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Characterization of fungi of the Malassezia genus. I. Microbiological and immunological aspects

Abstract: The yeasts of the Malassezia genus, first described over a century ago, belong to the physiological microflora of the human skin.
However, they may occasionally act as opportunistic pathogens resulting in different dermatological pathologies, of which pityriasis
versicolor is most frequently diagnosed. Two principle features of the genus Malassezia are distinctive morphology and requirement for
external lipid source for growth. To date, the genus accommodates 14 species, all but one being lipid-dependent species. The very recently
completed sequencing of the M. globosa genome disclosed the presence of multiple secreted lipases to help the yeasts to utilize cutaneous
lipids. Very little is known about interactions between Malassezia organisms and the human host. It is clear however that Malassezia
fungi display two phenotypes within the skin, one - immunostimulatory, and the other immunosuppressive, which are responsible for
commensal and pathogenic behavior of the fungi, respectively.

This article provides a concise and up-to-date description of the Malassezia genus, with particular attention to the microbiology of
the fungi and their interactions with the immune system of the human host.

Content: 1. Introduction. 2. Taxonomy and classification of Malassezia fungi. 3. Microbiology of Malassezia fungi. 3.1. General
characteristics. 3.2. Metabolism. 3.3. Enzymatic activity. 4. Interactions of Malassezia fungi with oher microorganisms. 5. Interactions
of Malassezia fungi with the immune system. 5.1. Serology and antigenic structure. 5.2. Interactions with the complement system.
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1. Wprowadzenie

Grzyby z rodzaju Malassezia naleza do patogenow
oportunistycznych o istotnym znaczeniu klinicznym
dla ludzi i niektérych zwierzat. Moga by¢ izolowane
ze zdrowej skory oraz powodowaé¢ pewne choroby
dermatologiczne, a w przypadku znacznego obnizenia
odpornosci, moga takze przyczyniac si¢ do wystapienia
zakazen ogodlnoustrojowych. Do najczesciej wystepuja-
cych dermatoz zwigzanych z infekcja grzybami z rodzaju
Malassezia u ludzi nalezg tupiez pstry (pityriasis versi-
color) oraz zapalenie mieszkéw wlosowych (Malassezia
Sfolliculitis). Grzyby z rodzaju Malassezia moga réwniez
nasila¢ zmiany chorobowe w schorzeniach, takich jak
ojotokowe zapalenie skory (dermatitis seborrhoica)
oraz zaostrza¢ przebieg tuszczycy (psoriasis) i atopo-
wego zapalenia skory (dermatitis atopica) (3, 9, 17, 28,
37, 38]. Czgstos¢ powierzchownych zakazen grzybiczych
wywolanych przez grzyby z rodzaju Malassezia zalezy

od wielu réznorodnych czynnikéw, w tym od warunkow
socjoekonomicznych, klimatycznych czy geograficz-
nych. Dzigki badaniom z zakresu biologii molekular-
nej zidentyfikowano obecnie 14 gatunkéw Malasse-
zia, w tym 13 lipidozaleznych (M. furfur, M. globosa,
M. obtusa, M. sympodialis, M. slooffiae, M. nana, M. der-
matis, M. restricta, M. equina, M. japonica, M. yamato-
ensis, M. caprae i M. cuniculi) oraz jeden gatunek lipido-
niezalezny (M. pachydermatis) [17, 38, 39, 60, 61].
Luszczyca (psoriasis) jest jedna z najczedciej wystepu-
jacych przewleklych zapalnych choréb skory. Szacuje sie,
ze okolo 1-5% populacji europejskiej choruje na tusz-
czyce. Patogeneza fuszczycy nie jest do konca poznana.
Istnieje wiele czynnikéw predysponujacych do wysta-
pienia choroby, wérdd ktorych wazne miejsce zajmuja
czynniki genetyczne. Zakazenia zaréwno systemowe jak
i miejscowe wywolane przez paciorkowce beta-hemo-
lizujace, czy grzyby z rodzaju Candida stanowig znany
czynnik inicjujacy epizod luszczycy wysiewnej czy
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zaostrzajacy przebieg luszczycy plackowatej. W wielu
badaniach wykazano, ze stymulacja leukocytow jed-
nojadrzastych krwi obwodowej pacjentéw z tuszczyca
przez superantygeny paciorkowcow grupy A wigzala
sie ze znacznie zwiekszong odpowiedzia proliferacyjna
oraz uwalnianiem cytokin prozapalnych przez leukocyty
[6, 13, 41]. Wiele badan klinicznych i przedklinicznych
potwierdza udziat grzyboéw z rodzaju Malassezia w roz-
woju zmian luszczycowych, zwlaszcza w przypadku
tuszczycy owlosionej skory gtowy oraz okolicy narza-
dow plciowych [49, 63]. Obecnie uwaza sie, ze grzyby
z rodzaju Malassezia moga nasila¢ przebieg tuszczycy
poprzez uwalnianie cytokin prozapalnych, aktywacje
czynnikéw przyspieszajacych proliferacje keratyno-
cytow oraz wydzielanie enzymoéw hydrolitycznych [3].

