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Riassunto

Nel presente studio I'attivita fosfolipasica di isolati di Malassezia pachydermatis provenienti da cani sani & stata confrontata
con quella di isolati da cani con dermatite ed otite. La produzione di fosfolipasi & stata valutata e quantificata, utilizzando il ter-
reno all’'uovo, su 254 isolati di M. pachydermatis da 33 cani con lesioni cutanee e da 11 cani sani. Gli isolati sono stati rag-
gruppati nel modo seguente: provenienti da un unico sito di lesione dei cani con dermatite localizzata (gruppo A), provenienti
da zone senza lesioni degli stessi soggetti (gruppo B), e da diversi siti cutanei dei cani sani (gruppo C).

Almeno un isolato che produceva fosfolipasi & stato evidenziato in tutti i cani del gruppo A. Nel gruppo A & stata registrata
un’elevata percentuale (93,9%) di ceppi di M. pachydermatis, produttori di fosfolipasi, rispetto agli isolati dei gruppi B (41,4%)
e C (10,6%).

Gli isolati di M. pachydermatis provenienti dai siti di lesione hanno fatto registrare una attivita fosfolipasica significativamen-
te pit alta (Pz <0,05) degli isolati del gruppo B e C. | risultati indicano che la produzione di fosfolipasi degli isolati di M. pachy-
dermatis provenienti da tessuti infetti pud svolgere un ruolo patogeno in corso di lesioni cutanee.

Summary

This study compares the phospholipase activity of Malassezia pachydermatis strains isolated from healthy dogs versus
dogs with dermatitis and otitis. Phospholipase production was evaluated and quantified using the egg-yolk plate method on
254 isolates of M. pachydermatis from 33 dogs with skin lesions and 11 healthy dogs. Isolates were grouped on the basis of
their site of collection: lesional skin of dogs with dermatitis localised in one site (group A), healthy skin of the same dog with
localised lesions (group B) and assorted skin sites of healthy dogs (group C).

At least one phospholipase-producing Strain was isolated from all the dogs in group A. A very high percentage of strains of
M. pachydermatis obtained from group A (93.9%) produced phospholipase, compared to the strains from group B (41.4%)
and group C (10.6%). The M. pachydermatis strains isolated from lesional skin produced significantly higher phospholipase
activity (mean Pz <0.05) than those coming from group B and C. The results suggest that the production of phopholipases by
Malassezia in infected tissues may play a pathogenic role in the occurrence of skin lesions.

INTRODUZIONE Sin dall’inizio degli anni "80 ¢& stato dimostrato che i fun-

ghi patogeni opportunisti possono produrre fosfolipasi?

Le fosfolipasi SONO un gruppo eterogeneo di enzimi che danneggiando le membrane della cellula OSpit€3‘4’ 56, L atti-

idrolizzano uno o pit legami esteri dei glicerofosfolipidi'. I vita fosfolipasica e la produzione di proteasi sono state evi-

fosfolipidi e le proteine sono i principali costituenti chimi- denziate nei seguenti lieviti: Candida albicans*>® 757,

ci delle membrane cellulari dell’ospite, e le fosfolipasi e le Rodhotorula rubra®, Cryptococcus neoformans'® 2 e Malas-
proteasi sono coinvolte nei processi di distruzione di tali sezia furfur®.

membrane cellularil. I lieviti del genere Malassezia sono organismi lipofili che

appartengono alla normale microflora cutanea della mag-

gior parte degli animali a sangue caldo, e possono compor-
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Malassezia globosa, Malassezia obtusa, Malassezia restricta e
Malassezia slooffiae) sono associate frequentemente a di-
sordini cutanei nell'uomo, mentre ['unica specie non lipi-
dodipendente (i.e. Malassezia pachydermatis) & considerata
agente patogeno opportunista responsabile di dermatiti
e/o otiti dei cani e dei gatti'.

1l ruolo patogenetico di tali lieviti & ancora poco cono-
sciuto e pare sia legato ad alterazioni dei normali meccani-
smi fisici, chimici o immunologici di difesa della cute e a
reazioni di ipersensibilita da parte dell’ospite dopo esposi-
zione agli antigeni da Malassezia®.

