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1. Un échantillon de 500 oreilles de chien.
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B.

2. Un échantillon de 500 oreilles de chat.

Quelle est la prévalence de M. pachydermatis dans les oreilles saines, dans les oreilles

sales ou dans les oreilles atteintes d’otite externe ?
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1. Prévalence de M. pachydermatis dans les oreilles saines de chien et de chat.
2. Prévalence de M. pachydermatis dans les oreilles sales du chien et du chat.
3. Prévalence de M. pachydermatis dans les otites du chien et du chat.
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3. A partir d’oreilles atteintes d’otite externe, y a-t-il une différence de prévalence
entre les chiens et les chats ?
Y a-t-il une relation entre atteinte clinique et présence de Malassezia pachydermatis ?
1. Chez le chien.
2. Chez le chat.
Y a-t-il une différence liée au sexe dans le portage de la levure ?
1. Chez le chien : pas de différence significative au seuil de 5%.
2. Chez le chat : pas de relation entre sexe et port de la levure.
Y a-t-il une différence de prévalence en fonction de 1’dge de ’animal ?
1. Chez le chien, I’age n’intervient pas.
2. Chez le chat, I’age n’intervient pas.
Y a-t-il une différence liée au port des oreilles dans la prévalence de M. pachydermatis ?

1. En prenant en compte I’ensemble de notre échantillon : pas de différence significative.
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Y a-t-il une corrélation entre la note obtenue par le calque et celle obtenue
par la culture ?

1. Calque et culture sur les oreilles de chiens.

2. Calque et culture sur les oreilles de chats.

3. Calque et culture sur les 1000 prélévements.

III. Discussion

OTEON®

Une prévalence comparable a beaucoup d’études.

Une prévalence différente selon I’espéce pour les oreilles saines.

Une prévalence qui est influencée par 1’atteinte clinique.

Une différence selon le port des oreilles de chien uniquement pour les oreilles malades.
Pas de différence liée au sexe quelle que soit I’espéce étudiée.

Pas de différence selon le mode de vie isolé ou non a d’autres carnivores domestiques.
Pas de différence significative selon la méthode de diagnostic.

CONCLUSION
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Malassezia pachydermatis est une levure présente sur la peau, sur les muqueuses ou dans les
oreilles de nombreux animaux sauvages ou domestiques. Elle est par exemple hébergé par
certains oiseaux (47, 84, 229, 264), des mammiféres sauvages marins ou terrestres (72, 138,
147, 186, 236, 266, 267), ou encore divers mammifeéres domestiques (78, 131, 144, 147, 149,
208). Aussi, le praticien vétérinaire pourra fréquemment lui étre confronté lors de
I’observation de prélévements que 1’animal soit sain ou malade.

Nous limiterons nos investigations aux oreilles des carnivores domestiques et plus
particulierement aux chiens et aux chats.

Aprés une mise au point des connaissances actuelles sur M. pachydermatis, nous nous
intéresserons a une étude de la prévalence de cette levure dans les oreilles de 250 chiens et de
250 chats tout venant & la consultation de Parasitologie-Dermatologie de 1’Ecole Nationale
Vétérinaire de Toulouse.
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Premiere Partie
Données bibliographiques

I. Systématique et historique de Malassezia pachydermatis.
A. Généralités.

Le terme de levure vient du verbe « lever », puisqu’en effet certains de ces organismes
unicellulaires sont employés pour leurs propriétés levantes des pates farineuses.

Les levures comme tous les champignons unicellulaires sont des organismes eucaryotes qui
ne présentent aucune structure tissulaire, ne possédent aucun pigment assimilateur et dont
leur seule partie constituante est désignée le thalle.

Ce thalle revétit la forme d’une cellule unique plus ou moins ovale qui se multiplie par
bourgeonnement successif [figure 1, a partir de 1’observation de levures du genre
Malassezia]. Leur origine proviendrait probablement d’arthrospores unicellulaires qui ont
acquis la capacité de bourgeonner (91).

Figure 1

Levures du genre Malassezia vues au microscope optique
[objectif x100]
Ce sont des cellules uniques qui se multiplient par bourgeonnement.

@Q 10
Milieu de culture Colonies de levures Q ?
dans une boite de Pétri du genre Malassezia, G

chacune forme un
petit amas. 0 6
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B. Place actuelle de Malassezia pachyvdermatis dans la nomenclature :
les Deutéromyceétes Blastomyceétes.

e Les Deutéromycetes [tableau 1] :

Il s’agit d’un ensemble hétérogene qui englobe des especes dont on ne connait pas de
reproduction sexuée. Pourtant, cette classe dite des Fungi imperfecti n’aurait plus lieu
d’exister puisqu’il a pu étre, sur des milieux appropriés, démontré 1’existence d’une
reproduction sexuée pour certaines levures comme les Aspergillacées, les Dermatophytes ou
encore Blastomyces, Histoplasma et Crytococcus qui forment en effet des ascospores ou des
basidiospores (91). Euzéby préfére donc plutdt parler de « champignons levuriformes » que
de Deutéromycetes Blastomycetes (91).

Cette classification botanique apparait encore de nos jours fortement compliquée par le fait
que ces champignons étaient par erreur classés deux fois. La premicre fois, in vitro, ils
étaient répertoriés parmi les champignons inférieurs, puisque ne possédant qu’une
multiplication asexuée. Puis, in vivo au cceur de la lésion, on les répertoriait a nouveau mais
cette fois a 1’état parasite avec des structures typiques de reproduction sexuée (91).

* Dans les Blastomyceétes :

Il reste établi que les levures peuvent étre encore appelées « blastospores » ou « spores de
bourgeonnement ». Lors de la reproduction asexuée, des cellules filles prennent naissance a
un ou aux deux poéles de la cellule mére, puis soit s’en détachent, soit y restent soudées et
bourgeonnent a leur tour pour former ainsi un filament que ’on nomme pseudo-mycélium
(91) [figure 2]. A ce jour, ’observation de pseudo-mycélium issu de la multiplication de
M. pachydermatis reste tres délicate et nécessite des milieux adaptés [cf infra].

M. pachydermatis est classée par Kreger-van Rij au sein de la famille des Crypfococcaceae
(181).

Figure 2 : Mode de multiplication des champignons levuriformes,
d’apres les dessins de Euzéby (91).

Séparation des deux cellules (observation classique de Malassezia pachydermatis) :



18

* Certaines caractéristiques la rapprocheraient pourtant plus des Basidiomycetes.