Atopowe zapalenie skory (atopic dermatitis, AD,
AZS) jest przewlekla, nawrotowa dermatoza swigdowa
dotyczaca gtéwnie wieku dzieciecego. AZS moze prze-
biega¢ jako izolowane schorzenie lub stanowi¢ mani-
festacje ogdlnoustrojowych zaburzen o podiozu aler-
gicznym wraz z katarem siennym, astma oskrzelowa
czy alergiami pokarmowymi. Wéréd oséb dorostych
AZS obserwuje si¢ u 1-3% populacji. Choroba moze
pojawic sie po raz pierwszy w wieku dorostym, utrzy-
mywac si¢ od okresu dzieciecego lub nawréci¢ po wie-
loletniej remisji [42, 64]. Grzyby z rodzaju Malassezia
wydaja si¢ stanowi¢ istotny czynnik w patogenezie
AZS u os6b dorostych, zwlaszcza ze zmianami skor-
nymi zlokalizowanymi na glowie i szyi [24]. Czgstos¢
wystepowania grzybow z rodzaju Malassezia na skorze
dorostych pacjentéw z AZS oraz w populacji zdrowej
jest podobna i wynosi miedzy 50% a 80%, w zaleznosci
od zastosowanej metody badawczej. Natomiast w przy-
padku pacjentéw z AZS znaczaco czgéciej obserwuje sie
dodatnie testy skorne z alergenami Malassezia sp. oraz
wysokie miana swoistych przeciwciat w klasie IgE prze-
ciwko Malassezia sp. w surowicy chorych w poréwnaniu
do grup kontrolnych [5, 45, 56]. Stad, obecnie uwaza
sie, ze grzyby Malassezia sp. stanowia raczej czynnik
alergizujacy niz infekcyjny w przypadku pacjentéw
z AZS. Nasilenie zmian skornych u pacjentéw z AZS
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moze nastapi¢ réwniez na drodze aktywacji proceséw
zapalnych poprzez uwalniane przez grzyby Malassezia
sp. enzymy hydrolityczne [1, 58].

Doktadne poznanie mechanizméw immunomodu-
lacyjnych u grzybéw z rodzaju Malassezia wymaga dal-
szych badan. Dostepne obecnie dane sugeruja, ze u oséb
ze zdrowg skorg (z prawidlowg bariera skdrno-naskor-
kowa) grzyby Malassezia sp. wywieraja efekt immuno-
supresyjny, co pozwala im przetrwa¢ w roli komensala,
natomiast w przypadku pacjentéw z tuszczycg lub ato-
powym zapaleniem skdry grzyby stymuluja odpowiedz
zapalng, ktora nasila przebieg choroby podstawowej
i przyczynia si¢ do podtrzymywania zmian skérnych [3].

2. Taksonomia i klasyfikacja grzybow
z rodzaju Malassezia

Grzyby z rodzaju Malassezia s3 uznawane za skladnik
mikroflory skéry u ludzi i niektérych zwierzat od ponad
150 lat. Malassezia sp. naleza do grzybéw dimorficz-
nych, wystepujacych zaréwno w fazie mycelialnej, jak
i drozdzowej. Przez wiele lat obie formy morfologiczne
uznawano za odrebne gatunki. Zwiazek pomiedzy
wystepowaniem Malassezia sp. a zmianami skornymi po
raz pierwszy zaobserwowal Eichstedt w 1846 roku.
Uczony ten w tuskach pobranych ze skéry chorobowo
zmienionej pacjenta z tupiezem pstrym zaobserwowat
strzepki grzybni. Nastepnie, w 1874 roku Malassez
zaobserwowal i opisal obecnos¢ komoérek o ksztat-
cie owalnym i okraglym w zeskrobinach naskoérka od
pacjentow z lupiezem. Nazwe Malassezia zaproponowat
w 1889 roku Baillon naczes¢ wspomnianego wczes-
niej badacza. W warunkach in vitro grzyby z rodzaju
Malassezia wyhodowali po raz pierwszy Castellani
i Chalmers w1913 roku. Badacze ci scharaktery-
zowali ich wlasciwosci wzrostowe oraz wprowadzili
nazwe Pityrosporum ovale. W 1925 roku Weidmann
wyodrebnil w hodowli gatunek — Malassezia pachyder-
matis. (Gatunek ten nie nalezy do fizjologicznej flory
skory czlowieka; izolowany jets natomiast ze skory

Tabela I

Pozycja taksonomiczna grzybow z rodzaju Malassezia

Krolestwo: Fungi

Typ: Basidiomycota

Klasa: Ustilagomycetes

Podklasa:  Exobasidiomycetidae

Rzad: Malasseziales

Rodzaj: Malassezia

Gatunki: M. furfur M. restricta M. pachydermatis M. nana
M. sympodialis M. globosa M. japonica M. yamatoensis
M. sloofiae M. obtusa M. dermatis M. equine
M. caprae
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ptakow i ssakéw, w tym czgsto — zwierzat domowych).
W 1951 roku G ordon wyizolowal ze zmian skdrnych
u chorych z tupiezem pstrym, a takze ze zdrowej ludz-
kiej skory — komorki przypominajace drozdze — kuli-
ste lub owalne, otoczone podwojng otoczka i nadat
im nazwe Pityrosporum orbiculare [33, 69]. Dopiero
w 1977 roku udalo si¢ w warunkach in vitro wykaza¢
konwersje z fazy drozdzopodobnej do mycelialnej,
przy czym okazalo sie, ze zaréwno komorki okragte
jak i owalne mogg wytwarza¢ grzybnie. Odkrycie to
umozliwito zatwierdzenie jednego gatunku — Malassezia
furfur w 1984 roku, zawierajacego wczesniej opisywane
stadia: P. ovale, P, orbiculare i M. furfur [68]. Kolejnym
przetomem w taksonomii grzybow z rodzaju Malas-
sezia byly badania Guilloti Gueho w1995 roku,
ktére umozliwily wyodrebnienie 7 gatunkow Malassezia:
M. furfur, M. pachydermatis, M. sympodialis, M. globosa,
M. obtusa, M. restricta, M. slooffiae [36]. W wyniku
dalszych badan opisano kolejne gatunki: M. dermatis
(Sugita iwsp. 2002) [62], M. equine (Nell i wsp.
2002) [52], M. japonica (Sugita i wsp. 2003) [61],
M.nana (Hirai i wsp. 2003) [40], M. yamotoensis
(Sugita i wsp. 2004) [60], M. caprae (Cabafes iwsp.
2007) [18] oraz M. cuniculi (Cabanes i wsp. 2011)
[19]. Obecnie obowigzujaca pozycje taksonomiczng
grzybow z rodzaju Malassezia przedstawiono w tabeli I.