La proliferazione dei lieviti del genere Malassezia rap-
presenta comunque una delle condizioni primarie e neces-
sarie allo sviluppo di dermatite e/o otite'® "7,

Lattivita fosfolipasica di Malassezia spp. e la produzione
della proteasi, sono state studiate per M. furfur isolata dal-
l'uomo?, e per altre specie di Malassezia isolate dai cani e
dai gatti con lesioni cutanee!® 1,

Lo scopo del presente lavoro ¢ valutare e confrontare I'at-
tivita fosfolipasica di isolati di M. pachydernatis provenienti
da cani sani e da cani con dermatite e/o otite per verificare
I’eventuale coinvolgimento nell'insorgenza delle lesioni.

MATERIALI E METODI
Prelievo del campione

Da marzo 2002 a luglio 2003, sono stati esaminati 87 ca-
ni di cui 54 con lesioni cutanee localizzate e 33 sani.

I cani con lesioni (54) erano affetti da dermatite erite-
matosa pruriginosa localizzata in un singolo sito anatomi-
co; 15 avevano dermatite perilabiale, 9 dermatite interdigi-
tale, 6 dermatite inguinale e 24 soggetti erano affetti da
otite esterna bilaterale ceruminosa. I soggetti avevano eta
compresa tra cinque mesi e 10 anni, 26 erano femmine e
28 maschi.

I cani sani (33) erano in buone condizioni di salute e
non avevano presentato dermatiti e otiti nei 5 mesi prece-
denti al prelievo e, non erano stati sottoposti ad alcun
trattamento nello stesso periodo. I soggetti avevano eta
compresa tra sei mesi e 10 anni, 14 erano femmine e 19
maschi.

I cani appartenevano a diverse razze ed incroci e prove-
nivano dalla provincia di Bari.

Per ciascun animale il prelievo del campione ¢ stato ef-
fettuato mediante tampone sterile umidificato in soluzione
fisiologica (NaCl 0,9%) da sette siti anatomici (i.e. zona
periorbitale, perilabiale, dorso, zona perianale, inguinale,
interdigitale e condotto uditivo esterno dell’orecchio de-
stro). Il tampone ¢ stato strofinato su un’area di cute pari a
25 cm? di superficie. 1l prelievo del campione dagli spazi
interdigitali, dalla zona periorbitale e dalla zona perilabiale
¢ stato eseguito per strofinamento dell’intera zona.

Isolati fungini

I tamponi, recapitati in laboratorio entro 3 ore dal pre-
lievo, sono stati seminati in piastre di Dixon Agar®*2"22 ¢
le piastre sono state incubate alla temperatura di 32°C per
7 glorni.

Per ciascun campione positivo sono state isolate 4 colo-
nie per sottoporle alla successiva identificazione. L'identi-
ficazione ¢ stata effettuata come proposto da Guillot? me-
diante lo studio dei caratteri morfologici, assimilazione di
Tween 20, 40, 60, 80 (Tween®: Sigma- Aldrich- Milano).
Test aggiuntivi quali: scissione dell’esculina, assimilazione
del triptofano e del PeG 35 castor oil (Cremophor® EL:
Sigma- Aldrich- Milano) sono stati utilizzati per la caratte-
rizzazione di M. furfur?*?.

Duecentocinquantaquattro isolati di Malassezia pachy-
dermatis provenienti da 44 cani, sono stati sottoposti allo
studio dell’attivita fosfolipasica e divisi in tre gruppi:

- gruppo A = 66 isolati (2 per ogni sito) dai siti di lesio-

ne di 33 cani con dermatite localizzata in un solo sito;

- gruppo B = 122 isolati (2 per ogni sito) da uno o da

due siti sani della cute di cani del gruppo A;

- gruppo C = 66 isolati (2 per ogni sito) da differenti si-

ti cutanei di 11 cani sani.

Valutazione della produzione di fosfolipasi

La produzione di fosfolipasi ¢ stata determinata secon-
do il metodo di Price, utilizzando il terreno al rosso d’uo-
vo’. Le piastre di terreno all’uovo sono state inoculate con
10 pl di una sospensione di lievito dalla carica di 10®
Unita Formanti Colonia (UFC)® e successivamente incu-
bate a 32°C. La lettura ¢ stata effettuata giornalmente dal
settimo al dodicesimo giorno di incubazione.