Drouhet (77), par 1’étude de la constitution du génome [pourcentage guanine et cytosine],
apporte une indication quant a la forte ressemblance des Malassezia avec la classe des
basidiomycetes. D'autres points communs les en rapprochent comme le fait d’hydrolyser
I’urée (282, 322), la structure caractéristique de la paroi (279, 289), la résistance de cette paroi
a I’action lytique de la [3(1,3)-D-glucanase (18) ou la coloration positive au bleu de diazonium
(279).

Selon Guillot (135), ces levures se seraient séparées depuis longtemps des autres
Basidiomycetes en élisant domicile sur la peau des vertébrés homéothermes et se seraient
adaptées par leur lipophilie a cet environnement trés particulier.

C. Origine du nom de Malassezia pachydermatis.

1. Malassezia et Pityrosporum, deux noms pour un méme genre.

L’historique de la dénomination Malassezia pachydermatis [figure 3] est fortement liée a
celle d’une autre levure appartenant au méme genre, responsable du pityriasis chez I’homme :
Malassezia furfur.

En 1846, Eichstedt (88) démontra par l'observation de filaments mycéliens et de spores, la
nature fongique du pityriasis versicolor qui, chez I'homme, provoque la formation de fines
desquamations localisées principalement sur le tronc et la racine des membres. En 1874,
Malassez observe des entités unicellulaires et des filaments dans les pellicules et les cheveux
humains lors de pityriasis capitis (206). D'apres ces derniers travaux, le genre Malassezia sera
créé par Baillon en 1889 pour nommer les formes filamenteuses (14).

Le genre Pityrosporum sera créé par Sabouraud en 1904 pour nommer les structures
bourgeonnantes associées au pityriasis capitis (263).

Ainsi apparurent deux termes : Malassezia du fait de la présence de structures filamenteuses
sur le site de la l1ésion et Pityrosporum pour les formes ovales caractéristiques.

Malassezia et Pityrosporum seront reconnus comme synonymes des 1927 (3), mais, il
faudra attendre 1983 pour que cela soit officialisé lors de réédition de traités des levures par
Barnett (17) et en 1984 par Yarrow (322).

Aussi méme si certains (109) souhaitaient voir reconnu le terme de « Pityrosporum » en
hommage a son auteur, ou simplement dans un but phonétique (77), « Pityrosporum »
illustrant selon eux mieux une levure, la régle de D’antériorit¢ donnera sa faveur a
« Malassezia ».

2. M. rhinocerosum, M. pachydermatis et M. canis sont synonymes.

En 1925, Weidman (313) est le premier a isoler de squames de rhinocéros une levure qui
semble correspondre au genre Pityrosporum ; mais de taille plus petite, de forme ovalaire plus
réguliére que P. furfur et surtout se développant sur milieu de Sabouraud simple, il la
dénomma P. pachydermatis.



1846
Eichstedt décrit des filaments issus
de 1ésions de pityriasis versicolor.

1874
Malassez observe des levures
dans les pellicules et les

Figure 3 : Dénomination de
Malassezia pachydermatis, Historique.

cheveux humains. \

1904 .

d%:‘; : a partir de I’observation de la

forme filamenteuse de M. furfur.

' : & partir de I’observation de

AN Sabouraud crée le genre
1889 N Pityrosporum.
Baillon crée le genre
Malassezia .
\ rd Collection de Sabouraud
1927 Pityrosporum rhinocerosum

Acton et Panja relient les deux
genres Malassezia et Pityrosporum
selon eux synonymes.

A

1980
Barnett selon la régle de I’antériorité revient a
Malassezia pachydermatis
Synonymes encore fréquemment retrouvés :
Malassezia canis (61, 183, 209, 288)
Pityrosporum canis (48, 159, 255)
Pityrosporum pachydermatis (48, 288, 323)

M. furfur, levuriforme.

: & partir de I’observation de
M. pachydermatis, levuriforme.

1925
Weidman isole
Pityrosporum pachydermatis
de squames de rhinocéros

~

1934
Looder publie une description et conserve
le terme de Pityrosporum pachydermatis.

/

e

& i
1961 U «

Fraser compare les deux souches et conserve
le terme de Pityrosporum pachydermatis.

l—

1955
Gustafson crée le nom d’espéce
Pityrosporum canis
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Looder (196) publiera la description de 1’espece P. pachydermatis en 1934 qu’il considére
comme synonyme d’une autre, P. rhinocerosum, provenant de la collection de Sabouraud.
Beaucoup plus tard, d’autres auteurs (134) vérifieront cette synonymie par 1’étude du génome
de souches prélevées sur deux rhinocéros et sur différents chiens.

La dénomination P. canis fait son apparition en 1955 suite a une étude de Gustafson sur une
levure isolée d’un conduit auditif de chien atteint d’otite externe, 1’auteur pensait en effet
avoir isol¢ une espece différente de P. pachydermatis (143). Les études de Fraser (106) en
1961, suivies des travaux de Slooff (282) en 1970, permettront d’affirmer que les deux
appellations sont bien synonymes, la régle de I’antériorité 1a encore faisant foi, le terme de
M. pachydermatis est conservé.

Ainsi, nous avons vu que la dénomination officielle reste Malassezia pachydermatis.
Néanmoins, nous pourrons trouver dans la littérature les trois synonymes : Malassezia canis,
Pityrosporum canis, Pityrosporum pachydermatis.

D. Sept biotypes différents pour Malassezia pachydermatis.

Grace a des travaux basés sur 1'étude phylogénétique de la séquence génétique codant pour
la chitine synthétase 2, ont été différenciés sept biotypes différents au sein de 1’espece
M. pachydermatis [notés de la a Ig, figure 4] (65, 129, 133, 136, 162).

Les types Ia, Id et Ie sont plus souvent rencontrés chez le chien avec parfois port des trois en
méme temps (136), le chat, quant a lui, héberge plutdt les types Ia et Ie (136).

Type la A
Type 1b
<
. - . Type lc 3
Figure 4 : Phylogénie basée sur 3.
une séquence d'ARN ribosomial de Type 1d > 5.
I’espéce M. pachydermatis (129, g
3
133). Type le 8
53
Type If

L Typelg )
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v’ Malassezia pachydermatis est une levure appartenant a ce jour aux
Deutéromycétes Blastomycétes, mais cette division des Fungi
imperfecti sera sans doute amenée a disparaitre.

v Beaucoup de caractéristiques génétiques ou structurales la rapprochent
des Basiodiomycétes.

v Malassez est le premier, en 1874, a décrire une levure du genre, le nom
de D’espeéce sera donné par Weidman en 1925. Il est possible de
retrouver dans la littérature différents synonymes : Malassezia canis,
Pityrosporum canis, Pityrosporum pachydermatis.

v’ L’espéce M. pachydermatis est constituée de sept biotypes différents.