3. Mikrobiologia grzybéw z rodzaju Malassezia
3.1. Charakterystyka ogolna

Malassezia sp. jako grzyby dimorficzne moga wyste-
powaé w warunkach naturalnych zaréwno w fazie myce-
lialnej jak i drozdzowej. W warunkach hodowlanych
dominuje posta¢ drozdzowa, przy czym opisywano
réwniez spontaniczne tworzenie formy mycelialnej
przez niektdre gatunki Malassezia takze w warunkach in
vitro [23, 30, 51]. Zaobserwowano, ze niektére sktadniki
podlozy moga stymulowaé tworzenie grzybni przez
Malassezia sp. Dorni Roehnert [30] obserwowali
wzrost formy mycelialnej Malassezia sp. po dodaniu do
podloza glicyny, natomiast Nazzaro iwsp. [51] uzy-
skali ten sam efekt wykorzystujac cholesterol i estry cho-
lesterolu. Rozmnazanie bezplciowe grzybow z rodzaju
Malassezia zachodzi przez paczkowanie drozdzowej
komorki macierzystej.

Ze wzgledu na znaczne trudnosci w hodowli Malasse-
zia sp., grzyby te w warunkach in vitro fatwo gina. (Jako,
ze grzyby z rodzaju Malassezia wymagaja do wzrostu
diugotancuchowych kwaséw ttuszczowych, do hodowli
uzywa si¢ specjalnych podtéz agarowych, wg formuly
Dixonalub Leeminga-Notmana, suplemento-
wanych zolcig bydleca oraz oksyetylenowanymi estrami
sorbitolu i kwasow tluszczowych (tzw. Tween-y) [34]).
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Ksztalt i wielko§¢ komorek roéznig si¢ miedzy
poszczegolnymi gatunkami. Rozmiar komorek waha
sie od ok. 1,5 do 8 um. Réwniez w wygladzie kolonii
s3 wyrazne réznice miedzygatunkowe. Cechy morfo-
logii kolonii i komoérek grzybow Malassezia sp. stano-
wig kryteria diagnostyczne w identyfikacji gatunkowej
(Rys. 1-2) (Tabela II).

Na poziomie ultrastrukturalnym, kluczowa cecha
charakteryzujaca wszystkie podstawczaki (Basidiomy-
cota) jest wielowarstwowa $ciana komoérkowa. Sciana
grzybow Malassezia sp. jest jednak unikalna w krole-
stwie grzybow. Jest znacznie grubsza (okoto 0,12 um)
niz $ciana innych drozdzy i zawiera znaczaco wigkszy
odsetek tluszczow w poréwnaniu na przyktad z grzy-
bami z rodzaju Saccharomyces (15-20% vs 1-2%). Sciana

Ryc. 1. Kolonie Malassezia sp. na podfozu Dixona
po 10 dniach hodowli

Ryc. 2. Paczkujace komoérki Malassezia sp.
Preparat mikroskopowy z hodowli
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Tabela II
Charakterystyka wybranych gatunkéw grzybéw z rodzaju Malassezia
M. sympo- . ) M. pachyder-
Cecha M. furfur dialis M. globosa | M.slooffiae | M.restricta | M. obtusa matis
Morfologia kolonii gladkie, gladkie, szorstkie, |pofaldowane, gladkie, gladkie, gladkie,
miekkie, miekkie, serowate, kruche nieregularne miekkie,
kruche plaskie kruche kruche kruche,
wypukle
Barwa kremowa kremowa/ | kremowa/ | kremowa/ kremowa kremowa kremowa
bezowa bezowa bezowa
Ksztalt, wielko$¢ komorki owalne, kuliste, kuliste, | cylindryczne |  kuliste, cylindryczne | cylindryczne
kuliste, elipsoidalne, | $rednica: dhugos¢: owalne, dugos¢: dlugos¢:
$rednica: $rednica: 6-8 um 1,5-3,5 um $rednica: 4-6 um 2,5-5 um
6 um 2,5-5 um 2-4 ym
Typ paczkowania szeroka sympodialne waska szeroka waska szeroka szeroka
podstawa podstawa podstawa podstawa podstawa podstawa
Wytwarzanie katalazy + + + + + - zmienne
Wytwarzanie ureazy + + + + + + +
Wzrost w temp. 37°C dobry dobry staby dobry staby staby dobry
Max. temp. wzrostu [°C] 40-41 40-41 38 40-41 38 38 40-41
Asymilacja Tween 20 + - - + - - +
Asymilacja Tween 40 lub 60 - + - - +
Asymilacja Tween 80 - - - - +
Rozdziat eskuliny - + - - - + zmienny

Malassezia sp. ma wielowarstwowa strukture, w obre-
bie ktérej wyrdznia sie zewnetrzng powloke o budowie
lamelarnej, wlasciwg $ciane komodrkowa oraz blone
cytoplazmatyczng (nie nalezy do $ciany komoérkowej
sensu stricto) o charakterystycznym pofaldowanym
wzorze, widocznym w mikroskopie elektronowym.
Gléwnymi sktadnikami $ciany komodrkowej Malasse-
zia sp. s wielocukry — 70%, ttuszcze — 15-20% i biatka
- 10%. Struktura $ciany komoérkowej Malassezia sp. oraz
wysoka odsetkowa zawartos¢ lipidow odpowiadajg naj-
prawdopodobniej za znaczaca odporno$¢ Malassezia sp.
na warunki zewnetrzne, w tym czynniki mechaniczne
czy osmotyczne [4, 35, 59] oraz stanowig istotny czyn-
nik wirulencji grzyba. Lipofilnos¢ $ciany komoérkowej
Malassezia sp. ulatwia adhezje komorek grzyba do
komorek gospodarza, utrudnia fagocytoze patogenu
oraz hamuje odpowiedz zapalna [43, 50].

