi 37 °C neroste, nebo jen velmi
slabé. Bunky neprezZivaji lyofilizaci. Teleomorfy nebyly pozorovany (Guého a kol., 1996).

Vyskyt: M. globosa se vyskytuje na zdravé kdZzi a koZnich lézich v souvislosti s pityriasis
versicolor a seboroickou dermatitidou u lidi. U zvirat zplsobuje otitidy (kocky) a kolonizuje
i zdravou kGzi (Guillot a kol., 2008).

% Malassezia obtusa Midgley, Guillot & Guého 1996

Synonyma: Pityrosporum ovale form 2 Midgley 1989, Malassezia ovalis form 2 Midgley
1993

Morfologické vlastnosti: po 7 dnech inkubace pfi 32 °C na modifikovaném Dixonové

agaru vyrGstaji hladké a ploché kolonie 4 mm v priméru. Konzistence je lepkava.
Mikroskopicky jsou pozorovany velké az 6 um dlouhé cylindrické bunky, které pfi puceni
dosahuji délky az 10 ym. Dcefinna burika je formovana na Siroké bazi. Pfitomné hyfy mohou
vyristat z jakéhokoliv bodu materské buriky a mohou byt rozvétvené.

Fyziologické vlastnosti: prikaz kataldzy, uredzy, barveni diazoniovou modii B

je pozitivni. Nedokaze vyuzit Tween 20, 40, 60 ani 80 jako jediného zdroje lipidl. RUst
je pozorovén pri 37 °C s maximem pfi 38 °C. Buriky pFezivaji kratkou lyofilizaci (Guého
a kol., 1996).

Vyskyt: M. obtusa byva izolovana z koznich 1ézi i ze zdravé kdze u lidi (Guillot a kol.,
2008).

% Malassezia restricta Guého, Guillot & Midgley 1996
Synonyma: Malassezia furfur sérovar C Cunningham a kol. 1990
Morfologické vlastnosti: po 7 dnech inkubace pfi 32 °C na modifikovaném Dixonové

agaru jsou pozorovany matné, hladké, smérem k okraji hrubé kolonie 3 mm v prliméru.
Konzistence je tvrda a kiehka. Mikroskopicky jsou pozorovany kulovité nebo ovalné bunky

o délce 2,5 aZz 4 um. Baze puceni je relativné uzka.
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Fyziologické vlastnosti: priikaz katalazy je negativni, barveni diazoniovou modfi a prikaz

ureazy jsou pozitivni. Nedokaze vyuzit Tween 20, 40, 60 ani 80 jako jediného zdroje lipidQ.
Dobre roste pfi 37 °C s maximem 38 az 39 °C. Buiky prezivaji kratkou lyofilizaci (Guého
a kol., 1996).

Vyskyt: M. restricta se vyskytuje na zdravé kGzZi a v koznich lézich v souvislosti
se seboroickou dermatitidou u lidi (Guillot a kol., 2008).

Nazev restricta vystihuje omezené fyziologické vlastnosti této kvasinky in vitro (Guého
a kol., 1996).

<+ Malassezia slooffiae Guillot, Midgley & Guého 1996
Synonyma: Pityrosporum ovale form 1 Midgley 1993, Malassezia furfur sérovar Y
Leeming datum nepublikovano

Morfologické vlastnosti: po 7 dnech inkubace pfi 32 °C na modifikovaném Dixonové

agaru jsou pozorovany hrubé kolonie velké 3 mm v priméru s jemnymi ryhami.
Mikroskopicky jsou pozorovany kratké cylindrické buriky o délce 2 az 4 ym s Sirokou bazi
puceni.

Fyziologické vlastnosti: prilkaz kataldzy, uredzy a barveni diazoniovou modii B

je pozitivni. Na gluk6zo-peptonovém agaru je rlist pozorovan v pfitomnosti Tweenu 40 a 60
jako jediného zdroje lipidd. Neroste v prostiedi s Tweenem 80 a variabilné s Tweenem 20.
Roste dobfe pfi 37 °C s maximem 40 °C. Buriky prezivaji lyofilizaci (Guého a kol., 1996).

Vyskyt: M. slooffiae byva izolovana ze zdravé kiize a koznich lézi, zdravé klze prasat
a z koznich 1ézi pfi otitidach. U lidi se vyskytuje na zdravé i patologicky zménéné kiZi
(Guillot a kol., 2008).

Kvasinka byla pojmenovana na pocest Wilheminy C. Slooffiové, kterd se zabyvala
studiem lipofilnich kvasinek (Guého a kol., 1996).

< Malassezia dermatis Sugita a kol. 2002

Synonyma: nejsou
Morfologické vlastnosti: po 7 dnech kultivace na Leeming Notman agaru (LNA) (10 g

polypeptonu; 5 g glukozy; 0,1 g kvasni¢ného extraktu; 8 g volské Zluci; 1 mg glycerinu; 0,5 g
stearatu glycerinu; 0,5 mg Tweenu 60; 10 ml kravského mléka a 12 g agaru, voda do 1 1) pfi
32 °C jsou pozorovany nazloutlé kolonie, matné a konvexni, maselnaté konzistence. Okraj

je rovny nebo lalo€naty. Mikroskopicky jsou pozorovany kulovité, ovalné nebo eliptické
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bunky (2 az 8 pm), monopolarni puceni a nékdy je pozorovana i tvorba hyf tvorenych

v oblasti ptivodniho pudeni.

Fyziologické vlastnosti: na gluk6zo-peptonovém agaru, s pfidavkem 0,1; 0,5; 1,0; 5,0,
nebo 10 % Tweenu 20, 40, 60 a 80 jako jediného zdroje lipidd, je pozorovan pozitivni rlst.
Katal&za a barveni diazoniovou modfri B je pozitivni. Teleomorfy nejsou pozorovany.

Vyskyt: M. dermatis byla poprvé izolovdna z kozniho poranéni pacienta s atopickou
dermatitidou v Tokiu (Japonsko). Vyskytuje se na zdravé kiiZi i v koznich lézich u ¢lovéka.

Druhové jméno pochazi z latinského nazvu pro kizi, kterou prednostné kolonizuje (Sugita
a kol., 2002).

< Malassezia japonica Sugita a kol. 2003

Synonyma: nejsou
Morfologickeé vlastnosti: po kultivaci na LN agaru pfi 32 °C jsou pozorovany po 6 dnech

bledé az nazloutlé, matné a vrascité kolonie, méselnaté konzistence. Okraj kolonii je rovny
nebo lalo€naty. Mikroskopicky jsou pozorovany kulovité, ovalné az vejcité burnky o velikosti
2 az 5 ym, které monopolarné puci.

Fyziologické vlastnosti: rdst na gluk6zo-peptonovém agaru s 0,5 % Tweenu 40 a 60 jako

jediny zdroj lipidQ je pozitivni. Priikaz katalazy a barveni diazoniovou modfi B je pozitivni.
Teleomorfy nebyly pozorovany (Sugita a kol., 2003).

Vyskyt: M. japonica byla poprvé izolovana z levého predlokti zdravé 22leté japonské
Zeny v Tokyu (Sugita a kol., 2003). Byla také nalezena u pacientd s atopickou dermatitidou
(Guillot a kol., 2008).

< Malassezia nana Hirai a kol. 2004

Synonyma: nejsou
Morfologické vlastnosti: po 7 dnech kultivace na modifikovaném Dixonové agaru

vyrlstaji krémové Zluté, matné a konvexni kolonie. Maji 2 mm v prliméru. Konzistence
jemékkd a viskozni. Mikroskopicky jsou pozorovany kulovité aZ ovoidni buiiky
s monopolarnim pucenim na uzsim konci.

Fyziologické vlastnosti: kataldza a barveni diazoniovou modfi B je pozitivni. Neroste

na Sabouraudové dextrozovém agaru bez pFidavku lipidd. Rlst je pozorovan na glukdzo-

peptonovém agaru s pfidavkem Tweenu 40 nebo 80 (0,5 %). Neroste na gluk6zo-peptonovém
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agaru s Cremophorem EL. Hydrolyza eskulinu je negativni. Pfitomna je tvorba precipitatu
na modifikovaném Dixonoveé agaru. Dobfe roste pfi 37 °C. Teleomorfy nebyly pozorovany.
Vyskyt: M. nana byla poprvé izolovdna z kocky s otitis externa v Hyogu (Japonsko)
(Hirai a kol., 2002). DalSi 4 izolaty byly ziskany z hovéziho dobytka (kravy). Dva byly
izolovany z udniho mazu zdravych krav a dva zuSniho vytoku krav trpicich otitis

externa na farmé Minas Gerais v Brazilii (Hirai a kol., 2004).

< Malassezia yamatoensi s Sugita a kol. 2004

Synonyma: nejsou
Morfologické vlastnosti: po kultivaci pfi 32 °C, trvajici 6 dnd, vyrdstaji bilé az naZloutlé

kolonie, mirné lesklé, vrasCité aZz obCas zfasené s laloCnatym okrajem. Konzistence

je maslova. Mikroskopicky jsou pozorovany ovalné a ovoidni pucici burniky velké 2 az 5 um.
Fyziologické vlastnosti: je pozorovan pozitivni rdst na glukdzo-peptonovém agaru

s pfidavkem Tweenu 20 (10 %), 40 (0,5 %), 60 (0,5 %) a 80 (0,1 %) jako jediného zdroje

lipid(. Dobie roste pfi 37 °C, neroste pfi 40 °C. Barveni diazoniovou modfi B a prlikaz

kataldzy je pozitivni. Teleomorfy nejsou pozorovany.

Vyskyt: M. yamatoensis byla poprvé izolovana z kiize japonského pacienta s atopickou
dermatitidou.

Druhovy nazev kvasinky byl vytvoren od starovékeho ndzvu japonské provincie Yamato
(Sugita a kol., 2004).

+» Malassezia equina Cabanes a kol. 2007

Synonyma: nejsou
Morfologické vlastnosti: po 7 dnech inkubace pfi 32 °C na modifikovaném Dixonové

agaru pomalu vyr(staji malé kolonie o velikosti 1,3 mm. Po prodlouZené inkubaci na 21 dni
za stejnych podminek dor(staji kolonie do velikosti 0,5 az 2 mm. Mikroskopicky jsou
pozorovany vejCité bunky, které monopolarné puci na Siroké bazi.