L
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II. Description de Malassezia pachydermatis : morphologie,
biologie et conservation.

A. Description de M. pachydermatis.

1. La colonie de Malassezia pachydermatis : deux aspects possibles.

La colonie de M. pachydermatis cultivée en gélose apparait ronde, avec une surface en
coupole (160, 264), punctiforme (191) de 1 a 3 mm de diamétre, blanche jaune pale a créme
(91, 171, 191) ou grisatre (124, 132), opaque, de consistance finement granuleuse a lamellaire
parfois (264) [figure 5]. Ces ilots finissent par confluer (123) et aprés plusieurs jours de
culture apparaissent secs et craquelés, prenant alors un peu I’aspect d’une peau d’orange (48).
La couleur vire au jaune foncé a orange, puis au brun (118, 160, 171, 264).

Sur milieu liquide de Sabouraud, les levures forment un film a la surface qui s’opacifie
durant les 24 a 48 premiéres heures. Puis, cette pellicule devient plus fragile et une partie
tombe au fond du tube (171).

En présence de tétrazolium, la culture prend une teinte rose puis rouge ou violet foncé (264).

Figure 5 :
Photo de colonies de M. pachydermatis
isolées dans une boite de Pétri sur
milieu de Sabouraud supplémenté en

chloramphénicol. = Nous  pouvons
observer des colonies de tailles
différentes. [Photo personnelle]

Nous avons pu trouver dans la littérature
I’existence de deux formes différentes de Fioure 6 -
colonies (1, 48, 111, 308) de Sl

. s eor , Deux types de colonies
M. pachydermatis, leur seule différence étant .
] . de M. pachydermatis sur
leur taille respective [figures 5 et 6]. En effet, A o1
i ) ; le méme milieu de culture (155)
la plus petite colonie mesure de 300 pm a
1 mm alors que I’autre peut étre trois fois plus
grande. Les levures formant de grandes
colonies semblent étre isolées plus
fréquemment dans les oreilles (155) et sur la
peau des chiens (156).

Différentes explications peuvent étre

données, la premicre (48) est une

augmentation de taille progressive avec le |Grosse Colonie Petite Colonie
temps, 1’observation quotidienne des colonies | Acides oléique, Acides myristique,
tend a la réfuter ; la deuxiéme est donnée par palmitique, palmitique,
Huang (154) qui, a partir de Malassezia SISO G SSRGS

, . . linoléique linoléique
récupérées sur la peau et dans les oreilles de

chiens, isola trois souches donnant des
colonies de tailles différentes, il les qualifia de petite, intermédiaire [une seule souche sur
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les dix] ou grande. Le méme auteur montra que cette différence était corrélée a la
composition en acides gras (154). En effet, les levures des grosses colonies sont composées
des acides oléique, palmitique, stéarique et linoléique, alors que celles des colonies plus
petites contiennent les acides myristique, palmitique, stéarique, linoléique et encore cinq
autres non identifiés [figure 6]. Huang démontra de plus qu’il est impossible de passer d’une
souche a I’autre en changeant les acides gras présents dans le milieu de culture (154).

Enfin, une troisieme explication serait de supposer qu’il s’agit d’especes différentes de
Malassezia. Des études phylogénétiques ont montré qu’il s’agit bien de M. pachydermatis et
que les types de colonies correspondent a des biotypes différents (129, 134).

2. Etude morphologique et structurale de la levure.

2.1. Morphologie de la levure.

Seule la morphologie de Malassezia pachydermatis nous intéresse, mais nombreux sont les
auteurs qui la décrivent comme caractéristique de I’ensemble du genre (42, 91, 278, 283).

Cette levure possede une forme ovale ou, lors de division, en bouteille (54, 127, 158, 160,
185, 194, 218, 264, 278, 283) [figures 7 et 8], elle est aussi qualifiée d'aspect en cacahucte
(11,203, 254).

D’autres formes ont aussi pu étre observées comme une silhouette ronde (160, 253, 264),
une autre en fuseau (253) ou encore en haltére (264).

Malassezia pachydermatis mesure en moyenne 5 Um de long sur 3 pm de large [figure 7],
ces valeurs moyennes sont données par une étude de Kures (185) mais nous avons pu relever
dans I’ensemble de la littérature des écarts allant de 2 a 8 um de long sur 1,5 a 5 pm de large.
Ce sont entre autres ces variations de taille qui avaient entrainé¢ abusivement Buxton (48) a
séparer Pityrosporum canis [2 2 4 Um sur 4 a 6 um] et Pityrosporum pachydermatis [2 a 3 pm
sur 3 a 5 um] en deux especes distinctes.

A Figure 7
Malassezia pachydermatis
en bourgeonnement.

Cellule meére

5 Hm
Bourrelet cicatriciel :
bourgeonnement unipolaire a base large.
Y Blastoconidie ou cellule fille en formation.
B ——
3 Um

Malassezia pachydermatis présente un bourgeonnement unipolaire a base large (185, 191,
212) au niveau duquel se forme une collerette (127, 161) ou plus rarement un septum (264),
sorte de bourrelet cicatriciel faisant suite a la naissance de cellules filles. Il n’a jamais été
visualis¢ de bourgeonnement multiple comme I’avait signalé Randjandiche (253) pour
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Malassezia ovale.

Des 1889, Matakieft [(221), figure 9] décrivait la paroi comme épaisse et spiralée pour le
genre Malassezia, ces observations seront précisées grace a I’emploi de la microscopie
¢lectronique.

. L
Figure 8 :
Examen direct du cérumen d'un 9.. .;a'

chien grice a un objectif a

immersion x100 aprés fixation et 'l a %
coloration au bleu de toluidine : de ‘ ’J\'
trés nombreuses levures du genre .
Malassezia sont visibles. ® &

Photo : Pr. Franc, Service de

Dermatologie-Parasitologie de l ‘ " ﬁ

I’EN.V.T.