Liczba i ksztalt mitochondriow w kazdej komorce
Malassezia sp. wykazuje duza zmiennos¢. Jadro komor-
kowe posiada wyraznie zaznaczong blone jadrows, ota-
czajaca ziarna homogennej nukleoplazmy [59].

3.2. Genetyka

Badanie chromosomowego DNA grzybéw z rodzaju
Malassezia technika pulsacyjnej elektroforezy zelowej
(PFGE, pulsed field gel electrophoresis) wykazalo istotne
roznice miedzygatunkowe zaréwno w zakresie kario-
typu, jaki i wielko$ci genomu (Tabela IIT) [11, 12].

Ogodlnie, genom grzyboéw Malassezia sp. nalezy do
najmniejszych spotykanych u grzybéw wolno zyjacych.
Jego wielko$¢ waha sie miedzy 6,4 a 14 Mpz. Liczba
chromosoméw wynosi od 5 w szczepach M. pachy-
dermatis do 11 w szczepach M. furfur. Rozna jest tez
zawartos$¢ par G+C rozpieta miedzy 53,5% (M. globosa)
a 68,7% (M. slooffiae).

Sposrod 14 gatunkéw Malassezia, pelng sekwencje
nukleotydowa genomu ustalono jedynie dla M. globosa
(szczep referencyjny CBS7877) [67]. Genom M. glo-
bosa (8,9 Mpz) zawiera tylko 4.285 sekwencji koduja-
cych bialka, czyli mniej niz jakikolwiek inny poznany
genom grzybow wolno zyjacych. W genomie M. globosa
stwierdza si¢ takze niewielka liczbe intronéw (obecnych
w 27% gendw) oraz sekwencji repetytywnych (<0.8%
wielko$ci genomu). Niewielki genom M. globosa, podob-

Tabela I1I
Wybrane wlasciwoséci genomu Malassezia sp.
Gatunek Liczba chro- Wielkos¢ Zawarto$¢
mosoméw | genomu [Mpz] | par G+C [%]
M. pachydermatis 5 6,7-9,3 55,6
M. furfur 7-11 8,5-14 66,4
M. globosa 8 8,5-8,9 53,5
M. obtusa 6 7,4 60,7
M. sympodialis 7 6,4-7,8 62,2
M. slooffae 7 8,6 68,7
M. restricta 9 8,0 59,9
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nie jak innych gatunkéw z rodzaju Malassezia, traktuje
sie jako przejaw adaptacji tych grzybéw do wzrostu
w bardzo waskiej niszy ekologicznej, tj. na skorze zwie-
rzat cieplokrwistych [22].

Cecha charakterystyczng genomu M. globosa jest
nieobecno$¢ wielu gendw zwigzanych z metabolizmem
kwaséw ttuszczowych, w tym genéw kodujaych syn-
taze kwasow tluszczowych (FAS), A9-desaturaze, czy
izomeraze A**-enoilo CoA. Braki te kompensowane
s3 obecnoscig, wystepujacych w wielu kopiach, genow
kodujacych sekrecyjne lipazy i fosfolipazy, umozli-
wiajace asymilacje kwasow tluszczowych z zewnetrz-
nych zrodel.

Analiza genomiczna (i proteomiczna) wykazata, ze
genom M. globosa niesie geny kodujace biatka podobne
wszystkim dotad opisanym biatkom alergizujacym M. fur-
fur (Mala £2-4) i M. sympodialis (Mala s1, s5-13) [67].

W genomie M. globosa wykryto geny homologiczne
do genéw TAM1 i SIR1, opisanych wcze$niej dla glowni
kukurydzy (Ustilago maydis), fitopatogennego grzyba,
z ktorym - jak wykazala analiza poréwnawcza sekwencji
genomowych — M. globosa dzieli wysokie pokrewienstwo
tilogenetyczne. Gen TAMI1 koduje aminotransferaze
tryptofanows, enzym odpowiedzialny za przeksztalcenie
tryptofanu do pirogronianu indolu, ktérego pochodne
wykrywa si¢ w szczepach M. furfur. Te barwne zwigzki
(pigmenty, m. in. pityriarubiny, pityrialakton, malasse-
zyna) wykazuja rézne dzialanie biologiczne, ktére wigze
sie ze zmianami zabarwienia skory w przebiegu tupiezu
pstrego. W powstawaniu barwnych pochodnych indo-
lowych uczestniczy tez enzym reduktaza siarczynowa.
Mutacje w kodujacym ja genie SIRI znaczaco ograniczja
tworzenie si¢ tych zwigzkow [70].

W koncu, mimo, ze grzyby Malassezia sp. znane
s3 wylacznie jako formy anamorficzne (haploidalne,
rozmanazajace si¢ bezplciowo), analiza sekwencyjna
genomu M. globosa pozwolita zidentyfikowa¢ region
genetyczny (MAT, mating type locus) zwigzany z roz-
mnazaniem plciowym tych grzybéw. W obrebie oma-
wianego locus wykryto geny kodujace feromony, ich
btonowe receptory oraz homeodomenowe czynniki
transkrypcyjne [67].

3.3. Metabolizm

Z wyjatkiem M. pachydermatis, wszystkie poznane
gatunki Malassezia sa lipidozalezne, tj. wymagaja
zewnetrznych Zrédet lipidéw do wzrostu. Zapotrzebo-
wanie Malassezia sp. na tluszcze zaobserwowano po raz
pierwszy juz w 1939 roku [10]. Obecnie wiadomo, zZe
lipidozaleznos¢ Malassezia sp. wynika z braku zdolnosci
syntezy kwasu mirystynowego, ktdry stanowi prekursor
diugotancuchowych kwasow tluszczowych [57]. Sktad
lipidowy Malassezia sp. jest zmienny i w duzej mierze
zalezy od zrédta dostepnych tluszczéw. Malassezia sp.
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najczesciej wykorzystuja trojglicerydy, wolne kwasy
tluszczowe oraz estry kwasow tluszczowych. Opisy-
wano réwniez asymilacje fosfolipidéw oraz cholesterolu
i estréw cholesterolu [25].