Fyziologické vlastnosti: rlist na glukézo-peptonovém agaru je velmi Spatny a variabilni.

Je pozorovan slaby variabilni riist v pfitomnosti Tweenu 40, 60 a 80 se soucasnou tvorbou
inhibi¢ni zony kolem zdroje Tweenu. V pfitomnosti Tweenu 20 je inhibi¢ni zona nejvétsi
a ve VEtsiné pripadd je pozorovana Uplna inhibice ristu. To poukazuje na toxické Gcinky
Tweenu ve vysSich koncentracich. Prlkaz kataldzy je pozitivni a hydrolyza eskulinu

negativni. Asimilace Cremophoru EL je negativni. Neroste pfi 40 °C.

-24 -



Teoreticka ¢ast

Vyskyt: M. equina byla izolovéana predevsim z koni zdravych, ale i s koZznimi lézemi
(Cabafies a kol., 2007).

+ Malassezia caprae Cabanes a kol. 2007

Synonyma: nejsou
Morfologické vlastnosti: po 7 dnech inkubace pfi 32 °C na modifikovaném Dixonové

agaru pomalu vyrdstaji malé kolonie o velikosti 1 mm. Po prodlouzené inkubaci na 21 dni
za stejnych podminek dordstaji kolonie do velikosti 0,5 az 2 mm. Mikroskopicky jsou
pozorovany eliptické buriky, které monopolarné puci na Siroké bazi.

Fyziologické vlastnosti: rdst na glukdzo-peptonovém agaru je velmi Spatny a variabilni.

Je pozorovan slaby variabilni rdst v pritomnosti Tweenu 40, 60 a 80 se soucasnou tvorbou
inhibi¢ni zony kolem zdroje Tweenu. V pfitomnosti Tweenu 20 je inhibicni z6na nejvétsi
a ve vétsing pripadll je pozorovana Uplna inhibice rlistu. To poukazuje na toxické Ucinky
Tweenu ve vysSich koncentracich. Asimilace Cremophoru EL je negativni. Neroste pfi 40 °C.
Hydrolyza eskulinu je pozitivni a katalaza je pozitivni.

Vyskyt: M. caprae byla poprvé izolovana ze zdravé kiize koz (Cabaries a kol., 2007).

Tabulka 1 Fyziologické vlastnosti druhli rodu Malassezia (prevzato z Sugita a kol., 2004)

Rl‘.’Jstl na Rést na mDix? pfi Utilizace Tweenu
Druh SDA0 pfi - - - Katalaza 20 0 50 20

32°C 32°C | 37°C | 40°C 10%) | (05%) | (05%) | (0.1%)
M. furfur - + + - + + + + +
M. pachydermatis + + + + +-, + - + + +
M. sympodialis - + + + + - + + +
M. globosa - + +-, - - + R B N :
M. obtusa - + +/-, + - + _ _ N ;
M. restricta - + + - - - - - -
M. slooffiae - + + + + +, +- ¥ + _
M. dermatis - + + + + + + T T
M. japonica - + + - + - +/- + -
M. nana - + + +/- + +/- + + +/-
M. yamatoensis - + + - - + + + +
M. equina - + -, +- - + - +/- +/- +/-
M. caprae - + +/- - + - -, +- +/- -

1 Sabourauddv dextrézovy agar
2 modifikovany Dixon(lv agar
+ pozitivni

- negativni

+/- variabilni
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2.6 Otitis externa

Pojmem otitis externa je oznaCovan zanét sliznice zevniho zvukovodu, ktery postihuje
oblast od usniho boltce k bubinku (Charlotti, 1991; White, 1999). Je to bézny problém malych
zvifat a nejednd se o Zivot ohroZujici onemocnéni (Logas, 1994; Blanco a kol., 1996; Kucera,
2000).

Usni boltec

Zevni zvukovod
USni bubinek

Obrazek 5 Anatomické ¢asti ucha (http://hubpages.com/hub/Dog-Ear-Infection)

Prevalence otitis externa u psd je udavana od 5 do 20 % (Charlotti, 1991; Logas, 1994;
Kiss a kol., 1997). V mensi mife 2 az 10 % postihuje koCky (Charlotti, 1991). Vyskyt zanétu
zevniho zvukovodu je €astéjsi v letnich a podzimnich mésicich (Rybnicek, 1997).

Mezi plemena psi, kterd byvaji nejCastéji postizena patfi kokrspanél, retrivr, pudl,
némecky ovCak, foxteriér a kolie. Tato nachylnost je spojovana s jejich anatomickou stavbou
ucha (Charlotti, 1991; Kucera, 2000; Kumar a kol., 2002).

2.6.1 Etiologie onemocnéni

Otitis externa je onemocnéni s multifaktoridlni etiologii (Doyle a kol., 2004; Fernandez
a kol., 2006). Priciny vzniku ¢leni Rybnicek (1997) a Crespo a kol. (2000) na predispozicni,
primarni a udrZujici. Akutni a zejména chronické procesy vznikaji vzajemnym
spoluplisobenim téchto faktord (Rybnicek, 1997; Gbelec, 2003).

Plisobenim primarnich faktor( dochazi k rozvoji otitis externa i bez plisobeni jinych vlivd.

Predispozi¢ni faktory vytvareji vhodné podminky pro vznik zanétu, ale samy o sobé
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onemocnéni nezplsobuji. Vyznamnym predispozi¢nim faktorem je velikost a tvar usniho
boltce, zejména dlouhé a povislé usi maji vliv na udrZzovani vihkosti a tepla ve zvukovodu.
Dochazi tak k vytvoreni podminek pro pomnoZeni bakterii a kvasinek (Yoshida a kol., 2002).

Na rozvoji a pfetrvavani zanétu zvukovodu se podileji udrzujici faktory (Doyle a kol., 2004).

Tabulka 2 Faktory podmifiujici rozvoj otitis externa (Doyle a kol., 2004)

Primarni faktory Predispozicni faktory Udrzujici faktory
Alergie Anatomicke zvlastnosti Bakterie
Paraziti Vlhkost a teplota Kvasinky
Cizi télesa Chyby v oSetfovani Kontaktni alergie
Poruchy keratinizace Obstruktivni onemocnéni ucha | Otitis media
Autoimunitni onemocnéni | Systémové onemocnéni Progresivni patologické zmény

2.6.2 Klinické priznaky

Zanét zevniho zvukovodu mUiZe probihat v akutni, nebo chronické formé (Charlotti, 1991;
Logas, 1994). Kiss a kol. (1997) a Charlotti (1991) cleni otitis externa na kataralni a hnisavy
z&nét. Toto Clenéni je z hlediska klinickych pFiznak(l presnéjsi.

Akutni kataralni zanét se projevuje zarudnutim a otokem kiZze zevniho zvukovodu,
zvySenou produkci hustého usniho mazu (tzv. cerumenu), svédénim a bolestivosti (Gbelec,
2003; Kiss a kol., 1997). Tento typ zanétu zplsobuji pfedevsim kvasinky (Bernardo a kol.,
1998).

Akutni hnisavy zanét zvukovodu se zpoCatku rovnéZ projevuje zarudnutim a otokem,
zvySenou tvorbou usniho mazu a hromadénim hnisu v uSnim kanalu, ktery charakteristicky
zapacha a mdze byt rlizné zbarveny (Kiss a kol., 1997). Typicka je bolestivost postizené
oblasti, ktera mlzZe vést k agresivité pacienta (Charlotti, 1991; Kiss a kol., 1997). V k{zi
zvukovodu se mohou vytvaret abscesy az viedy (Gbelec, 2003). Akutni hnisavy zanét
zvukovodu je bakterialniho plvodu (Bernardo a kol., 1998).

Pretrvavaji-li pfiznaky zanétu, které jsou i pres terapii delSi neZz dva mésice, nebo dojde-li
po preruseni 1éCby k recidivé, jedna se o chronickou otitidu (White, 1999). Komplikaci téchto
pripadl byva zdufeni a zesileni sliznice, coz mlze vést az k uzavieni dutiny zvukovodu

a naslednemu zhorseni sluchu, v krajnim pfipadé az k hluchoté (Gbelec, 2003).
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2.6.3 Mikroorganizmy podilejici se nejCastéji na rozvoji otitis externa

Jako nejcastéjsi plvodci otitis externa u malych zvifat jsou uvadény mikroorganizmy
Staphylococcus intermedius a Malassezia pachydermatis (Kiss a kol., 1997), aCkoliv bylo
popsano mnoho dal$ich plivodcl (Oliveria a kol., 2008).

2.6.4 Bakterie

Mezi nejCastéjSi bakteridlni izolaty patfi Staphylococcus intermedius, Staphylococcus
aureus subsp. aureus.

Bakterie, které jsou méné Casto izolovany ze zvukovodu pfi jeho z&nétu, uvadi Oliveria
a kol. (2008) ve své komparativni studii. Jsou to Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae,
Staphylococcus hyicus, Staphylococcus aureus subsp. anaerobicus, Enterobacter sp.,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus schleiferi subsp. coagulans, Streptococcus sp.,

Staphylococcus sp., Escherichia coli.

2.6.5 Houby

Z fungélnich izolatll byva dle Oliveria a kol. (2008) nejéastéji izolovanym druhem
Malassezia pachydermatis. V mnohem mensi mife je pak zastoupena Candida albicans,

Aspergillus sp., Candida parapsilosis a Candida tropicalis.

2.6.5.1 Malassezia pachydermatis a otitis externa

Za normalnich podminek miZze byt sporadicky a v malém poétu vyizolovano ze zevniho
zvukovodu mnoho druhli kvasinek (Muller a kol., 1985). M. pachydermatis kolonizuje
stratum corneum zdravého zvukovodu jen velmi malo (Kennis a kol., 1996),
ale pri patologickych a chronickych stavech je jeji vyskyt dominujici (Muller a kol., 1985;
Moris, 1999; Muse, 2000).