2.2. Aspect de la forme filamenteuse : une forme étudiée uniquement in vitro.

Beaucoup d’auteurs n’ont pu observer de M. pachydermatis que son aspect levuriforme et
caractérisaient donc I’espeéce comme ne formant ni mycelium, ni pseudomycelium (11, 18, 48,
54, 160, 176, 185, 187, 210, 254, 258, 283). Dans des conditions particuli¢res, c’est-a-dire in
vitro sur milieu enrichi en cholestérol (94, 237) et placée en aérophilie ou mieux en
microaérophilie [5% O,, 10% CO; et 85% N;] (94), il semble que cette levure soit capable
d’émettre des pseudohyphes (97) ou de rares hyphes (237), mais cela reste trés délicat. Ces
filaments resteront de taille plus réduite que ceux produits dans les mémes conditions par
M. furfur (94). Euzéby (91) émet I'hypothése qu'in vitro la morphologie des levures du genre
Malassezia serait tres instable et le passage de la forme filamenteuse a la forme levure treés
fréquent, d’ou la difficulté de son observation.

L'¢tude de ces formes filamenteuses reste trés liée aux observations de M. furfur et
M. globosa chez lesquelles les hyphes sont considérés in vivo comme des formes d’invasion
lorsque le champignon passe de la vie saprophyte a la vie parasitaire (68). Néanmoins,
contrairement a ce qui a été observé chez ces especes (14, 91, 93, 97), aucun auteur n’a encore
mis en évidence d’hyphes de M. pachydermatis in vivo sur des 1ésions. Guillot (131) émet
pourtant un doute suite a 1’observation d’un prélévement fait sur 1’abdomen d’une chienne
Beagle en lactation chez laquelle il a pu étre observé des filaments mycéliens d’origine
inconnue. Sans identification plus avancée, il est impossible de conclure. L auteur se demande
si les changements de constitution chimique de la peau sous influence hormonale lors de la
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gestation, associés aux traumatismes qu’infligent les chiots lors de la tétée, ne constitueraient
pas un milieu favorable au développement in vivo de filaments de M. pachydermatis.

[Mise en garde : Les figures 9 et 10 sont tirées de 'observation de M. furfur
présente sur les 1ésions de pityriasis versicolor chez I'hnomme.]

Figure 9 ci-contre : ‘% @ %
Dessins de Matakieff (221) _
d’aprés son observation de ! %
M. furfur. A noter les détails #) ﬁ
3,

de la paroi obtenus grace a la
microscopie optique.

Figure 10 ci-contre :

« Examen  direct de  squames -
provenant de lésions de pityriasis
versicolor. Des levures arrondies avec i *

un site de bourgeonnement étroit Ly ES 2 i
[fleche] sont associées a des filaments f" A e
mycéliens [objectif x 100] » [légende £ A

et clich¢ Service de Parasitologie ¢ \ :
ENVA] (138b).

2.3. Observation au microscope €lectronique.

Des études ont été menées afin d’observer I’ensemble des levures du genre Malassezia au
microscope ¢lectronique a transmission (16, 77, 99, 164, 171, 180, 243, 279, 289, 320) ou a
balayage (1, 44, 77, 127, 243, 291).

Chez M. pachydermatis vue en microscopie €lectronique a balayage, nous retrouvons [figure
11] le bourrelet cicatriciel unipolaire consécutif a des bourgeonnements répétés et déja décrit
en microscopie optique.

Figure 11 ci-contre (photo 135b) :

M. pachydermatis au microscope
¢lectronique & balayage. Nous
pouvons observer la  collerette
cicatricielle [fleche]. La division
s’achéve, la cellule fille est a droite, la
cellule mere a gauche.
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Grace a la microscopie électronique a transmission, apres coloration au permanganate, nous
pouvons observer son ultrastructure [figures 12 a 14].

¢ La paroi de Malassezia spp., différente des autres levures, serait caractéristique
du genre (289), elle est en effet trés épaisse (1, 289) [encore plus épaisse pour
M. pachydermatis que pour M. furfur (1)] et pluri-lamellaire (1, 289) avec au
moins trois strates distinctes (1) [figure 13]. Cet aspect lamellaire est surtout bien
visible dans les zones de cicatrices de la paroi (289). Comme cela a déja été
observé grace a la microscopie optique (221), nous avons la confirmation que
cette paroi a la particularité d’étre hélicoidale oblique par rapport au grand axe de
la levure (77).

Figure 12 ci-contre [photo : (243)] : Etude de la
structure de la paroi de M. pachydermatis en
microscopie  électronique a4  transmission
[grossissement x 15000].

La formation de parois entre les

membranes protoplasmiques permettra <

la séparation des cellules mére et fille.

La face interne de la paroi forme
des crétes auxquelles la membrane
protoplasmique semble adhérer.

La paroi cellulaire est épaisse.
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La face interne de la paroi, a laquelle la membrane protoplasmique semble adhérer
fermement en plusieurs points (289), est ondulée (289) formant ainsi 14 a 16 petites

crétes (171) [figure 13 et 14].

Figure 13 ci contre [photo : (243)] :

Détails de la paroi vus grace a la microscopie
¢lectronique a transmission [grossissement x 30000].

La paroi [CW] est pluri-lamellaire, sa
face interne forme des crétes.

Vacuole

Figure 14 ci-dessous [photo : (192)] : Ultrastructure de Malassezia pachydermatis,
[N] noyau, [m] mitochondrie, [vac] vacuole, [CW] paroi cellulaire, grossissement
x 20000. Nous retrouvons les crétes sur la face interne de la paroi [fleche
hachurée]. Nous pouvons aussi observer la formation de 1’ébauche de paroi

séparatrice, décrite a la figure 15d [fleches grises].
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La formation de la paroi entre cellule mére et fille lors de la reproduction asexuée permettra
leur séparation, nous avons représenté les différentes étapes du processus dans la figure 15.

Figure 15 : Processus de multiplication asexuée de M. pachydermatis.

Hors phase de multiplication [a], les bourrelets cicatriciels sont tout de méme visibles.
Cette collerette est bien la preuve que la multiplication débute toujours au méme podle de
la cellule [b]. Le développement du bourgeon se poursuit [c], la levure prend alors la
forme caractéristique dite en bouteille. La paroi cellulaire de séparation entre les cellules
mere et fille débute par la formation de crétes [d], la cellule évolue alors vers sa forme
dite en cacahuete. Une fois que la future cellule fille est pratiquement aussi longue que la
cellule mére et que la synthése de la paroi entre les membranes protoplasmiques des
cellules mére et fille est achevée [¢], elles se séparent [f].

a : b : c
@ |
Certaines études ont permis d’observer les différents organites [figures 14] :

¢ Des mitochondries (1, 289) d’aspect granuleux (1), reconnues comme telle en
raison de leur membrane interne invaginée (289) et mesurant 0,4 pm de long sur
0,1 pm de large (289).