Wiedza na temat metabolizmu grzybéw z rodzaju
Malassezia, z wyjatkiem metabolizmu lipidéw, jest ogra-
niczona. Z uwagi na lipidozalezno$¢ wigkszosci gatun-
kow, wyniki testow asymilacji weglowodandw znane sa
wylacznie dla M. pachydermatis. Wykazano, ze gatunek
ten ma zdolno$¢ wykorzystywania jako zrédlo wegla
mannitolu, sorbitolu i glicerolu. Zaden z gatunkéw
Malassezia nie fermentuje cukrow. Wzrost tych grzyby
nie zalezy rowniez od obecnosci w podtozu witamin
(10, 48]. Jako zrddio siarki Malassezia sp. najczesciej
wykorzystuja metionine, rzadziej cystyne i cysteine,
natomiast zrodlo azotu mogg stanowic¢ zaréwno orga-
niczne (rézne aminokwasy) jak i nieorganiczne zwiazki,
przy czym Malassezia nie asymilujg azotanu potasu [48].

W warunkach naturalnych i standardowej hodowli
Malassezia sp. rosng tlenowo. Moga jednak tolerowa¢
réwniez warunki mikroaerofilne lub nawet beztle-
nowe [31].

3.4. Aktywnos¢ enzymatyczna

Brak zdolnoéci syntetyzowania wlasnych kwa-
soéw tluszczowych przez Malassezia sp. i koniecznosé¢
wykorzystywania zewnatrzpochodnych zrddel lipidow
znajduje swoje odzwierciedlenie w produkcji licznych
zewnatrzkomoérkowych — enzyméw  hydrolitycznych,
w tym lipaz oraz fosfolipaz.

Badania dotyczace wlasciwosci lipolitycznych grzy-
boéw z rodzaju Malassezia s3 prowadzone od wielu lat.
Juzw 1978 roku Catterall i wsp. wykazali obecno$¢
zewnatrzkomorkowej lipazy w warunkach in vitro [21].
W badaniach przeprowadzonych w latach 90. ubiegtego
wieku Mayser iwsp. zaobserwowali istotne réznice
w aktywnosci lipolitycznej miedzy poszczegolnymi
gatunkami Malassezia oraz zréznicowanie w asymilacji
odmiennych kwasow ttuszczowych [46, 47]. W bada-
niu wykazano znaczaco szybszy wzrost Malassezia sp.
po dodaniu do podtoza nienasyconych kwasow tlusz-
czowych w poréwnaniu z nasyconymi kwasami ttusz-
czowymi. Réznice w aktywnosci lipolitycznej grzybow
z rodzaju Malassezia wykorzystane zostaly do opraco-
wania testow diagnostycznych (testy asymilacji ,,Twe-
en6w’, czy kremoforu EL), ktére stanowig obecnie
wazne kryterium klasyfikacji gatunkowej Malassezia sp.
(Tabela II) [47].

W 2006 roku Brunke i Hube po raz pierw-
szy sklonowali i w pelni scharakteryzowali gen lipazy
M. furfur i opisali go jako MfLIPI [14]. MfLIP1 sktada
sie 1464 par zasad i koduje enzym o masie czasteczko-
wej 54,3 kDa. Maksymalng aktywnos¢ lipazy obserwo-
wano w temperaturze 40°C, a optymalne dla niej pH
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wynosito 5,8. Badany enzym hydrolizowal Tweeny,
a takze wykazywal nieznaczng aktywnos¢ fosfolipazy.
W niedlugim czasie po MfLIP1 wykryto geny dwdch
kolejnych lipaz: gen lipazy sekrecyjnej M. pachyder-
matis, kodujacy enzym o aktywnosci esterazy i masie
czasteczkowej 48,1 kDa oraz optymalnym pH 7,5 [54]
oraz gen LIPI kodujacy lipaze M. globosa - enzym
o masie czasteczkowej 32kDa i optymalnym pH 5,5
[27]. W warunkach in vitro, oczyszczona, rekombino-
wana lipaza M. globosa hydrolizowala monogliceridy
i dwuglicerydy, a nie rozkladata tréjglicerydéw, nato-
miast w badaniach enzymatycznych z wykorzystaniem
hodowli M. globosa wykazano réwniez hydrolize troj-
glicerydéw, co wskazywalo na obecno$¢ dodatkowych
lipaz u M. globosa. Jak juz wspomniano, analiza sekwen-
cyjna genomu M. globosa wykazala obecnos$¢ wielu kopii
genéw kodujacych zewnatrzkomoérkowe hydrolazy,
w tym 14 lipaz, 9 fosfolipaz, 2 oksydoreduktaz choli-
nowych, sfingomielinaz i licznych proteaz, ulegajacych
ekspresji w momencie kolonizacji tkanek gospodarza
przez grzyb [67]. Wedlug wielu badaczy aktywnos¢
lipolityczna Malassezia sp. jest jednym z podstawowych
czynnikéw prowadzacych do rozwoju tupiezu i fojotoko-
wego zapalenia skory. Hydrolizujac tréjglicerydy grzyby
Malassezia sp. uwalniaja wolne kwasy ttuszczowe, ktore
stanowig istotny czynnik draznigcy i nasilajacy reakcje
zapalng w tkankach gospodarza [55].

Zdolnos¢ produkeji fosfolipaz i aktywacja kaskady
kwasu arachidonowego moze stanowi¢ dodatkowy
czynnik prowadzacy do uszkodzenia tkanek gospo-
darza w przebiegu infekcji Malassezia sp. Wytwa-
rzanie fosfolipaz przez grzyby z rodzaju Malassezia
zaobserwowano zaréwno w warunkach in vivo jak i in
vitro w hodowlach linii komérkowych Hep-2, przy
czym stwierdzono, ze szczepy patogenne Malassezia
sp. wykazujg znaczaco wigksza aktywnos¢ fosfolipazy
[53]. Cafarchia i Ontranto w badaniach nad
szczepami M. pachydermatis izolowanymi od psow ze
zmianami grzybiczymi i zdrowych zaobserwowali, ze
szczepy M. pachydermatis pochodzace ze zmian skor-
nych znaczaco czgsciej wykazywaly aktywnos¢ fosfoli-
pazy od szczepdw izolowanych ze skory pséw zdrowych
(94% versus 10,6%) [20].