Zanét zvukovodu zplsobeny kvasinkou M. pachydermatis je charakterizovan vazkym
voskovitym exudatem, ktery ma hnédou nebo Zlutou barvu. Pfitomnost erytému a svédeni
je variabilni (Griffin, 1993).

Gustafson jako prvni navrhl, Ze M. pachydermatis mdZze byt patogen zodpovédny za otitis

externa u pst. Toto tvrzeni vyplyvalo z pokusu, ve kterém byl indukovan vznik otitis externa
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u zdravého psa experimentalni infekci zevniho zvukovodu kvasinkou M. pachydermatis,
zatimco po infekci kvasinkou Pityrosporum ovale (= M. furfur), ktera kolonizuje predevsim
lidskou kuZzi, k zanétu zvukovodu nedo$lo (Gustafson, 1955).

Fraser porovnaval frekvenci vyskytu izolatd M. pachydermatis u zdravych psl a u ps
s otitis externa. Zjistil, Ze u psd s otitis externa je Getnost vyskytu kvasinek v usnim mazu
vysSi (Fraser, 1961).

Obrézek 6 Otitis externa zpl‘.’jsebeé Mal‘ssezia sp.
(http://wwwa3.unileon.es/personal/wwdmvjrl/dermatopatias/alimentos_9.jpg)

2.7 Molekularné biologické diagnostika

Rod Malassezia zahrnuje celkem 13 druhl, které ne vidy mohou byt spolehlivé
a jednoznacné urceny na zakladé fenotypovych vlastnosti. ldentifikace metodami molekularni

biologie je rychla a specificka.

2.7.1 Polymerazova retézova reakce

Polymerase Chain Reaction (PCR), polymerazova fetézova reakce, byla jako laboratorni
metoda vyvinuta v roce 1983 v laboratofich Cetus Corporation v Kalifornii, Kary B.
Mullisem, v ramci feSeni exponencialni amplifikace oligonukleotid( v tzv. beta-globinovém
programu (Rabinow, 1996).

V roce 1993 obdrzel Nobelovu cenu za chemii ,,za prispévky k rozvoji metod v chemii

DNA* a ,,za vynalez polymerazoveé fetézoveé reakce (PCR)“ (http://nobelprize.org).
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Polymerazové fetézova reakce (PCR) je enzymatickd metoda slouzici k syntéze jednoho

nebo i vice definovanych Useki DNA
a Brichacek, 1993).

in vitro bez ucasti Zivéeho organizmu (Krémar

Metoda PCR vyuziva jednak principl hybridizace a jednak enzymatické syntézy nového

fetézce DNA.

Pfi reakci dochazi ke tfem cyklickym zménam teploty reak¢ni smési, které postupné

aktivuji jeji jednotlivé komponenty. V kazdém cyklu se pocet vychozich zvolenych sekvenci

matricové DNA zdvojnasobi. Pocet cykll se voli 25 aZz 35, Ize tak teoreticky ziskat z jednoho

amplifikovaného Useku aZ desitky miliard kopii. S rostoucim poctem cykl( stoupd i mnozstvi

nespecifickych produktti (Smarda a kol., 2005).

Uvodni denaturace, 94 °C

Annealing primeru, 50 a2 72 °C

Syntéza nového vidkna DNA, 72 °C

Annealing primeru, 50 az 72 °C

Syntéza nového vlakna DNA, 72 °C

Obrézek 8 Nasledujici cykly PCR (http://www.sesep.uvsg.fr/formation/PCR4.JPG)
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2.7.3 Teplotni profil

Cyklickému stfidani teplot pfedchazi samostatny Uvodni denaturalni krok, ktery trva
nékolik minut. Ugelem je dokonala denaturace deldich molekul DNA. Kazdy dalsi cyklus
PCR pak zaCina denaturaci DNA. Ta probiha pfi teplotach nad 90 °C, kdy dochazi
k poruSeni vodikovych vazeb mezi bazemi dsDNA a vznikaji jednofetézcové matricové
molekuly ssDNA. Denaturace trva obvykle 1 minutu, protoZe vznikajici mensi fragmenty jsou
rychleji denaturovany.

Druhym teplotnim krokem cyklu je annealing (,,nasednuti, pfipojeni*) paru primer(, které
spontanné hybridizuji s templatem ssDNA. Timto je oboustranné vymezen amplifikovany
usek. Annealing probiha pfi ochlazeni smési na 50 az 72 °C. Teplotu annealingu je tfeba vzdy
peclivé optimalizovat, protoZe se jedna o dllezity parametr specifity PCR. Nizka teplota
podstatné sniZzuje specifitu, vysoka teplota zamezuje amplifikaci. Annealing probiha po dobu
30 sekund az 2 minut.

Tretim krokem je extenze (polymerace, syntéza DNA, elongace). Probiha pfi teplotnim
optimu pro termostabilni DNA polymerazu, tj. 72 °C, ktera za pfitomnosti hofecnatych iont(
a Ctyf typd deoxynukleotidtrifosfatd provede syntézu nového vldkna DNA, které
je komplementérni se sekvenci templatu. Syntéza zaCind za 3" koncem primeru a trva
1 minutu a vice, dle délky syntetizovaneho Useku.

Poslednim krokem je zavéreCna extenze, béhem které se dokonCi syntéza CasteCné
elongovanych fetézcl a predejde se tak vyskytu kratkych netplnych fragment( (Pavlik, 1999;
Krémar a Bfichacek, 1993).

Step1:
Denature Template

'7 T T T T T 1

@ L Stepd: ]
Primer Extension

a0 \ -
0 j -
6l | .

an

100

Temperature (°C)

Step 2
Anneal Primer

0n .
One "Cycle"

a0 L 1 N 1 L 1 L 1 L 1 L 1 N 1 M
0 2 4 B ] 10 12 14 16

hinutes

Obrézek 9 Teplotni a Casovy profil PCR (www.ufrgs.br/depbiot/blaber/section5/section5.htm)
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2.7.4 Vyznam reakcnich komponent

Reakce je provadéna v plastikovych tenkosténnych zkumavkéach o objemu 200 pl typu
»Eppendorf* s certifikatem zaruCujicim nepfitomnost DNaz a RNaz. Objem smeési se voli
obvykle 20 az 50 pl z diivodu rychlé zmény teploty, coZ omezuje vznik nespecifickych reakci.

Reak¢ni smés se pfipravuje v podobé tzv. ,MasterMixu®, tedy smichanim celkového
objemu vSech komponent, mimo DNA, v jedné zkumavce pro vSechny vzorky a kontroly
a naslednym rozpipetovanim po alikvotnich podilech. Timto postupem se omezi chyby
v pipetovani a prace s objemy v fadech desetin mikrolitrd.

Zéakladnimi komponenty PCR smési jsou: termostabilni Tag polymeraza, hofeCnaté ionty
v podobé MgCl,, deoxynukleotidtrifosfaty (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), dvojice primerd
a reakeni pufr (Pavlik, 1999).

Termostabilni DNA polymeréza je enzym, ktery katalyzuje reakci. Dnes se pouziva
vyhradné Taq polymeraza. To pfinasi mnoho vyhod oproti dfive pouzivanému Klenowovu
fragmentu DNA polymeréazy 1 z E. coli, ktery byl ni¢en pFi kazdém denaturaCnim kroku. Tato
skute€nost branila v automatizaci metody a zvySovala riziko kontaminace. Tagq polymeraza
je enzym plivodem z termofilni bakterie Thermus aquaticus, ktery si zachovava svoji aktivitu
i pfi teplotach, presahujch 90 °C. Enzym je dodavan komeréné a vyrabi se pomoci
rekombinantnich biotechnologii.

Pro spolehlivou funkci Taq polymerazy je dllezita koncentrace horecnatych iontd, které
maji funkci koenzymu. Jejich nedostatek nebo prebytek plsobi inhibici reakce (Krémar
a Brichacek, 1993).

Nové vlakno DNA je syntetizovano z deoxynukleotidtrifosfatd pritomnych ve smési.
Syntéza probiha smérem 5™ - 3". Nukleotidy jsou spojovany fosfodiesterovou vazbou v poradi
dle komplementarity s templatem.

Primery jsou kratké syntetické oligonukleotidy. Obsahuji zpravidla 15 az 25 nukleotid(,
komplementarné sefazenych dle analyzované sekvence na templatu DNA. Primer naseda
na 5" konec templatu a od 3" konce primeru zacina syntéza nového vlakna (Pavlik, 1999).

Vhodné reak¢ni prostredi zajistuje reakCni pufr. Pufr obsahuje detergenty a aditiva
usnadiujici denaturaci a zvysujici stabilitu komplexu templétu a primeru. Omezuje také vznik
sekundarnich struktur (Pavlik, 1999).
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2.7.5 Metody separace a detekce

Zakladni technikou déleni a Cisténi produktl PCR (amplikon(l) je gelova elektroforéza.
Amplikony se separuji podle své relativni molekulové hmotnosti a velikosti naboje. Molekuly
DNA maji povahu polyaniontll pfi pH blizkému 7. V elektrickém poli migruji od katody
k anodé. Fragmenty o stejné velikosti maji stejnou elektroforetickou mobilitu a v gelu
se pohybuji spolecné. Amplikony o mensi velikosti pronikaji péry v gelu snaze a rychleji.
Jako separaCni médium se pouZiva agarézovy nebo polyakrylamidovy gel (Krémar
a Brichacek, 1993).

Do agardzového gelu, ktery se pfipravuje rozvarenim agar6zy v TBE pufru, se pred
ztuhnutim pfidava ethidium bromid. Toto mutagenni fluorescenéni barvivo se interkaluje
mezi nukleotidy. Komplex barviva a DNA vykazuje intenzivni oranZzové Cervenou
fluorescenci pfi excitacnich vinovych délkach 260 az 300 nm. Po elektroforéze se gely
prohliZeji a fotograficky dokumentuji na UV transiluminatoru.
pfed vlastni elektroforézou s vkladacim pufrem. Ten obsahuje 2 barviva, ktera vymezuji
oblast pohybu nejrychlejsich a nejpomalejsich fragmentd.