La formazione di aloni di precipitazione intorno alla
colonia ¢ stata considerata indicativa della produzione
di enzimi. La produzione delle fosfolipasi (Pz) ¢ stata
espressa come rapporto tra diametro delle colonie (a) e
diametro totale delle colonie con la zona di precipita-
zione (b)°. Lattivita fosfolipasica ¢ stata classificata co-
me molto alta (Pz<0,64), alta (0,64<Pz>1) o nulla
(Pz=1)". Ogni ceppo ¢ stato testato in doppio ed il Pz
considerato ¢ rappresentato dalla media dei due valori
di Pz misurati.

Analisi statistica

II T- student test & stato usato per confrontare il valore
di Pz dei ceppi isolati dai cani con e senza lesioni. Il chi-
quadro (x?) & stato usato per confrontare la frequenza di
cani che presentavano almeno un isolato produttore di fo-
sfolipasi nei diversi gruppi. Un valore di p<0,05 & stato
considerato significativo.

RISULTATI

Dei 646 isolati ottenuti dagli 87 cani esaminati, 618
(95,7%) sono stati identificati come M. pachydermatis e 28
(4,3%) come M. furfur.

In particolare, 461 (74,6%) isolati di M. pachydermatis
sono stati raccolti dagli animali con lesioni, 157 (25,4%)
da diversi siti dei cani sani, e i 28 isolati di M. furfur sono
stati raccolti da diversi siti cutanei dei cani sani.

In tutti gli isolati di M. pachydermatis Iattivita fosfolipa-
sica ¢ stata evidenziata dopo dieci giorni di incubazione,



solo in tre isolati tale attivita & stata rilevata dopo sette
giorni di incubazione.

La Tabella 1 riporta il numero e la percentuale dei cani
appartenenti ai gruppi A, B e C che presentano almeno un
isolato di M. pachydermatis con attivita fosfolipasica
(espressa come il valore medio di Pz). Il T-student test ha
permesso di evidenziare differenze significative fra i valori
di Pz degli isolati provenienti dai tre gruppi (i.e. A B e C)
(Tab. 1). L’analisi statistica (X?) ha permesso di evidenziare
differenze significative fra le percentuali dei cani che pre-
sentavano almeno un isolato con attivita fosfolipasica fra i
gruppi esaminati (Tab. 1). La Tabella 2 mostra i risultati
dell’attivita fosfolipasica di isolati di M. pachydermatis
classificati secondo il valore di Pz.

CONCLUSIONI

Uno dei principali quesiti nello studio delle dermatiti
e/o otiti da Malassezia spp. & come tali organismi commen-
sali possano divenire organismi patogeni opportunisti.

Lesistenza di una correlazione fra produzione di fosfoli-
pasi e patogenicita dei lieviti ¢ stata precedentemente stu-
diata per C. albicans®>*> ¢ e per C. neoformans'® 12,

In particolare, ¢ stato dimostrato che isolati di C. a/bi-
cans con alto potenziale patogeno (i.e. elevato grado di
adesione alle cellule epiteliali orali) presentano una piu al-
ta attivita fosfolipasica dei lieviti che costituiscono la nor-
male microflora’. Inoltre, isolati di C. albicans provenienti
da pazienti con infezioni ematiche (candidemie) hanno
una maggiore attivita fosfolipasica rispetto a quella eviden-
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ziata in isolati provenienti da ferite o da infezioni urinarie
(candidosi)*’. Similmente, ¢ stato dimostrato che isolati di
C. neoformans provenienti da infezioni in pazienti con
AIDS mostrano piu alta attivita fosfolipasica rispetto agli
isolati provenienti dai pazienti non affetti da AIDS!" 12,

Per quanto riguarda M. pachydermatis, in un solo studio
¢ stata evidenziata la produzione di fosfolipasi da parte de-
gli isolati da cani con lesioni'®. Nel presente studio, tutti
gli isolati da cani con lesioni (gruppo A) hanno evidenzia-
to attivita fosfolipasica, diversamente dagli isolati prove-
nienti da cani dei gruppi B e C. Per contro, soltanto cin-
que cani sani (gruppo C) hanno presentato uno o pill iso-
lati produttori di fosfolipasi. In particolare, una percen-
tuale molto alta di isolati di M. pachydermatis del gruppo
A (93,9%) ha prodotto fosfolipasi, rispetto a quelli del
gruppo B (41,8%) e del gruppo C (10,6%).