¢ Des granules identifiés comme composés de glycogéne ont pu &tre mis en
évidence (171, 243), ainsi que des vacuoles (1, 243, 289) apparaissant sphériques
sur de nombreuses coupes et semblant contenir des corps gras (1).

¢ Un noyau d'environ 0,8 pm de diamétre peut €tre Iui aussi observé (171, 243,

289). D’autres auteurs ont démontré que ce noyau contient six chromosomes (9)
respectivement de 820, 1100, 1400, 1470, 1660 et 1820 Kb (174).
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B. Biologie : assimilations, utilisation des nutriments et milieux de culture.

1. Assimilation et utilisation des nutriments

L’assimilation et I’activité métabolique ont été étudic¢es par Kiss, Radvanyi et Szigeti sur 80
souches sauvages de M. pachydermatis prises sur des chiens atteints d’otite externe et sur la
souche CBS 1879, référence de I’espéce (171). Les résultats de cette étude sont consignés
dans le tableau 2.

1.1. Assimilation du carbone et de ’azote.

La source de carbone peut étre le glucose (118, 171, 269, 282). Certaines souches semblent
pouvoir assimiler le mannitol (127, 171, 185, 269), le glucitol, le glycérol ou le sorbitol. (91,
264, 269) [tableau 2].

Tableau 2 : Caractéristiques biochimiques de 80 souches sauvages de M. pachydermatis
et de sa souche de référence CBS 1879 [d’aprés les résultats de Kiss et coll. (171)].

TEST Molécule Nombr,e de: souches | Nombre de souches
négatives positives
Glucose 0 80 + CBS 1879
Lactose 80 0
Galactose 80 0
Mannitol 38 42 + CBS 1879
. Maltose 80 0
Assimilation des sucres Tréhalose 20 0
Sucrose 80 0
Sorbitol 40 40 + CBS 1879
Cellobiose 80 0
Ribose 80 0
. L’ensemble des
Fermentation des sucres . 80 + CBS 1879 0
sucres ci-dessus
Peptone 0 80 + CBS 1879
Assimilation des nitrates | (NH4),SO, 80 + CBS 1879 0
KNO; 80 + CBS 1879 0
Assimilation de I’éthanol 80 + CBS 1879 0
Catalase 0 80 + CBS 1879
Uréase 0 80 + CBS 1879
Protéolyse 0 80 + CBS 1879
Digestion de la caséine 0 80 + CBS 1879
Tween 20 0 80 + CBS 1879
Estérase Tween 40 0 80 + CBS 1879
Tween 60 0 80 + CBS 1879
Tween 80 38 + CBS 1879 42
Lécithinase 0 80 + CBS 1879
Peroxidase 0 80 + CBS 1879
Coagulase 80 + CBS 1879 0
Hémagglutination 80 + CBS 1879 0
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L’assimilation d’acides comme les acides lactique et succinique reste assez controversée
puisque possible selon Slooff (282) et jamais mis en évidence par Sanguinetti (269).

L'assimilation des nitrates ou de sulphate d’ammonium comme source d’azote est
impossible (171, 282) mais cet élément peut étre assimilé via les peptones (171).

1.2.  Activité enzymatique.

Certaines activités enzymatiques ont pu étre mise en évidence, notamment phosphatasique
alcaline, estérasique, estérase-lipasique et lipasique (18, 66, 171, 255). Il existe pourtant des
différences entre souches de cette espece, cela a ét¢ démontré par exemple a partir de
I’activité estérasique sur les esters d’acide oléique (171) [Tween 80, tableau 2] ou a partir de
I’activité phosphatasique (42). La digestion de la caséine est décelable par I’apparition d’une
opacification autour des colonies sur un gel a base de lait apres 3 a 4 jours a 37° C (171).

Aucune activité¢ de coagulase ou d'hématogglutinine n'a été observée (171). La fermentation
des sucres n'a jamais €té non plus démontrée (171, 264, 282, 322).

M. pachydermatis présente de plus une activité protéolytique (171, 222, 241) et
péroxidasique (171). L hydrolyse de 1’urée (42, 85, 171, 282, 322) est démontrée par un test
sur gel d’urée de Christensen qui se positive en 24 heures a 35° C (91, 118).

2. Milieux de culture : Malassezia pachydermatis,
une levure lipophile non lipodépendante.

Méme si sa croissance est possible sur les milieux commerciaux utilisés par les praticiens
vétérinaires pour confirmer la présence de dermatophyte (111, 131), I’emploi de milieux
particuliers semble plus adapté.

2.1. Nature du milieu.
a. Un bon développement sur des milieux usuels.

Malassezia pachydermatis est une levure lipophile non lipodépendante. En effet, la
croissance des levures du méme genre, comme M. furfur par exemple, peut étre influencée par
la présence ou non de corps gras naturels. Mais M. pachydermatis est dite non lipodépendante
(91, 131, 214, 283) car, contrairement a M. furfur, elle se contente d’acides gras a courte
chaine [C8] qu’elle trouve dans des milieux usuels comme ceux de Sabouraud (53, 59, 105,
258, 303) ou de Dixon (48, 258) et n’a donc pas besoin en théorie de supplémentation.

Guillot a comparé les milieux de Sabouraud classique et de Dixon modifi¢ (137), il semble
que, dans les mémes conditions d'incubation, le deuxiéme soit plus favorable a la croissance
de Malassezia pachydermatis.

b. Un développement plus hasardeux sur des milieux a base de tissus.

D’autres milieux ont été utilisés avec plus ou moins de succes [tableau 3]. La gélose
contentant une association de tissus de cceur et de cerveau (91, 269) semble convenir pour le
développement. A I’inverse, sur un milieu composé exclusivement de broya de cceur, la
croissance est faible (258).

La gélose au sang ne semble pas idéale (91, 171, 178, 269), le développement des levures y
est réduit et difficile a mettre en évidence. Cole et Carter (53) font pourtant remarquer que la
décoloration du milieu au lieu d’étalement peut €tre une preuve de multiplication, celle-ci
intervient dans les 24 heures suivant la mise en culture et avant qu’aucune colonie ne se soit
développée (171).
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Tableau 3 : Milieux de culture utilisés, références
et remarques évoquées sur chacun d’eux.