RozliSovaci schopnost agar6zového gelu je desitky parl bazi (bp). Koncentrace agarézy,
atedy i rozliSovaci schopnost gelu, je volena podle velikosti separovanych amplikon(.
NejCastéji se pouZivaji koncentrace 0,8 az 3 % agarozy.

Druhym nejCastéji pouzivanym elektroforetickym médiem je polyakrylamidovy gel.
Pfipravuje se polymeracni reakci akrylamidu a bisakrylamidu. V tomto gelu lze separovat
produkty, které se liSi pouze 0 1 aZz 2 bp.

Jinou moznosti, kterd také vyuziva gelové separace amplikon a jejich nasledného
pfeneseni na membranu, je tzv. Southern blotting. Amplikony jsou z gelu preneseny
na nitrocelul6zovou membranu pomoci difize, vakua nebo elektrického pole. Se zafixovanou
DNA na membréané lze poté provadét hybridizace se znaenymi sondami. Znaceni mize byt
provedeno metodami enzymatickymi nebo pfimou chemickou vazbou. V obou pfipadech
se pak pouZiva znageni radioaktivni (izotopy *2P, *S, *H, *!1) a neizotopové (fluorescenéné,
nebo protilatkou znacenou enzymem). Vysledkem je barevna zména, vznik fluorescence,
nebo autoradiograficky zaznam membrany.

Alternativni metodou separace i detekce amplikonl je kapilarni elektroforéza.

Tato metoda je rychla a vyZaduje minimalni mnozstvi vzorku (Priisa, 1997).
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2.7.6 Modifikace metody PCR a jejich vyuziti

Nested - PCR je PCR vyuZzivajici vnitfnich a vnéjsich primer(. V porovnani s klasickou
PCR je vysoce citliva. Amplifikace se provadi ve dvou krocich. V prvnim kroku vznika po 15
az 30 cyklech produkt vymezeny parem tzv. vngjsich primer(. Tento produkt je pfeveden
do druhé zkumavky pro amplifikaéni krok stzv. vnitfnim parem primer(i specifickych
pro vnitini sekvenci. Po provedeni dalSich 15 az 30 cykli je produkt elektroforeticky

analyzovan.

Single-tube nested PCR je obdoba nested — PCR provedena v jedné zkumavce. Reaké¢ni
smés pro druhy amplifikacni krok je oddélena pfepazkou z mineralniho oleje a pred druhym
krokem se obsahy smisi mikrocentrifugaci. Alternativou je pouziti dvou par( primerd

s rliznou teplotou annealingu.

Obé tyto metody lze aplikovat pfi rodové a druhove identifikaci bakterialnich i fungalnich
patogend (Prdsa, 1997; Pavlik, 1999).

Multiplex PCR, neboli mnohonasobna PCR. V reakéni smési je obsazeno nékolik pard
primer, které rozpoznavaji a vymezuji vice cilovych sekvenci, coz umoziuje detekci
nékolika genl soucasné. Pro mnohonasobnou amplifikaci je nutno optimalizovat podminky
krok za krokem. Vyhodou této modifikace jsou niz8i cenové naklady nez pfi samostatnych
amplifikacich. Pouziva se pro vyhledavani mutaci na dlouhych Usecich DNA a k testovani

vzajemné nesouvisejicich oblasti DNA metodou vnitini pozitivni kontroly (Pr(isa, 1997).

Real-time PCR je metoda kvantitativni, kterou se stanovuje pocet vychozich molekul
DNA (cDNA) ve vzorku. Pfi real-time PCR se méfi intenzita fluorescence po kazdém cyklu
PCR. V reaktni smési jsou kromé standardnich sloZek obsaZeny fluorescentné znaCené
sondy, které po vazbé na amplikon emituji zafeni. Real-time PCR se vyuziva ke kvantifikaci
genové exprese, genotypizaci, detekci a kvantifikaci mikroorganizmd (Generi Biotech s.r.o.,
2009).

RT - PCR je metoda uréena k amplifikaci RNA. RNA nemliZe byt pouZita jako templat
pro PCR, a proto musi byt pfevedena pomoci reverzni transkriptazy (RT) do cDNA. Reverzni
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transkriptaza je ziskavana ze zvitecich retrovird napf. M-MuLV nebo AMV. Vznikla cDNA
je nasledné pouZzita jako vychozi templat pro PCR se dvéma primery standardnim postupem.
Nevyhodou je mal& tepelnd stabilita reverzni transkriptdzy. Vyhodou je mozZznost samostatné
optimalizace reverzni transkripce a PCR a také syntéza delSich produktd.

Dnedni technika RT - PCR vyuZivd termostabilni Tth DNA-polymerazu, kterd ma
za pfitomnosti  manganatych iontl RNA-dependentni DNA-polymerazovou aktivitu
pri teploté 72 °C. Reverzni transkripci Ize zahéjit tfemi zpdsoby: a) oligo(dT) primerem, ktery
rozeznava poly(A) konec mRNA, b) nahodnymi hexamery v pfipadé Ze mRNA neni
polyadenylovana, c) dvojici specifickych primerl vymezujicich rlzné velké produkty
na templatu mRNA a genomové DNA, kterd vzorky mRNA ¢asto kontaminuje. RT - PCR
se pouziva pfi studiu genové exprese a k diagnostice virové RNA (Prii$a, 1997; Pavlik, 1999).

PCR - RFLP (syn. PCR - REA) (polymorfizmus délky restrikénich fragment
u produktd PCR) je modifikace pouZivana pro typizaci cilové sekvence genu obsahujici
sekvencni polymorfizmus. Zvolena sekvence je po amplifikaci podrobena G¢inku restrikéni
endonukledzy, a poté elektroforeticky analyzovana. PFitomnost sekvenéniho polymorfizmu

zamezuje restrikénimu $tépeni. VVzorky jsou typizovany dle svych RFLP vzor( (Prisa, 1997).

2.7.7 Publikované metody molekularné biologické detekce Malassezia sp.

Sugita a kol. (2001) pouzil pro identifikaci sedmi druh(l Malassezia sp. metodu nested -
PCR. Ve své studii o analyze druhd Malassezia sp. u pacientli s atopickou dermatitidou
a u zdravych lidi pouzil dvojici vnéjsich, rodové specifickych primer( odvozenych z oblasti
ITS, kterd se nachdzi mezi geny kddujicimi ribozomalni RNA. V druhém cyklu PCR pouZil
dvojice druhové specifickych primer(. Identifikaci provedl dle rdznych délek jednotlivych

amplikond.

Cantheros a kol. (2007) ve své studii provedla porovnani mezi fenotypickou
a genotypickou analyzou v identifikaci osmi druhl rodu Malassezia. Ke genotypizaci pouzila
metodu PCR - RFLP. Provedla klasickou PCR s rodové specifickymi primery vymezujicimi
sekvenci genu velké podjednotky ribozomalni RNA. Sekvence primer( jsou
5-GCGGAGGAAAAGAAACT-3 a 5-GCGCGAAGGTGTCCGAAG-3'. Vznikly amplikon

o velikosti pfiblizné 600 bp byl nasledné podroben restrikénimu $tépeni pomoci enzymd
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Baml, Haell a Mspl. Po elektroforetické separaci byly jednotlivé druhy identifikovany dle

svych restrikénich profil(.

Gupta a kol. (2000) proved! rozliseni sedmi druhll rodu Malassezia amplifikaci oblasti
genu velké podjednotky ribozomalni RNA, oblasti ITS, B-tubulinového genu a genu
kodujiciho lipazu v kombinaci s RFLP.

V dal$i publikaci (2004) tento autor popisuje identifikaci a typizaci jednotlivych druht
rodu Malassezia metodou polymorfizmu délky amplifikovanych fragmentd (AFLP),
sekvencni analyzou oblasti ITS a sekvencni analyzou oblasti genu, kodujici D1 a D2 hlavni

velké podjednotky ribozomalni DNA.

Tajima a kol. (2008) uvadi ve své studii detekci zastupcl rodu Malassezia pomoci
nested - PCR srodové specifickymi primery popsanymi Sugitou a kol. (2001) a druhové
specifickymi primery navrzenymi dle sekvence ITS I a IGS | v oblasti genu kddujiciho rRNA.
Metodou real-time PCR s hydrolyzacnimi sondami typu TagMan provedl kvantitativni
stanoveni u druhl M. globoza a M. restricta izolovanych z pacientdl se seboroickou

dermatitidou.

Cabaries a kol. (2007) pouzil pro diferenciaci a ovéreni novych druhli M. caprae
a M. equina sekvencni analyzu genu pro D1 a D2 26S rRNA a genu pro ITS-5,8S rRNA, genu
kodujiciho podjednotku RNA polymerazy 1, genu pro chitin synthetazu a metodu

polymorfizmu délky amplifikovanych fragmentl AFLP.
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3 Experimentalni Cast
3.1 Pristroje a pomUlcky

Thermocykler, RoboCycler Gradient 69, Stratagene, USA

Spektrofotometr, UV 1101, WPA, Velka Britanie

Centrifuga HERMLE Z300K, Labortechnik, Némecko

Chladni¢ka s mrazni¢kou, Electrolux ERB 34003 W8 Intuition, Svédsko
Laminarni box Jouan HOTTE MSG.9 STANDARD, Francie

Suché teplo, Block Heaters SBH 200D, Stuart, Balworld scientific, Velka Britanie
Mikrovinna trouba, Kor - 8167, Daewoo, Korea

Elektromagnetické michadlo, MagMix, Denley, USA

Digitalni vaha, PK-601, Denver instrument, USA

Elektroforetickd vana, B1A, OWL Separation Systems Inc., USA

Zdroj napéti pro elektroforézu, OSP-300, OWL Separation Systems Inc., USA
UV transiluminator s CCD kamerou, Vilber-Lourmat, Francie

Osobni potitac se softwarem Bio-Capt, Schoeller Pharma Praha, s.r.o., CR
Automatické mikropipety Finnpipette, Labsystems, Finsko

Parafilm, Structure Probe, Inc., USA

Zkumavky typu Eppendorf

Laboratorni sklo a pomdcky

3.2 Pouzité chemikalie

Transportni média

Ameisovo transportni médium - komercné dodavand souprava pro odbér vzorku vatovym
tamponem (Dispolab, s.r.o0., CR).