Grzyby Malassezia sp. produkuja réwniez enzymy
o wlasciwosciach lipooksygenazy i lipoperoksydazy.
Zwigkszony poziom nadtlenkéw lipidowych i ich
pochodnych obserwowano w skorze chorobowo zmie-
nionej u pacjentéw z lupiezem pstrym oraz w warun-
kach in vitro po dodaniu do podioza hodowlanego
dla Malassezia sp. wielonienasyconych kwaséw ttusz-
czowych. Badacze sugeruja, ze depigmentacja skory
u pacjentdw z tupiezem pstrym moze wynikac z uszko-
dzenia blon komoérkowych melanocytéw przez nad-
tlenki lipidowe. Lipoperoksydaza Malassezia sp. dotych-
czas nie zostala wyizolowana [26].
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4. Interakcje grzybow Malassezia sp.
z innymi mikroorganizmami

Grzyby z rodzaju Malassezia uwalniajg rézne meta-
bolity o dzialaniu sprzyjajacym lub hamujacym kolo-
nizacje¢ innymi mikroorganizmami, przy czym antago-
nistyczna aktywnos¢ szczepéw Malassezia sp. wykazuje
duza zmienno$¢ gatunkowa. W badaniach rosyjskich
autorow najbardziej aktywnym antagonistycznie gatun-
kiem i réwnoczes$nie najmniej wrazliwym na dziatanie
metabolitow innych szczepéw byl gatunek M. furfur.
Zwigzki uwalniane przez M. furfur znaczaco hamo-
waly wzrost grzybow nalezacych do klasy Ascomycetes
(Geotrichum sp., Candida albicans) i w mniejszym
stopniu drozdzy nalezacych do klasy Basidiomycetes
(Cryptococcus albidus, Rhodotorula mucilaginosa, Rho-
dotorula aurantica, Trichosporon cutaneum, Trichospo-
ron ovoides) [2].

5. Interakcje grzybow Malassezia sp.
z ukladem immunologicznym

5.1. Serologia i budowa antygenowa

Grzyby z rodzaju Malassezia majg ztozong budowe
antygenowa. Obecnie, za pomocg technik immunoelek-
troforetycznych wykazano obecnos¢ ponad 80 antyge-
néw o budowie biatkowej i cukrowej u poszczegdlnych
gatunkow Malassezia sp. Antygeny biatkowe sg w wigk-
szo$ci sktadnikami $ciany komdrkowej lub cytoplazmy
i ulegaja ekspresji we wczesnych fazach wzrostu grzyba.
Antygeny wielocukrowe (gléwnie mannany) oraz cza-
steczki o budowie glikoprotein (gtéwnie mannoprote-
iny), sa trudniejsze do wykrycia i wystepuja podczas
catego cyklu rozwojowego komorki [3, 4].

Pierwszy antygen Malassezia — Mala f1 - zostal opi-
sany i zsekwencjonowany w 1997 roku. Mala f1 to biatko
o masie 36 kDa, zawierajace 22 aminokwasy i wyste-
pujace na powierzchni komorki grzyba. Reaktywnos¢
rekombinowanego Mala f1 byta poréwnywalna z natu-
ralnie wystepujacym antygenem [4]. Kolejne opisane
antygeny: Mala f2 i Mala 3 to czasteczki o masie, odpo-
wiednio 21 kDa i 20 kDa, wykazujace okoto 50% homo-
logii sekwencji aminokwasowych. Zaobserwowano
réwniez homologie miedzy Mala f2 i Mala {3 a bial-
kami btonowymi Candida boidinii i jednym z alerge-
néw Aspergillus fumigatus [4]. Antygen Mala f4 stanowi
istotny alergen dla pacjentéw z atopowym zapaleniem
skory, u ktérych wystepuje kolonizacja Malassezia sp.
Surowica pacjentow z AZS wykazuje swoistg reakcje
z Mala f4 w 80% przypadkow. Bialko Mala f4 ma mase
35kDa i wykazuje 57% homologii z mitochondrialna
dehydrogenaza maleinowa Saccharomyces cerevisiae.
Kolejne antygeny bialkowe: Mala {6, Mala {7, Mala {8
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i Mala 9 oraz glikoproteinowy antygen M. globosa réw-
nieZ reaguja swoiscie z surowica pacjentow z atopowym
zapaleniem skory, co sugeruje ich role jako czynnikéw
alergizujacych. Produkowane obecnie zestawy rekom-
binowanych antygendw Malassezia sp. s3 najczesciej
wykorzystywane w punktowych testach skornych (skin
prick test, SPT). W badaniach klinicznych zaobserwo-
wano, ze znaczaco wigkszy odsetek pacjentéw z AZS
ma pozytywne wyniki SPT z antygenami Malassezia
sp. w poréwnaniu z pacjentami zdrowymi lub osobami
z innymi chorobami dermatologicznymi zwigzanymi
z obecnoscig grzybow z rodzaju Malassezia, przy czym
najwiecej dodatnich wynikéw testow obserwuje si¢
w grupie pacjentéw z AZS ze zmianami skérnymi zlo-
kalizowanymi na glowie i szyi [3, 4].