Milieux utilisés

Références

| Remarques

Milieux simples

Sabouraud

48, 59, 103, 105, 118,
167,168, 171, 191,
270, 258.

trés employés,

Extrait de malt [Dixon et
Dixon modifié]

40,42, 103, 118, 137,
168,171, 194, 258,
270.

permettent un bon rendement

Mycosel

118.

peu de références

Gélose au sang uniquement

13, 53,91, 108, 171,
178,179, 211, 239.

faible rendement

Milieu aux ceufs de Dorset

48.

peu de références

Milieux avec broya d’organe

Cceur + Poumon

91, 269.

bon rendement

Ceeur

258.

faible croissance

Milieux supplémentés en antibiotique e

t/ou antifongique

Sab.'+ gentamicine [25 pig]

178, 185.

Sab.'+ chloramphénicol
[0,05 mg/mL.]

20, 124, 278, 283.

Cela permet d’élargir
le spectre antibiotique.

Dixon modifié +

Meilleur rendement qu’un

inicol -+
chlorarrn[.)h?n.l col = milieu de Sabouraud (137)
cyclohéximidine

1 s e
Sab. + c.h!oramphenlcol A 94.219.
gentamicine
Sab.'+gentamicine + 185
cyclohéximidine [2 g/L] La cyclohéximidine
Sab.'+ chloramphénicol + [Actidione™] est un

PP 43, 131. . . )

cyclohéximidine antifongique sans action sur
Sab.'+ pénicilline + Malassezia ; au contraire, elle
streptomicine + 303. favorise sa croissance.

cyclohéximidine

Milieux avec optimisation de la croissance

Sab.! et huile d’olive [entrel
et 10 % selon les auteurs]

53,131, 135, 214, 253.

Sab.'+chloramphénicol [50

L’ajout d’huile d’olive est
facilement réalisable et
aiderait

pg] + huile d’olive [2 %] 295.
Sab.'+chloramphénicol+
cyclohéximidine + huile 131.

d’olive

la croissance.

Ajout de Tweens 40, 60 ou 80
[1 %], ou Ajout d’extrait de
levure [1,5 %]

91, 94, 200, 210.

Les Tweens peuvent optimiser
la croissance des levures.

Sab.": Milieu de Sabouraud simple
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Le sang peut tout de méme étre utilisé puisque Blanco obtient de bons résultats avec une
association sang et gélose de MacConkey (27).

c. Intérét de I’ajout d’un antibiotique, d’un antifongique ou de vitamines.

L’ajout d’un antibiotique au milieu de culture [selon la littérature, essentiellement
gentamicine ou chloramphénicol] est pratiqué par certains auteurs [tableau 3]. Ceci permet en
effet d’éviter que des bactéries ne puissent inhiber le développement des levures ou ne
perturbent, par leur présence en trop grand nombre, I’identification des organismes.

Néanmoins, différentes études ont montré que certaines bactéries ne perturberaient pas la
croissance de M. pachydermatis (111) et qu’au contraire les Staphylocoques par exemple
favoriseraient son développement (48, 91, 309). Euzéby I’explique en réussissant, par 1’ajout
d’acide nicotinique [100 ng/mL], a reproduire le méme effet euphorisant que donne aux
levures une colonie de Staphylocoques. Il existe en fait une sorte de symbiose entre les deux
entités, chacune se servant des produits métaboliques de I’autre pour sa propre croissance
(171, 290).

L’acide nicotinique est aussi appelé vitamine PP, c’est la seule vitamine utile a la croissance
de la levure, elle est méme indispensable a certaines souches (171). D’autres vitamines ont été
testées mais sans donner d’effet : la biotine [vitamine H], I’acide folique [vitamine M], le
méso-inositol [vitamine Bios I], I’acide pantothénique [vitamine B5], la pyridoxine [vitamine
B6], la riboflavine [vitamine B2], la thiamine [vitamine B1] par exemple (171).

L’utilisation de cyclohéximidine [Actidione™] est intéressante puisqu’elle permet d’inhiber
le développement de champignons dits « contaminants » dans le milieu. L’avantage est méme
double puisque non seulement la lecture sera facilitée, mais de plus 1’effet antifongique serait
inverse sur Malassezia pachydermatis puisque certains auteurs (18, 91, 161, 185, 305),
décrivent une augmentation du rendement de croissance de la levure en présence de cette
molécule.

d. Intérét de la supplémentation en acide gras a longue chaine.

Nous avons vu que M. pachydermatis n’a besoin pour se développer que d’acides gras a
courtes chaines qu’elle trouve en quantité restreinte mais suffisante sur des milieux comme
celui de Sabouraud classique (283). Pourtant, cette indépendance est a relativiser. En effet,
Kiss et ses collaborateurs ont constaté que la croissance de M. pachydermatis était augmentée
avec supplémentation de 2 % d’huile de germe de mais (171). Ainsi, les souches
supplémentées forment encore des colonies, certes plus petites, au bout d’'une semaine alors
que celles non supplémentées prennent déja une coloration brun-noiratre (171). De méme,
différents auteurs ont pu constater que les repiquages répétés sont plus difficiles sur milieu
non supplémenté en acides gras a longue chaine et que la perte de souches dans ces conditions
y est alors fréquente (48, 91, 131, 135, 214, 253).

Cette différence de croit est démontrée statistiquement au seuil de 5 % a partir d’une étude
portant sur deux lots de prélévements issus des mémes individus (214) et cultivés ['un sur
milieu simple, I’autre sur milieu supplémenté de 1 % d’huile d’olive [figure 16].
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Figure 16 : L’huile d’olive optimise le développement
sur milieu de Sabouraud.

— Milieu 1 (214)
Milieu de Base = Milieu de base \ 12 % de chiens
Peptone.......ccc.e....... 10 g porteurs sur le corps
Glucose......cccuvee.ne. 20g et les deux oreilles

Gélose......ccovvennnnn. 20g 5 -

Chloramphénicol..... lg Milieu 2 26 % de chiens

eau distillée.qsp 1litre Milieu de base supplémenté porteurs sur le corps
de 1 % d’Huile d’olive et les deux oreilles.

Certains auteurs ont pu remarquer des phénoménes identiques d’optimisation avec une
supplémentation du milieu en Tweens 40 et 60 (177, 200, 253). Cela est plus variable avec les
Tweens 20 ou 80 ; puisque selon les souches, soit les molécules ne procurent aucun effet
bénéfique (64), soit au contraire ont a des concentrations trés élevées un effet néfaste sur la
croissance (135b).