Stuartovo transportni médium - postup_pripravy: Médium bylo pfipraveno z komercné
dodavané smési Stuart transport Medium (Oxoid, Velka Britanie;
¢.5. 14050835).
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Kultivaéni média

Sabouraudlv dextrézovy agar — postup pfipravy: médium bylo pfipraveno z komer¢né
dodavané smeési Sabouraud dextrose Agar (HiMedia Laboratories
Pvt. Ltd., Indie; €.5. YL226) dle prilozeného navodu.

»,Malassezia* agar — postup pfipravy: ve 100 ml destilované vody byl rozpustén 1 g peptonu
(HIMEDIA Laboratories Pvt. Ltd., Indie; ¢.8. 96018), 4 g glukozy,
0,01 g kvasnicného extraktu, 0,2 ml glycerolu, 0,2 ml Tweenu 80
(HIMEDIA Laboratories Pvt. Ltd., Indie; ¢.5. 5-1113), 50 mg
kyseliny stearové (olivovy olej), 2 g agaru (HIMEDIA Laboratories
Pvt. Ltd., Indie; ¢.8. 3-0003). Pdda byla sterilizovana v autoklavu
pri 121 °C, 15 min.

SloZeni média doporucila Ing. Elena Slavikova, CSc. ze Zbierky

kultar kvasiniek (CCY) v Bratislavé (Slovenska republika).

Izolace DNA

Fenol-chloroformova extrakce:

Tris, Sigma-Aldrich, Inc., USA

HCI, Penta, CR

EDTA, Sigma-Aldrich, Inc., USA

sodium dodecyl sulfat (SDS), Carl Roth GnbH & Co., Némecko

Smés fenol-chloroform-izoamylalkohol (25:24:1), AppliChem GmbH, Némecko

Chloroform, Penta, CR

izoamylalkohol, Penta, CR
NaCl, Penta, CR
95% ethanol, Penta, CR

Izolace na kolonkach Qiagen:

DNeasy Blood & Tissue Kit, Qiagen, Némecko

PCR smés

Voda, Aqua pro injectione medicamenta, Medicamenta Vysoké Myto a.s., CR

10x PCR pufr (10 mM Tris - HCI, 50 mM KCI, pH 8,3), TAKARA Bio Inc., Japonsko
Smés dNTP (2,5 mM dATP, dTTP, dCTP, dGTP), TAKARA Bio Inc., Japonsko
MgCl, (25 mM), TAKARA Bio Inc., Japonsko
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Primer m-I (*323A5); 39,59 nmol, Generi-Biotech, s.r.o., CR
Primer m-I1 (*323A6); 39,55 nmol, Generi-Biotech, s.r.0., CR
Rekombinantni Tag DNA polymeréza (5 U/ul), TAKARA Bio Inc., Japonsko

Elektroforeticka separace

Destilovana voda
Agaréza, Agarose SERVA fur DNA Elektrophorese, Serva, Némecko
PCR ethidium bromid TB (10 mg/ml), Top-Bio s.r.o., CR
PCR vkladaci pufr'®, Top-Bio s.r.o., CR
Markery molekulovych hmotnosti:
DNA Marker 200-1500, Top-Bio s.r.o., CR
Coloured DNA marker 155-970, Top-Bio s.r.0., CR
pUC19DNA/Mspl (Hpoll) Marker, 23, Fermentas, Kanada

- 1500 - 970
- 1200 780
- 1000 595
- 800 _Ead
- 600 - 447
= ﬁﬂﬂ ' 31]5-
- 400 - 239
- 300 - 194
- 155
- 200
Marker 200-1500 Coloured DNA marker 155-970 pUC19DNA/Mspl

Obrazek 10 PouZité markery molekulovych hmotnosti
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3.3 Pracovni postupy

3.3.1 Odbér vzorkd

Vzorky byly shromaZdovany od roku 2004 vréamci FeSeni diplomovych praci
zabyvajicich se mikrobialnimi nalezy u pst a kocek s otitis externa. Odbéry vzork( byly
provedeny vytérem zevniho zvukovodu psd a kodek s klinickymi pfiznaky otitis externa
sterilnim tamponem.

Odbér materidlu byl provadén na Veterinarni klinice MVDr. V. Tluchofe, Veterinarni
klinice MVDr. J. Beranka, Veterinarni klinice MVDr. J. Zabky v Pardubicich a €ast vzork{
byla odebrana samostatné od psd znamych chovateld.

Vétsina vzorkl byla kultivovana do 2 hodin po odbéru. Pro potiebu del$iho uchovani
(maximalné 24 hodin) bylo pouZito Stuartovo nebo Ameisovo transportni médium (Kucerova,
2009; Vancatova, 2007; Rejfkova, 2006; Kupcova, 2005).

3.3.2 Zpracovani vzork

Vytéry byly ockovany na krevni agar, Sabouraudlv dextrézovy agar a Endiv agar.
Pfi izolacich provadénych v roce 2008/09 byla pouZzita média: krevni agar, ,,Malassezia“ agar,
MacConkeyeho a Slanetz-Bartleyho agar. Po inokulaci 1/3 Zivného média bylo inokulum
rozockovano bakteriologickou klickou na zbyvajici plochu média.

Po 24 hodinach inkubace pfi 37 °C bylo provedeno prvni hodnoceni narlistu kolonii.
V inkubaci bylo pokrafovano dalSich 24 hodin pfi 37 °C, pfipadné i déle. Pro tuto praci byly
vybrany kmeny narostlé na Sabouraudové dextr6zovém agaru a na ,,Malassezia“ agaru,
které byly inkubovany 2 az 5 dn pfi 37 °C.

U narostlych kolonii byl hodnocen tvar, velikost, barva a zapach. Podezfelé kolonie
byly podrobeny subkultivaci do ziskani Cistych kultur.

VétsSina kmenl byla identifikovana na zakladé morfologickych a biochemickych
vlastnosti (produkce katalazy, ureazy, utilizace Tweenu 20, 40, 60 a 80) do druhu Malassezia
pachydermatis. U izolovanych kmeni byla stanovena citlivost na antimykotika (Kucerova,
2009; Vancatovd, 2007; Rejfkova, 2006; Kupcova, 2005).
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VSechny takto izolované a identifikované kmeny byly shromazdovany. Kolonie Cisté

kultury kvasinky byly suspendovany v 1 ml sterilniho fyziologického roztoku a zamraZzeny

pro naslednou identifikaci metodou PCR.

3.3.3 lzolace DNA z referencniho kmene na kolonce Qiagen

Referencni kmen M. pachydermatis CCY 85-1-5 byl ziskan ze Zbierky kultur

kvasiniek (CCY) v Bratislavé (Slovenska republika).

1.

2
3
4.
5

10.

11.

12.
13.
14.
15.
16.

17.

Ke 250 pl lyzovaciho pufru bylo pfidano nékolik kolonii referenéniho kmene.

. Suspenze byla vortexovana pro Uplnou homogenizaci.

Inkubace 15 min. pfi 100 °C.
Centrifugace byla provedena pfi 8000 rpm po dobu 5 min.

. Do nové ependorfky bylo napipetovano 20 ul proteinazy K, pridano 200 pl

sedimentovaneho vzorku a 200 pl pufru AL.

Vortexovani 15 s.

Inkubace pfi 56 °C po dobu 10 min.

Byla provedena kratka centrifugace pro odstranéni kapicky ze spodni strany vicka
zkumavky.

Bylo pridano 200 pl ethanolu (96 az 100%) a smés byla vortexovana.

Opét byla provedena kratka centrifugace, kterou byly odstranény kapicky ze spodni
strany vicka.

Cely objem smeési byl prenesen na kolonku ktera byla centrifugovana pfi 8000 rpm
1 min.

Kolonka byla prenesena do nové ependorfky a plivodni byla vyhozena.

Bylo pridano 500 pl pufru AW1 a provedena centrifugace pri 8000 rpm 1 min.
Bylo pridano 500 pl pufru AW2 a provedena centrifugace pri 14000 rpm 3min.
Kolonka byla prenesena do nové ependorfky a pdvodni byla vyhozena.

Bylo pfidano 200 pl pufru AE, inkubovano 1 aZz 5 min. pfi laboratorni teploté, a poté
byla provedena centrifugace pti 8000 rpm 1 min.

Pro dlouhodobé uchovani byla DNA skladovéna pfi -20 °C.
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3.3.4 lzolace DNA vzorkul fenol — chloroformovou extrakci

10.
11.
12.

13.

Ke 250 pl vzorku suspenze kvasinek bylo pridano 250 pl lyzovaciho pufru.

Inkubace 15 min. pfi 100 °C.

K tomuto hrubému lyzétu bylo pfidano 500 ul smési fenol-chloroform-izoamylalkohol
(25:24:1).

Trepéani bylo provadéno 10 min., nasledna centrifugace 5 min. pfi 6000 ot./min., a poté
2 min. pfi 12000 ot./min.

Vrchni faze byla odsata do novych mikrozkumavek a bylo pfidano 500 pl smési
chloroform-izoamylalkohol (24:1).

Trepani bylo provadéno 10 min. Nasledné centrifugace byla provadéna 10 min.

pri 6000 ot./min.

Body 5 a 6 byly opakovany.

Vrchni faze byla odsata do novych mikrozkumavek, pfidano 50 pl 4 M NaCl a srézeni
bylo provedeno 500 pl 95% ethanolu.

Obsah zkumavky byl promichan a centrifugovan pfi 14 000 ot./min. 15 min.

Po odséti 95% ethanolu byla vysrazena DNA proplachnuta 100 pl 70% ethanolu.
Centrifugacel5 min. pfi 14 000 ot./min.

Po odsati 70% ethanolu byl jeho zbytek ponechan volné odpafit v suché 1azni

pri 50 °C.

DNA byla rozpusténa v 50 pl TE pufru a uloZzena 1 az 2 dny pro rozpousténi v lednici.

Vyizolovana DNA byla uskladnéna pfi -20 °C.