Inoltre, gli isolati di M. pachydermatis raccolti dai siti
cutanei di lesione hanno presentato una attivita fosfolipa-
sica significativamente piu elevata (Pz <0,05) di quella
prodotta da isolati del gruppo B e C. Tali osservazioni sug-
geriscono che I'attivita fosfolipasica pud svolgere un ruolo
importante nell’insorgenza delle lesioni cutanee nei cani.

La presenza sulle lesioni cutanee di quattro (6,0%) iso-
lati di M. pachydermatis che non producevano fosfolipasi
insieme a quelle che le producevano, puo essere dovuta al
fatto che le lesioni erano in una fase precoce dell’infezione
e nel sito di lesione potevano essere contemporaneamente
presenti isolati di M. pachydermatis patogena e non pato-
gena come anche alla produzione da parte di tali isolati di
altri enzimi quali proteasi e/o perossidasi responsabili del-
la inflammazione®.

Tabella 1
Numero e percentuale di cani appartenenti ai gruppi A, B e C che presentano almeno un isolato con attivita fosfolipasica. L’attivita fosfolipasica e
espressa come il valore medio di Pz. Le differenze statistiche sono indicate con la stessa lettera

Isolati Cani Isolati di M. pachydermatis
Positivi/tot % Positivi/tot % Valori di Pz Valore medio di Pz (ds)
Gruppo A 33/33 100 a 62/66 93,9b 0,46-1 0,72 (0,13)c
Gruppo B 28/33 84,82 51/122 41,8b 0,48-1 0,89 (0,15)c
Gruppo C 5/11 4552 7/66 10,6 b 0,46-1 0,97 (0,10)c
TOTALE = = 120 47,2 =
Tabella 2

Attivita fosfolipasica di isolati di Malassezia pachydermatis, classificata in base al valore di Pz

Isolati Molto alto Alto Nullo
Pz<0,64 0,64<Pz<1 Pz=1

N/tot % N/tot % N/tot %
Gruppo A 18/66 27,3 44/66 66,6 4/66 6,0
Gruppo B 15/122 12,3 36/122 29,5 71122 58,2
Gruppo C 2/66 3,0 5/66 75 59/66 89,4
TOTALE 34/254 13,4 85/254 8ok5 134/254 52,8
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Per contro, 'individuazione di sette isolati (10,5%) di
M. pachydermatis che producevano fosfolipasi da cinque
(45,5%) cani sani (gruppo C) pud essere spiegato dal fatto
che le lesioni non erano ancora comparse al momento del
prelievo del campione.

Per concludere, I'individuazione dell’attivita fosfolipasi-
canel 41,4% degli isolati da 28 (84,8%) cani del gruppo B
conferma il presupposto che i cani che presentano un solo
sito di lesione albergano popolazioni di M. pachydermatis
produttrici e non di fosfolipasi in siti senza lesioni cutanee
rilevabili. Cio pud essere dovuto ad una contaminazione a
partire dalla cute con lesione o ad una mutevole patogeni-
cita della popolazione dei lieviti commensali.

La misurazione della Pz tramite coltura in terreno al
rosso d'uovo’ si & rivelata una metodica semplice. E im-
portante segnalare che per rilevare Iattivita fosfolipasica
di M. pachydermatis sono stati necessari dieci giorni di in-
cubazione a 32°C, a differenza dei due e dei sei giorni ne-
cessari per C. albicans e C. neoformans, rispettivamente® ',
Questi risultati confermano quelli di altri autori'® ed indi-
cano che i lieviti del genere Malassezia producono fosfoli-
pasi pit lentamente di C. albicans e C. neoformans. Questo
studio suggerisce che I’attivita fosfolipasica rappresenta
uno dei fattori di virulenza del lievito e pud avere un ruolo
nell’'insorgenza delle lesioni cutanee. Tuttavia, le fosfolipa-
si dovrebbero essere considerate come uno dei tanti fatto-
ri, coinvolti nella complessa interazione fra lievito e ospite,
che conducono allo sviluppo delle lesioni cutanee.
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