L’ajout d’extrait de ces mémes levures [notamment de leurs propres acides gras]
optimiserait leur croissance (91, 200) avec par exemple un développement en 24 heures sur un
milieu de Sabouraud supplémenté d’extrait de levure (200).

Néanmoins, 1’apport en acides gras ne doit pas étre excessif puisque Euzéby (91) rapporte
quun exces d’huile est néfaste au développement des Malassezia. Aussi, s’il y a
supplémentation, celle-ci reste de 'ordre de 1 a 2 % (94, 131, 135, 214) jusqu'a 10 % (255) et
se fait en général grace a un rajout d’huile d’olive (52, 53, 91, 131, 214), de noix de coco (52,
53) ou de lait en poudre (242).

De plus, tous les acides gras ne semblent pas convenir, il en existe en effet dans le cérumen
des chiens qui inhiberaient le développement de micro-organismes (154), résultats qui
corroborent d’autres travaux qui notaient déja une activité bactéricide et fongicide de certains
acides gras du cérumen humain (55, 227).

2.2. Températures et durées d’incubation.

Le rendement du développement de Malassezia pachydermatis n’est pas seulement
influencé par la nature du milieu, en effet la température d’incubation et sa durée jouent, elles
aussi, un rdle prépondérant.

a. A température faible, temps d’incubation long.

Virat (308) nous rapporte qu’il faut cinq jours pour un développement de levures placées a
28° C.

D’autres études montrérent que méme autour de 25° C durant sept a dix jours, la croissance
des colonies est ralentie (35, 264) mais reste possible (117, 127, 282, 322). A ces
températures, il faut néanmoins attendre trois (2) voire quatre semaines (281) pour affirmer
que la culture est négative.
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b. Températures et durées d’incubation optimale.

La température la plus souvent choisie (160, 191, 255, 264, 283) et vue comme optimale
(185, 264) apparait étre 37° C ; il faudra alors compter 2 a 3 jours (48, 118, 135, 214) voire
4 jours (94) d’incubation sur milieu de Sabouraud classique. Néanmoins, certains auteurs ne
démontrent pas de différence statistique significative entre mise en culture a 32° ou 37° C (23,
395).

A l'inverse, la croissance semble inhibée & partir de 40 & 45° C (118, 264).

2.3. Atmosphere d’incubation.

L’incubation se fait & pression atmosphérique. A partir de 1’étude de la croissance de
Malassezia furfur, il semblerait qu’il puisse étre assez favorable de placer les boites de Pétri
dans des sacs hermétiques en plastique [sans différence avec I’emploi de Biobag“d] (23, 96,
248). La teneur résiduelle en gaz carbonique sera alors augmentée, ce qui favorise le
développement des levures lipophiles (23). Il a méme été envisagé, comme pour M. furfur, de
placer les cultures directement en milieu contenant 5 % de CO, (178).

Mais ce gain de croit grace au CO; est-il transposable a la culture de M. pachydermatis ?
L’augmentation de sa croissance varie en fait en fonction du milieu de culture. En effet, il
n’existe pas de différence significative sur milieu de Dixon modifié¢ (35) ou de Sabouraud
additionné de Tween 80 et d’huile d’olive (94) entre croissance sous atmosphére ambiante,
sous un air chargé de 7 % de CO, ou en microaérophilie. A I’inverse, sur milieu de Sabouraud
classique, une différence est bien significative au seuil de 5 % entre culture sous atmosphere
normale et celle contenant 5 a 10 % de CO, (35).

L'oxygene est nécessaire puisque la croissance est trés faible en anaérobie (94).

C. Conservation des souches.

Méme si il semble que Malassezia pachydermatis résiste quatre semaines entre 15° et 26° C
dans la terre et la poussiere (111), la conservation des souches passe par des repiquages, par le
froid ou par la lyophilisation.

1. La conservation par repiquage.

Deux possibilités peuvent étre envisagées : laisser les colonies dans un milieu de
conservation ou pratiquer des repiquages successifs.

Randjandiche (253) par exemple maintient la méme souche en la plagant sur un milieu de
Dixon modifié. Ainsi, aprés culture pendant 10 jours a 37° C, les tubes sont fermés
hermétiquement et pourront étre conservés a température ambiante sans repiquage au moins
14 mois.

La conservation d’une souche sauvage de Malassezia pachydermatis a partir de repiquages
successifs est possible. Néanmoins cette méthode est considérée comme assez fastidieuse et
délicate puisque le risque de perte de la souche est grand; les colonies vieillissent et
dégénérent en effet assez rapidement (48, 91, 131, 214, 264). Ainsi Guillot, par exemple, en
utilisant un milieu Sabouraud, cyclohéximidine, chloramphénicol et des repiquages
uniquement tous les deux mois, n’a pu conserver que 60 % des souches initiales au bout de
huit mois (131).

Il est possible d’espacer les repiquages d'un mois par ajout de Tween 80 dans le milieu de
culture (131, 253), ou de trois mois a température ambiante par addition de Tween 80 et
d’extrait de levures [1,5 %] sur un milieu de dextrose (200).
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Enfin, toujours afin d’éviter les repiquages, il peut étre envisagé I’emploi d’un film
protecteur placé sur les cultures, par exemple de I’huile de paraffine stérilisée (45). Aussi le
repiquage comme méthode de conservation donne d’assez bons résultats, méme si il est
démontré que le froid est plus efficace (87).

2. La conservation par le froid.

Les différentes formes de conservation par le froid ayant été étudiées sont la réfrigération a
+4° C (229, 253), la congélation a -50° C (131) ou a -80° C (71, 87) et 'immersion dans
I’azote liquide (45, 229).

Contrairement aux levures lipodépendantes, la réfrigération a +4° C en vue de conservation
de M. pachydermatis semble donner de mauvais résultats (229, 253).

L’emploi de la congélation a -50° C est possible et donne de bons taux de survie (131) a
condition que le milieu soit enrichi en huile d’olive ou en Tween 80 (131). La décongélation
suivie de la recongélation d’un méme tube, pratiquée jusqu’a trois fois de suite, n’affecterait
pas la survie des levures (131).

L’emploi de 1’azote liquide est envisageable (45, 229) a condition d’utiliser un agent
cryoprotecteur.

3. La conservation par lyophilisation.

La lyophilisation permettrait une conservation a trés long terme (87, 129, 229).