PFiprava lyzovaciho pufru

1) Zasobni roztok 1 M Tris-HCI (pH 8.0) — 1000 ml

Tris base 1211 g

destilovana voda 800 ml

Slozky byly smichany, koncentrovana HCI byla pfidana podle poZadovaného pH 8,0

(42 ml). Roztok se necha vychladnout na laboratorni teplotu a provede se kone¢na uprava pH.
Po doplnéni do 1000 ml destilovanou vodou se roztok sterilizuje autoklavovanim.

2) Zasobni roztok 0,5 M EDTA (pH 8,0) — 1000 ml

EDTA 186,19
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Destilovana voda 800 ml
Slozky byly smichany a na magnetické michacce byl roztok intenzivné michan. Béhem
michani bylo upraveno pH na 8,0 pomoci NaOH (asi 20 g). EDTA se rozpousti az pfi pH

blizkém 8,0. Po doplnéni destilovanou vodou na 1000 ml byl roztok autoklavovan.

3) Zéasobni roztok 10% SDS — 100 ml
SDS 10 g

Navazené mnozstvi SDS bylo rozpusténo v 80 ml destilované vody a zahfato na 66 °C

za obCasného michani. Po rozpusténi bylo pH upraveno na 7,2 pomoci nékolika kapek
koncentrované HCI. Objem se doplni destilovanou vodou na 100 ml. Roztok neni tfeba

sterilizovat.

4) Priprava lyzovaciho pufru — 100 ml

1 M Tris-HCI 10 mi
0,5 M EDTA 6 mi
10% SDS 5mi

Roztok byl dopInén do 100 ml destilovanou vodou.

Priprava 10x TE pufru - 100 ml

1 M Tris-HCI (pH 7,4) 10 ml
0,5 M EDTA (pH 8,0) 20 ml
destilovana voda 70 ml

3.3.5 Elektroforéza amplikon(

Priprava 10x TBE pufru (zasobni roztok) 1000 ml

Tris base 108 g
kyselina borita 55¢

0,5 M EDTA (pH 8,0) 40 ml
Destilovana voda do 1000 ml

Slozky byly smichany a roztok byl intenzivné michan na magnetické michacce.

Po rozpusténi vSech slozek byl roztok doplnén do 1000 ml destilovanou vodou.
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Priprava 1x TBE pufru (pracovni roztok) 1000 ml

1 dil zasobniho roztoku 10x TBE byl smichan s 9 dily destilované vody.

Priprava 2% agarézového gelu

1.

Na predvazkéach bylo navaZzeno 1,2 g agar6zy a vsypano do bariky s 60 ml 1x TBE pufru
a 5 ml destilované vody.

Za obcCasneho promichani byl gel varfen v mikrovinné troubé (stupen 2) dokud se vSechna
agardza nerozvafila.

Banka byla zchlazena studenou vodou na priblizné 50 °C, byly pfidany 4 pl ethidium
bromidu a obsah promichan.

Gel byl nalit do formy s pfedem vloZzenym hiebinkem.

Po ztuhnuti gelu byl hfebinek opatrné vytaZzen a gel i s formou umistén do elektroforetické
vany.

Gel byl pfevrstven 1x TBE pufrem, tak aby hladina pufru sahala asi 3 mm nad gel.

Aplikace vzorkd

1.

2
3
4.
5

. Zdroj byl nastaven na napéti 70 V, €as 45 minut a spustén.

Na parafilmu bylo pomoci pipety smich&no 3 pl vkladaciho pufru a 10 pl produktu PCR.

. Promichany vzorek byl vnesen do jamky v gelu pfevrstveneho 1x TBE pufrem.

Do posledni volné jamky bylo vneseno 7 pl markeru molekulovych hmotnosti.

Uzaviena elektroforeticka vana byla pfipojena ke zdroji stejnosmérného napéti.

3.3.6 Detekce amplikonl a dokumentace gelu

Po ukonceni elektroforézy byla vana odpojena od zdroje a forma s gelem vyjmuta.

Gel byl osuSen papirovou utérkou a vlozZzen na UV transiluminatoru.

Pomoci CCD kamery napojené na osobni pocita¢ byla pozorovana fluorescence produktt
PCR vagelu, a také provedena i fotograficka dokumentace s vloZzenim popisku

k jednotlivym elektroforetickym draham.
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3.4 Metodika PCR stanoveni

PFi detekci druhu Malessezia pachydermatis pomoci PCR bylo vyuzito publikace Sugita
a kol.(2001). Pro PCR byly pouZity primery m-lI a m-1l syntetizované, dle sekvence prevzaté
z vySe zminéné publikace, firmou Generi Biotech, s.r.o. v Hradci Kralove.

Primery jsou druhové specifické a jsou navrzené z oblasti genu kddujici rRNA (Makimura
a kol., 2000).

Délka amplikonu je 220 bp (Sugita a kol., 2001).

Tabulka 3 Sekvence primerl m-1 a m-1I

Primer Sekvence primeru
m-1 | 5-CTG CCA TAC GGA TGC GCA AG-3
m-11 5-TTCGCTGCGTTC TTC ATC GA-3

Teplotni profil z publikace Sugita a kol., 2001:

uvodni denaturace 94 °C/ 3 minuty
denaturace 94 °C/ 30 sekund
annealing 62 °C/ 1 minutu } 30 cykld
extenze 72 °C/ 40 sekund

zavérecna extenze 72 °C/ 10 minut

Tabulka 4 Slozeni reakéni smési

Reagencie Koncentrace v 25 pl | Objem (ul)

Voda - 15,75
10x PCR pufr 1x 2,5
Smés dNTP (2,5 mM kazdého) 0,2 mM kazdého 2
MgCl; (25 mM) 2mM 2
Primer m-1 (50 pmol/ul) 0,5 pmol/pl 0,25
Primer m-11 (50 pmol/pl) 0,5 pmol/pl 0,25
Taq polymeraza (5 U/ul) 0,005 U/pl 0,25
DNA - 2

> 25 ul
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3.5 Optimalizace podminek PCR

3.5.1 Testovani optimalni teploty annealingu

Pro zajisténi citlivosti a specifity reakce je nutno optimalizovat podminky, za kterych
bude PCR probihat. Jednim ze zakladnich a kliGovych poZadavk( PCR, jakoZto metody
vyuZivajici mimo jiné i mechanizmu hybridizace nukleovych kyselin, je optimalizace
2. teplotniho kroku — annealingu. PFi tomto kroku dochazi k ochlazeni reak¢ni smési o nékolik
stupnili, coZ zpUsobi hybridizaci primerd k denaturovanému templatu dsDNA dle pravidla
komplementarity bazi.

Teplotni rozmezi je voleno na zakladé teploty tani primer(.

Pro pary primert m-1 a m-I1 bylo zvoleno teplotni rozmezi 56 az 66 °C. Test byl proveden pfi
teplotach: 56, 58, 60, 62, 64, 66 °C.

Testovany teplotni profil:

Uvodni denaturace 94 °C/ 3 minuty
Denaturace  94°C/ 30 sekund

Teplotni gradient annealingu: 56 — 66 °C/ 1 minuta 30 cykild
Extenze 72 °C/ 50 sekund

Zavérecnd extenze 72 °C/ 10 minut

Po elektroforetické separaci a vizualizaci pod UV zafenim byla hodnocena intenzita
fluorescence produktll reakce v jednotlivych drahdch elektroforézy. Nejintenzivnéjsi
fluorescence byla pozorovana u produktu, ktery byl ziskan za optimalni teploty annealingu.

Takto stanovena teplota hybridizace primerli (annealingu) byla pouzita pfi vsech PCR

stanovenich.
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3.6 Parametry metody PCR

3.6.1 Qvéreni specifity primer(

Z ddvodu relativné pestrého zastoupeni druhd normalni i patologické bakterialni
mikrofléry v zevnim zvukovodu psli je nutno ovéfit specifitu reakce, kterd je zaloZena
na pravidlech komplementarity purinovych a pyrimidinovych bazi sekvence templatové DNA
a primeru.

Cilem ovéreni specifity primerl je zjisténi, zda navrzena sekvence paru primer( specificky
hybridizuje s cilovou oblasti DNA mikroorganizmu, pro ktery byly primery navrzeny, tj. pro
M. pachydermatis.

Pro srovnani byly pouzity vzorky DNA mikroorganizmd, které byvaji Casto izolovany
spoletné s M. pachydermatis, jmenovité: Malassezia furfur, Streptococcus canis,
Streptococcus dysgalactiae ssp. equisimillis. Amplifikace, separace a detekce produktl reakce

byla provedena standardnim zplsobem.

3.6.2 Stanoveni detekéniho limitu reakce

K orientanimu zjisténi nejmensiho mnozstvi templatové DNA vkladané do reakce slouzi
metoda stanoveni detek¢niho limitu reakce.

Pro stanoveni detek¢niho limitu byla pouzita DNA izolovana pomoci fenol-chloroformové
extrakce ze vzorku €. 460, u kterého bylo metodou PCR potvrzeno, Ze se jedna o druh
Malassezia pachydermatis .

Pro zjisténi koncentrace DNA bylo pouZito méfeni absorbance (A) pfi vinové délce
A =260 nm. Vypocet koncentrace byl proveden dle obecného vztahu pro spektrofotometrii
dsDNA: pokud je Ay = 1, pak koncentrace dsDNA je rovna 50 pg/ml. Pfed méfenim
byl vzorek 20x zfedén, aby bylo zamezeno pouZiti pFilis vysoké koncentrace DNA, pro kterou
prestava platit Lambert-Beer(iv zakon (Krémar a Brichacek, 1993).

Pro prakticky vypocet bylo pouzito vztahu:

CDNA :Azao 50 - f

kde Ao je absorbance mérené DNA pfi A = 260 nm, 50 je koncentrace DNA v pg/ml, kterd
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i =
VDNA

odpovida hodnoté absorbace Az = 1, f je faktor zfedéni [f VH20+VDNA]. Tento vztah lze

pouZzit za pfedpokladu, Ze opticka draha kyvety je 1 cm.

Takto zméfeny vzorek byl pouZit pro pfipravu desitkové Fedici fady a koncentrace

v jednotlivych zkumavkach byla dopocitana.