Zroéznicowanie opisywanych przez poszczegdlnych
badaczy antygendw jest bardzo duze - od drobnych
bialek do wielkoczasteczkowych glikoprotein. Nie-
ktére z nich, o podobnej masie czasteczkowej moga,
w wyniku dalszych badan, okaza¢ si¢ identyczne. Eks-
presja poszczegdlnych antygenow Malassezia sp. zalezy
w duzej mierze od czasu hodowli grzyba. Zaobser-
wowano réwniez, ze wiele antygendw wiazacych IgE
jest labilnych w temperaturze pokojowej lub wyz-
szej i ulega degradacji po okofo miesigcu przecho-
wywania [3, 4].

Przeciwciata w klasie IgE swoiste dla Malassezia sp.
obserwowano w przypadku 20-100% pacjentéw z AZS,
jednak jak dotad nie stwierdzono wigkszej korelacji
pomiedzy poziomem przeciwcial i stopniem nasilenia
objawow klinicznych [4, 37, 56].

5.2. Interakcje grzybow z rodzaju Malassezia sp.
z ukladem dopelniacza

Grzyby z rodzaju Malassezia majg zdolno$¢ aktywacji
kaskady dopelniacza zaréwno na drodze klasycznej, jak
i alternatywnej. Alternatywna droga aktywacji dopel-
niacza zalezy od stezenia komorek grzybiczych i czasu
stymulacji. Czasteczka najprawdopodobniej odpowie-
dzialng za aktywacje drogi alternatywnej jest p-glukan
$ciany komorkowej Malassezia sp. Stymulacja klasycz-
nej drogi aktywacji dopetniacza rowniez zalezy od czasu
i stezenia komorek grzybiczych, przy czym wieksze zna-
czenie maja komorki martwe niz zywe. Zdolno$¢ akty-
wacji dopelniacza przez Malassezia sp. moze stanowi¢
jeden z mechanizméw powstawania stanu zapalnego
u pacjentow z lojotokowym zapaleniem skory (SD).
W badaniach immunohistochemicznych wycinkéw
pobieranych ze zmian skérnych w przebiegu SD wyka-
zano odkladanie si¢ fragmentéw C3 dopelniacza wokot
komorek Malassezia sp. W wycinkach ze skory niezmie-
nionej nie stwierdzano obecnosci biatka C3 [4].
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5.3. Wplyw grzybow Malassezia sp. na rézne
populacje komorek w skorze

Interakcje migdzy komoérkami Malassezia sp. a ukia-
dem odpornosciowym czlowieka sg przedmiotem badan
od wielu lat. W latach 90. ubieglego wieku oceniano
gléwnie swoista odpowiedz humoralng i komdrkowa
na podstawie zmian we krwi obwodowej u pacjentéw
z chorobami zwigzanymi z obecnoscia grzybow z rodzaju
Malassezia. Wyniki przeprowadzonych badan byly czesto
rozbiezne. Od kilku lat badacze skupiaja si¢ glownie na
ocenie interakcji miedzy komdrkami Malassezia sp. i r6z-
nymi populacjami komoérek obecnych w skorze (Rys. 3).

Watanabe i wsp. jako pierwsi badali relacje
miedzy grzybami z rodzaju Malassezia i keratynocy-
tami, stanowigcymi naliczniejsza populacje komoérek
w naskodrku i petniacymi funkcje zaréwno strukturalng
jak i immunologiczng [65]. W badaniu wykorzystano
komorki M. furfur, M. pachydermatis, M. slooffiae oraz
M. sympodialis. W supernatancie z hodowli komorkowej
sktadajacej sie¢ z keratynocytow i komorek grzybiczych
w proporcji 1:1 oceniano stezenie IL1f, IL6, IL8, TNFa
oraz bialka chemotaktycznego monocytéw (MCP1).
Hodowle komérkowa prowadzono przez 24 godziny,
przy czym poziom badanych cytokin oceniano w odste-
pach jednogodzinnych od pierwszej do 24 godziny.
Poziom MCP1 w przypadku wszystkich badanych
gatunkow byt niski lub niewykrywalny. W supernatancie
z hodowli M. furfur réwniez nie stwierdzono obecnosci
pozostalych cytokin, lub poziom ich byt bardzo niski.
Najwyzsze stezenie cytokin obserwowano w superna-
tancie z hodowli M. pachydermatis, co moze ttuma-
czy¢ wigksze nasilenie reakcji zapalnej w przebiegu
infekcji M. pachydermatis u zwierzgt w poréwnaniu
z objawami u ludzi. W kolejnym badaniu, przeprowa-
dzonym w 2001 roku, Baroni i wsp. zaobserwowali
zmniejszenie produkgji IL1a oraz zwigkszenie wydzie-
lania IL10 i TGFP1 przez keratynocyty pod wplywem
M. furfur, co prowadzilo do zahamowania wydzielania
IL6 i TNFa [8]. Komorki Malassezia byty wchianiane
przez keratynocyty, ale zabijane tylko w niewielkim
odsetku. Badacze postulowali, ze supresja wydzielania
IL1a, IL6 i TNFa przez Malassezia sp. pozwala prze-
trwac¢ komoérkom grzyba w komoérkach gospodarza bez
wywolywania reakcji zapalnej. Zahamowanie wydzie-
lania IL1P, IL6 i TNFa przez jednojadrzaste leukocyty
krwi obwodowej (PBMNC) w hodowli z komérkami
Malassezia sp. wykazal Kesavan w 1998 roku [44].
Réwniez w tym badaniu zaobserwowano, ze supre-
sja produkcji cytokin prozapalnych zalezata od IL10.
Immunosupresyjny wptyw grzybow z rodzaju Malasse-
zia na keratynocyty w warunkach in vitro potwierdzono
w kolejnym badaniu przeprowadzonym w 2004 roku
[29]. Donnarumma i wsp. po inkubacji komorek
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Ryc. 3. Interakcje grzybow Malassezia sp. z komérkami skory gospodarza

M. furfur z keratynocytami w proporcji 30:1 zaobser-
wowali zwiekszong ekspresje genéw dla IL10, TGFB1
oraz genu ludzkiej  defensyny (HBD2) w keratynocy-
tach. Obecnie sugeruje si¢, Ze immunosupresyjny wplyw
Malassezia sp. na keratynocyty ttumaczy ich wystepo-
wanie na skorze jako komensali oraz moze stanowi¢
przyczyne niewielkiego odczynu zapalnego w przebiegu
tupiezu pstrego, mimo masywnej kolonizacji skory przez
Malassezia sp. [66]. Inmunosupresyjny efekt wywoty-
wany przez Malassezia sp. na PBMNC udalo si¢ odwro-
ci¢ pozbawiajac komorki grzyba lipidowej otoczki, stad
wydaje sie, ze to wlasnie lipidy odpowiadaja za immu-
nomodulujacy wpltyw Malassezia sp. [3].