Redénim byla tedy ziskana Fada 8 vzork( DNA o sestupné koncentraci, které byly pouzity
jako vychozi templat do PCR reakce. Amplifikace byla provedena vySe zminénym
standardnim postupem. Po elektroforetické separaci produktd reakce byla na gelu hodnocena
intenzita pruhu tvoreného amplikony. Koncentrace DNA ve vzorku, kterd jeSté poskytne

pozitivni vysledek, byla hodnocena jako limitni detek¢ni koncentrace.

-48 -



Vysledky
4 Vysledky
4.1 Testovani optimalni teploty annealingu

Byl proveden test optimalni teploty annealingu primerd m-1 a m-Il. Jako templat byla
pouZita DNA referencniho kmene Malassezia pachydermatis CCY 85-1-5. Teplota
annealingu byla testovana v rozmezi 56 - 66 °C. Test byl proveden pfi teplotach: 56, 58, 60,
62, 64, 66 °C.

Velikost amplikonu je 220 bp.
Optimalni teplota annealingu byla urCena dle intenzity fluorescence amplikonu, ktera

zhruba odpovida mnozstvi amplikonu, a tedy i vytéZnosti reakce.

Obrazek 11 Test optimalni teploty annealingu

Legenda:

draha €. 1 — teplota 56 °C, pozitivni amplikon 220 bp

draha €. 2 — teplota 58 °C, pozitivni amplikon 220 bp

draha €. 3 — teplota 60 °C, pozitivni amplikon 220 bp

draha €. 4 — teplota 62 °C, pozitivni amplikon 220 bp

draha €. 5 — teplota 64 °C, pozitivni amplikon 220 bp

dréha €. 6 — teplota 66 °C, pozitivni amplikon 220 bp

NK — negativni kontrola

M — marker molekulovych hmotnosti: Coloured DNA marker 155- 970
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Vysledky

NejintenzivnéjSi fluorescence byla subjektivné vyhodnocena u amplikonu v draze €. 3.

Pro dalSi PCR stanoveni byla zvolena teplota annealingu 60 °C.

4.2 Stanoveni detekéniho limitu reakce

Pro stanoveni detekéniho limitu byla pouzita DNA ze vzorku €. 460, u kterého bylo

metodou PCR potvrzeno, Ze se jedna o druh Malassezia pachydermatis.

Pro méfeni koncentrace byl vzorek DNA nafedén 20x vodou (Aqua pro injectione
medicamenta). Jako blank byla pouZita voda (Aqua pro injectione medicamenta). Na UV
spektrofotometru byla zméfena absorbance nafedéného vzorku oproti blanku pfi vinové delce
260 nm.

Tabulka 5 Hodnota absorbance, koncentrace vzorku

Vzorek €. | Ao | Cona (Mg/ml)
460 0,186 186

Z takto zméreného vzorku byla vytvorena koncentracni fada pomoci desitkového fedéni.
Do reakce byly pouzity 2 ul templatové DNA, takZe vysledna detekovatelna hmotnost DNA
byla dvojnasobna. Amplifikace, separace a detekce byla provedena standardnim zplsobem.
Délka amplikonu je 220 bp. Vysledek stanoveni byl odecten z fotografie gelu.

e D OE e e e e

Obrézek 12 Stanoveni detekéniho limitu
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Vysledky

Legenda:
M — marker molekulovych hmotnosti: pUC19DNA/Mspl

draha €. 1 — pozitivni amplikon 220 bp
draha €. 2 — pozitivni amplikon 220 bp
draha €. 3 — pozitivni amplikon 220 bp
draha €. 4 — negativni
draha €. 5 — negativni
draha €. 6 — negativni

NK - negativni kontrola

Tabulka 6 Stanoveni detekéniho limitu

Draha €. | Cpna Vvz.C. 460 | MnoZstvi DNA | Amplikon
1 186 ng/pl 372 ng +
2 18,6 ng/ul 37,2ng +
3 1,86 ng/ul 3,72 ng +
4 186 pg/ul 372 pg -
5 18,6 pg/pl 37,2 pg -
6 1,86 pg/ul 3,72 pg -
7 186 fg/pl 372 1g -
8 18,6 fg/ul 37,2 fg -

Hodnota detek&niho limitu byla stanovena na 3,72 ng DNA druhu Malassezia pachydermatis.

4.3 Stanoveni specifity primer(

U dvojice primerd m-1 a m-11 byla ovéfena specifita hybridizace s templatovou DNA druhu
Malassezia pachydermatis a vznik produktu PCR o delce 220 bp.

K porovnani specifity byla testovana hybridizace primeri se vzorky DNA
mikroorganizm(, které se casto komenzalné vyskytuji s M. pachydermatis v zevnim
zvukovodu zdravych i nemocnych zvirat.

Byla pouzita DNA mikroorganizmd: Malassezia furfur

Streptococcus canis
Streptococcus dysgalactiae ssp. equisimillis.
Amplifikace, separace a detekce produktd reakce byla provedena standardnim

zplsobem.
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Vysledky

Obrazek 13 Stanoveni specifity primerd

Legenda:
M — marker molekulovych hmotnosti: pUC19DNA/Mspl

draha €. 1 — Malassezia pachydermatis, pozitivni amplikon 220 bp
draha €. 2 — Malassezia furfur, negativni

draha €. 3 — Streptococcus canis, negativni

draha €. 4 — Streptococcus dysgalactiae ssp. equisimillis, negativni

NK - negativni kontrola

Pouzity par primer m-1 a m-11 specificky hybridizuje pouze s templatovou DNA druhu

Malassezia pachydermatis.
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Vysledky
4.4 Detekce Malassezia pachydermatis v realnych vzorcich

Vysetfeno bylo celkem 114 vzorki DNA izolované z kvasinek, zarazenych
dle morfologickych a biochemickych vlastnosti do rodu Malassezia. Tyto vzorky byly
shromazdovany v priibéhu let 2004 aZz 2009 v ramci feSeni diplomovych praci tykajicich
se mikrobialnich nalez( pfi otitis externa u malych zvifat.

Kultivaéni techniky pouzité v letech 2004 az 2007 byly zaméfeny na zachyt SirSiho
spektra mikroorganizmd. Izolace kvasinek rodu Malassezia byla z dlvodu pouziti
Sabouraudova dextr6zového agaru prevazné omezena na non-lipid-dependentni druh
Malassezia pachydermatis. Lipofilni zastupci tohoto rodu neméli vhodné podminky pro rist.

Izolaty kvasinek, ziskané v ramci feSeni diplomové prace vroce 2008/09, zaméfené
na mikrobialni nalezy pfi zanétech zevniho zvukovodu u psd a kodek, byly kultivovany
na ,Malassezia“ agaru, kde byly podminky pro narlst lipid-dependentnich i non-lipid-
dependentnich druh jiz pFiznivé (Kuderova, 2009).

Pro pozdéjsi ucely izolace DNA a identifikace metodou PCR byly kolonie suspendovany
v 1 ml sterilniho fyziologického roztoku a uloZeny pfi -20 °C.

Izolace DNA byla provedena u vsech vzork(i metodou fenol-chloroformové extrakce
avysrazend DNA byla rozpusténa v TE pufru. DNA referencniho kmene byla izolovana
na kolonkéach Qiagen.

V letech 2004 aZz 2007 bylo shroméazdéno 81 kmeni s podezienim, Ze se jedna
0 M. pachydermatis. Ztohoto poCtu bylo kultivatné 70 (86,4 %) urCeno jako
M. pachydermatis zbyvajicich 11 jako nezndmé kmeny. Po analyze metodou PCR bylo
u vSech kmen0l kultivaéné uréenych jako M. pachydermatis potvrzeno, Ze se jednad o tento
druh. Ze zbyvajicich 11 kmen( bylo dalSich 6 zafazeno do druhu M. pachydermatis. Metodou
PCR bylo tedy identifikovano 76 (93,8 %) kmenl jako M. pachydermatis. Zbyvajicich
5 kmend nebylo uréeno. Lze u nich pouze vyloucit, Ze se jedna o tento druh. Metoda PCR
se tedy potvrdila jako citliva metoda pro detekci M. pachydermatis ve vzorcich, u kterych

kultivacni vySetfeni nebylo jednoznacné.
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Tabulka 7 Vysledky analyzy vzork( izolovanych v letech 2004 az 2007

Vysledky

Vzorek €. | Vysledek Vzorek €. | Vysledek Vzorek €. | Vysledek
1M pozitivni 28 negativni 345 pozitivni
2M pozitivni 29 pozitivni 349 pozitivni
3M pozitivni 30 negativni 351 pozitivni
4M pozitivni 385 pozitivni 355 pozitivni
5M pozitivni 396 pozitivni 365 pozitivni
6M pozitivni 398 pozitivni 374 pozitivni
7M pozitivni 399 pozitivni 452A pozitivni
8M pozitivni 432 pozitivni 452B pozitivni
oM pozitivni 402 pozitivni 455 pozitivni
10M pozitivni 442 pozitivni 457 pozitivni
11M pozitivni 407 pozitivni 462 L pozitivni
12M pozitivni 444 pozitivni 467 R pozitivni
13M pozitivni 410 pozitivni 470 pozitivni
14M pozitivni 416 pozitivni 460 pozitivni
15M pozitivni 428 pozitivni 463 pozitivni
16M pozitivni 320 pozitivni 458 P pozitivni
17M pozitivni 324 pozitivni 464 1. pozitivni
18M pozitivni 325 pozitivni 489 pozitivni
19M pozitivni 328 pozitivni 466 p pozitivni
20 pozitivni 330 pozitivni 461 11 pozitivni
21 negativni 332 pozitivni 473 pozitivni
22 pozitivni 334 pozitivni 481 L pozitivni
23 pozitivni 338 pozitivni 482 L pozitivni
24 pozitivni 342 pozitivni 500 P pozitivni
25 pozitivni 344 pozitivni 492 pozitivni
26 negativni 358 pozitivni 497 pozitivni
27 negativni 366 pozitivni 471 pozitivni

V letech 2008 az 2009 bylo shromazdéno celkem 33 kmenl s podezienim,

dle morfologickych a fyziologickych znakd, Ze se jedna o druh M. pachydermatis. Po analyze
metodou PCR bylo u 20 (60,6 %) kmenl potvrzeno, Ze jde o druh M. pachydermatis
au 13 (39,4 %) kmend bylo vylouceno, Ze se jedna o tento druh. Néaslednou dopliikovou

kultivaci bylo téchto 13 kmend dourceno. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 9.
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Tabulka 8 Vysledky PCR analyzy vzork{ izolovanych v roce 2008/09

Vzorek €. | Vysledek | Vzorek €. | Vysledek
22/B negativni | 30/1V pozitivni
35/111 negativni | 41/1 pozitivni
5/1V negativni | 45V pozitivni
33/VII negativni | 481 pozitivni
8/l negativni | 49 I11 pozitivni
8/VII negativni | 21/11 pozitivni
oV negativni | 76/1 pozitivni
9/IV negativni | 63/Il pozitivni
12/111 negativni | 68/I pozitivni
12/1vV negativni | 61/111 pozitivni
15B/111 negativni | 62/111 pozitivni
18/111 negativni | 55/111 pozitivni
19/1vV negativni | 56/Il pozitivni
24/ pozitivni | 96/1 pozitivni
25/1 pozitivni | 95/I pozitivni
26/1 pozitivni

Tabulka 9 Dourceni 13 negativnich vzorkd

Vzorek €. Dourceny kmen

22/B Staphylococcus intermedius

35/111 Staphylococcus intermedius

5/IV Pseudomonas sp.

33/VII koaguléaza negativni stafylokok (KNS)
8/11 Staphylococcus intermedius

8/VII Bacillus sp.

9/V a 9/IV 1 kmen Staphylococcuss epidermidis
12/111a 12/1V | 1 kmen KNS

15/B Staphylococcus epidermidis

18/111 KNS

19/1V KNS
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Vysledky

61/l 68/ &3/l 76i{l 460 PK NK

Obrézek 14 Detekce M. pachydermatis ve vzorcich

Legenda:
vzorek €. 61/111 — pozitivni amplikon 220 bp

vzorek €. 68/l — pozitivni amplikon 220 bp

vzorek €. 63/11 — pozitivni amplikon 220 bp

vzorek €. 76/l — pozitivni amplikon 220 bp

vzorek €. 460 — pozitivni amplikon 220 bp

PK — pozitivni kontrola

NK — negativni kontrola

M — marker molekulovych hmotnosti: DNA Marker 200-1500

15B/I1 1841l 18/IvV 24N 2571 26/l  30/lV PK  NK M

Obrézek 15 Detekce M. pachydermatis ve vzorcich
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Vysledky

Legenda:
vzorek €. 15B/111 — negativni

vzorek €. 18/111 — negativni

vzorek €. 19/1V — negativni

vzorek €. 24/V — pozitivni amplikon 220 bp

vzorek €. 25/1 — pozitivni amplikon 220 bp

vzorek €. 26/1 — pozitivni amplikon 220 bp

vzorek €. 30/1V — pozitivni amplikon 220 bp

PK — pozitivni kontrola

NK - negativni kontrola

M — marker molekulovych hmotnosti: pUC19DNA/Mspl

Metoda PCR se osvédCila jako vhodna dopliikovda metoda kultivacniho prikazu
M. pachydermatis, obzvlasté pfFi nejasnych vysledcich Kkultivace. Z celkového poctu
114 vzork{ bylo metodou PCR detekovano 96 (84 %) pozitivnich a 18 (16 %) negativnich
nadruh Malassezia pachydermatis. Podafilo se také dourcit 6 z 11 neznamych kmenl

kvasinek do druhu M. pachydermatis.
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5 Diskuze

Molekularné biologické metody vcetné PCR patfi v mikrobiologické diagnostice
k nekultivacnim metodam s vysokou specifikou. Ve srovnani s kultivaCnim vySetfenim maji
vyhodu v rychlosti ziskani vysledku béhem nékolika hodin, a proto jsou Casto vyuZivany
pro urgentni diagnostiku mikrobialnich infekci. Nevyhodou je vSak nutnd optimalizace
metody a vy3Si finan¢ni naronost.

Pro molekularni detekci druhu Malassezia pachydermatis byla provedena optimalizace
metody PCR. Nejdfive byla stanovena optimalni teplota annealingu druhové specifickych
primer(, jejichZz sekvence byla prevzata z publikace Sugita a kol. (2001). V této publikaci
byla jako optimalni teplota annealingu stanovena 62 °C, vna$i laboratofi se vSak
jako vhodnéjsi ukazala teplota 60 °C. Specifita téchto primer(i byla ovéfena na dvou
zastupcich rodu Malassezia a dvou zastupcich rodu Streptococcus. Bylo ovéfeno,
Ze specificke primery hybridizuji pouze s DNA druhu M. pachydermatis.

Jako limitni mnozstvi DNA druhu M. pachydermatis ve vzorku, které lze touto metodou
detekovat, bylo stanoveno na 3,72 ng DNA/pL.

Vzorky DNA, ve kterych byla provadéna detekce M. pachydermatis, byly ziskany
kultivadnim vysetfenim tamponovych vytérli zevniho zvukovodu u pst. Z narostlych kolonii
byla vytvorena suspenze ve fyziologickém roztoku. 1zolace DNA byla provedena metodou
fenol-chloroformové extrakce.

V pribéhu péti let mikrobiologického vyzkumu us$nich vytérd bylo shromazdéno
114 vzork( z Casti kultivaéné uréenych jako M. pachydermatis (103 vzork() a z asti blize
neuréenych (11 vzork(). Cilem této prace bylo potvrdit kultivaéni vysledky u kmen(
zarazenych do druhu M. pachydermatis a provést detekci tohoto druhu u kultivacné blize
neuréenych vzork.

U 103 kultivaéné pozitivnich vzorkd (90,3 % ze vsech) byl druh M. pachydermatis
potvrzen metodou PCR v 90 pfipadech. Doplitkovou kultivaci se podafilo dourcit 13 vzorki,
u nichZ bylo metodou PCR vylouceno, Ze se jedna o tento druh.

Z 11 blize kultivacné neurcenych vzorkl kvasinek se podafilo detekovat druh
M. pachydermatis metodou PCR u 6 vzorka.

Celkem bylo potvrzeno a nové dourceno 96 (84 %) vzorkl jako druh M. pachydermatis
ze shroméazdénych 114 vzork(d. Z 18 (16 %) negativnich vzork(l bylo pomoci dopliikové
kultivace douréeno 13 vzorkd a u 5 vzorkl bylo pouze vylouceno, Ze se jedna o druh

M. pachydermatis.
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Morris a kol. (2005) ve své studii popisuje riziko pfenosu M. pachydermatis ze ps
s atopickou dermatitidou na ruce jejich majitelll, predevsim z fad zdravotnického personalu.
Pro detekci tohoto druhu pouZil kultivacni i molekularné biologické metody (nested - PCR).
Pro PCR pouzil rodové a druhové specifické primery, které prevzal z publikace Sugita a kol.
(2001) a které byly pouzity i vtéto diplomové praci. Z celkového poctu 75 vzorkd bylo
kultivacné pozitivnich 81,3 % a pomoci metody PCR bylo uréeno 97,3 % pozitivnich vzorka.
Touto metodou tak bylo odhaleno nékolik falesné kultivaéné negativnich vysledkad.

V porovnani s vysledky této diplomové prace se ukazuje spiSe opacny trend, kdy metodou
PCR jsou odhaleny vysledky faleSné kultivacné pozitivni. PFiinu Ize hledat v nizké
selektivité ,,Malassezia agaru“ pro zachyt kvasinek rodu Mallasezia, kterou by mohla zvysit

suplementace tohoto média Sirokospektralnimi antibiotiky.
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6 Zaver

Celkem bylo vySetfeno 114 vzorkli DNA extrahované ze suspenze kultury kvasinek
izolovanych ze Sabouraudova dextr6zového agaru a z ,,Malassezia agaru, v pribéhu let 2004
az 2009. Tyto vzorky byly ziskany kultivaci vytérli ze zevniho zvukovodu psd a kocek pfi
zanétu zevniho zvukovodu v ramci feSeni diplomovych praci v téchto letech.

Vzorky byly rozdéleny do dvou skupin.

Prvni skupina zahrnovala 81 vzorkdi DNA shromazdénych béhem let 2004 az 2007.
Tyto vzorky byly izolovany ze Sabouraudova dextrézového agaru. Metodou PCR bylo
potvrzeno u 70 (86,4 %) vzorkd, Ze se jedna o druh Malassezia pachydermatis, to bylo
potvrzeno i kultivaénimi metodami. Také zbylych 11 kultivacné spornych vzorkl bylo
analyzovano metodou PCR a jako druh M. pachydermatis tak bylo dour¢eno dalSich 6 vzork.
U zbylych 5 vzork( nebyl druh M. pachydermatis potvrzen. Tyto vzorky pak nebyly
podrobeny dal$i analyze. Metodou PCR bylo tedy identifikovano 76 (93,8 %) kmenl
jako M. pachydermatis

Druha skupina zahrnovala vzorky shromazdéné v roce 2008 az 2009. Tyto vzorky byly
izolovany z ,,Malassezia agaru“. U 20 (60,6 %) vzork( bylo metodou PCR urceno, Ze se jedna
o druh M. pachydermatis, u 13 (39,4 %) to bylo vyvraceno. Téchto 13 vzorkd bylo dale
dourceno kultivanimi metodami.

Metodou PCR tak bylo zcelkového podtu 114 wvzork( druhové urdeno
jako M. pachydermatis 96 (84 %) vzorki a z celkového pocétu 18 (16 %) negativnich vzork(
bylo 13 dourceno doplrikovou kultivaci.

Z vysledkl této diplomové prace vyplyva, Zze metoda PCR se osvédCila jako vhodna
a citlivda metoda prlkazu druhu M. pachydermatis. Tuto metodu Ize doporucit jako vhodny
doplnék pfi rozhodovani spornych kultivacnich vysledk.
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