W badaniu przeprowadzonym w 2004 roku Baroni
i wsp. oceniali wpltyw Malassezia sp. na keratynocyty
u pacjentdéw z tuszczycg zwyczajng [7]. Badacze zaob-
serwowali znaczacy wzrost ekspresji czasteczek zaan-
gazowanych w hyperproliferacje i migracje komoérek
(HSP 70, integryna, TGFP1) w keratynocytach pobra-
nych z wycinkéw skoérnych ze zmian tuszczycowych po
inkubacji z komérkami Malassezia sp. w poréwnaniu
z keratynocytami ze skory osdb zdrowych. W przy-
padku, gdy zmiany tuszczycowe byly dodatkowo skolo-
nizowane przez Malassezia sp. ekspresja badanych biatek
byta wigksza. Nasilenie hyperproliferacji keratynocytow
przez Malassezia sp. u pacjentéw z tuszczyca moze przy-
czynia¢ sie do zaostrzenia choroby podstawowej i powo-
dowa¢ utrzymywanie si¢ zmian skornych [3, 7].

Interakcje pomiedzy grzybami z rodzaju Malassezia
i komdrkami dendrytycznymi byly przedmiotem licz-
nych badan od 2000 roku. Wiekszo$¢ badaczy oceniata
wplyw Malassezia sp. na komoérki Langerhansa w zmia-
nach skornych u pacjentéw z atopowym zapaleniem
skory. Buentke iwsp. wbadaniu przeprowadzonym
w 2000 roku badali zdolnos¢ komoérek dendrytycznych
CD la (+) izolowanych z krwi obwodowej do wychwytu
catych komorek M. furfur, réznych fragmentéw komo-
rek grzyba oraz rekombinowanego antygenu Mala {5
[16]. W badaniu wykazano, ze niedojrzale komorki
dendrytyczne znaczaco efektywniej niz komorki doj-
rzale wychwytywaly komorki Malassezia sp., gtéwnie
na drodze endocytozy zaleznej od receptora manno-
zowego. Endocytoza antygenow grzybiczych induko-
wala dojrzewanie komorek dendrytycznych skutkujac
réwniez wzmozong produkcja TNFa, IL1P oraz IL18.
Dojrzate komoérki dendrytyczne stymulowaty nastepnie
proliferacje autologicznych limfocytéw T. W kolejnym
badaniu, ci sami autorzy oceniali interakcje pomiedzy
komérkami dendrytycznymi i komérkami NK (natu-
ral killer) w obecnosci grzybow z rodzaju Malassezia
[15]. Buentke i wsp. zaobserwowali, ze w wycin-
kach pobranych ze zmian skérnych u pacjentow z AZS
liczba komorek NK jest znacznie wigksza, niz w skorze
pacjentow zdrowych. Badacze inkubowali komorki den-
drytyczne z grzybami Malassezia sp. przez 46 godzin,
a nastepnie oceniali stopien lizy komorek dendrytycz-
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nych zaleznej od komérek NK. Badanie wykazalo, ze
inkubacja komorek dendrytycznych z komoérkami
Malassezia sp. ma dzialanie protekcyjne znaczgco
zmniejszajac podatno$¢ na lize komoérek dendrytycz-
nych i dodatkowo stymuluje produkcje IL8, IL6 czy
IFNy. Autorzy sugerujg, ze dojrzale komorki dendry-
tyczne prezentujace antygeny Malassezia sp. limfocytom
T, oporne na lize przez komoérki NK moga przyczynia¢
sie do podtrzymania reakcji zapalnej w zmianach skor-
nych pacjentéw z AZS, co dodatkowo jest jeszcze nasi-
lane przez produkowane przez komorki dendrytyczne
cytokiny prozapalne [15]. Gabrielsson i wsp.
wykazali, ze komorki dendrytyczne pobrane od pacjen-
tow z AZS reaguja odmiennie na inkubacje z komoérkami
Malassezia sp. niz komorki dendrytyczne pacjentow
zdrowych [32]. W badaniu zaobserwowano piecio-
krotny wzrost ekspresji genéw dla IL8, CD54, CD83,
receptora IL1, BTG1 (B-cell translocation gene 1) i MDC
(monocyte derived chemokine) w komorkach dendry-
tycznych pacjentéw z AZS po inkubacji z M. sympodialis
w poréwnaniu z ekspresja genow w komoérkach dendry-
tycznych osob z grupy kontrolnej, co moze ttumaczy¢
odmienng role Malassezia sp. w tych grupach [32].

6. Podsumowanie

Dokladne poznanie mechanizméw immunomodu-
lacyjnych grzybéw z rodzaju Malssezia wymaga jeszcze
wielu badan. Dane dostepne obecnie sugeruja, ze u 0sob
ze zdrowg skorg (z prawidlowg barierg skérno-naskor-
kowa) grzyby Malassezia sp. wywieraja efekt immuno-
supresyjny, co pozwala im przetrwaé w roli rganizmow
komensalnych, natomiast w przypadku pacjentow
z tuszczyca lub atopowym zapaleniem skory grzyby sty-
muluja odpowiedz zapalng, ktora nasila przebieg cho-
roby podstawowej i przyczynia si¢ do podtrzymywania
zmian skoérnych [3].
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