En conclusion de cette partie, grace aux connaissances actuelles, la culture de
Malassezia pachydermatis est trés aisée a condition de respecter les conditions de milieu, de
température et les durées d’incubation.
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v' La colonie de M. pachydermatis est blanche, punctiforme, de 2 mm de
diamétre environ.

v" Cette levure posséde une forme ovale ou en bouteille lors des divisions.
Elle mesure environ 5 pm de long sur 3 pm de large.

v M. pachydermatis présente un bourgeonnement unipolaire a base large
au niveau duquel se forme une collerette, sorte de bourrelet cicatriciel
faisant suite a la naissance de cellules filles.

v" Le milieu qui semblerait donner les meilleurs résultats serait celui décrit
par la figure 17 : milieu de Dixon modifié et supplémenté (137).

Figure 17 : Milieu de bon rendement pour
la culture de M. pachydermatis.

Milieu de Culture (137) :

— — & = Extrait de Malt : 3,5%
- = Ox bile déhydraté : 2%
| Tween 40 : 1%
Glycérol : 0,2%
s\ Acide oléique : 0,2%
Agar: 1,2%
Etuve 4 37° C Chloramphénicol : 0,5%

Cycloheximide : 0,5%

v La conservation par repiquage peut étre utilisée a relativement court
terme. A plus long terme, la congélation ou la lyophilisation sont plus
adaptées (87).

L. ..
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Figures 18 a 22 : Photos et commentaires d’apres Guillot, Ghého et
Midgley (135).

500 nm

! —

¥ ‘ Figure 19 ci-contre

ik a_droite : M. furfur,
. ) 500 nm grand polymorphisme
Figure 18 ci-dessus : ~— avec  des  cellules

M. pachydermatis, cellule courte et
ovale se reproduisant sur un site tres
large.

ovales ou arrondies ;
le site de bourgeon-
nement est, 1a encore,
a base large.

500 nm

*~—s

Figure 20 ci-contre & gauche : M. sympodialis, sur le
cliché nous pouvons observer le noyau [N], plusieurs
mitochondries allongées [Mt] et des vacuoles [V]. L’isthme
de bourgeonnement est de taille moyenne. Le nom vient de
I’observation du bourgeonnement qui parait de type
sympodial, c’est-a-dire qu’un bourgeon se forme alors que
le précédent n’est pas tout a fait libéré.

500 nm
*—o

Figure 21 ci-contre a droite :

M. obtusa, cellule ovale de grande
taille avec un site de bourgeon-
nement large. Son nom est choisi
en référence a 1’anglais « obtuse »
qui en mycologie qualifie une
forme cylindrique aux extrémités
légérement arrondies.

Figure 22 ci-contre 4 gauche :
M. globosa, cellule sphérique
avec un site de bourgeonnement
trés étroit. La cellule fille peut
présenter une forme plus
allongée alors que la cellule mere
reste bien ronde.

500 nm
*—o
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III. Les quatre autres espéces de Malassezia décrites chez le chien et le chat.

Hormis M. pachydermatis, neuf espéces ont été décrites pour le genre Malassezia, toutes
lipodépendantes (135). M. pachydermatis a été la premiére identifiée chez le chien et le chat.
Depuis, quatre autres ont été observées chez ces carnivores domestiques.

A. Les autres especes observées a ce jour chez le chien et/ou le chat.

A ce jour quatre espéces, hormis M. pachydermatis, semblent présentes sur la peau de chiens
et/ou de chats, il s’agit de M. sympodialis (38, 135, 252), M. globosa (38), M. furfur (56, 67)
et M. obtusa (69). Elles auraient une double origine, I’homme et 1’animal (38, 56, 69, 78, 135,
252).

Il s’agit bien d’espéces totalement distinctes (139, 162) que nous présenterons trés
succinctement a partir des images issues de la microscopie €lectronique a transmission et des
observations faites par Guillot, Ghého et Midgley (135) [figures 18 a 22, page ci-contre]. Pour
chacune de ces especes, la colonie de référence figure dans le tableau 4.

Tableau 4 : Les espéces du genre Malassezia connues chez le chien et/ou le chat

Espéce Isolement de référence Séquences ARNr Photos
M. pachydermatis CBS 1879, culture néotype | AF063215 (type 1a) Figure 18
M. furfur CBS 1878, culture neotype AF063214 Figure 19
M. sympodialis CBS 7222, culture type AF064024 Figure 20
M. obtusa CBS 7876, culture type AF064027 Figure 21
M. globosa CBS 7966, culture type AF064025 Figure 22

Malassezia furfur, anciennement appelée Pityrosporum orbiculare ou P. ovale est en général
retrouvée chez ’homme. Elle est réputée responsable du pityriasis versicolor et du pityriasis
capitis, mais aussi de folliculites, de dermatites atopiques, d’otites externes ou d’infections
chez les personnes immunodéprimées [les nourrissons prématurés (57, 126, 189, 228), les
personnes HIV positives (7, 95, 248) et les transplantés (6, 75, 232)].

Son existence chez l'animal a été pendant longtemps sujet a controverse. Ainsi, avant 1980,
I’existence de I’espece M. pachydermatis étant fortement contestée, M. furfur était la levure
du genre Malassezia incriminée dans les cas d’otites externes chez les carnivores domestiques
(114, 280, 301). Puis, apres 1980, I’idée que M. furfur puisse €tre strictement anthropophile et
M. pachydermatis zoophile se répandit.

Apres 1990, les critéres subjectifs ont ét¢ délaissés au profit d'élément plus précis de
diagnose et la qualité strictement anthropophile de M. furfur sera rejetée apres sa découverte
sur des bovins, des ovins, des porcs, ou des animaux sauvages (131).

Le tableau 5 reprend les études ayant recherchées la présence de M. furfur chez les
carnivores domestiques. Les deux plus anciennes sont difficilement interprétables. En effet,
I’une (214) n’effectuait de diagnose que sur quelques colonies issues de la culture et laissait
donc, comme le signalait son auteur, une grande part au hasard. L autre étude (131) laisse un
doute apres 1’observation de filaments mycéliens sur une 1ésion sans pousser plus la diagnose.

Les dernieres travaux de Crespo (67, 69) et Raabe (252) démontrent avec certitude la
présence de M. furfur chez le chat et le chien. Mais M. furfur n’est pas la seule levure
lipodépendante présente, M. globosa (38) et M. sympodialis (34) ont, en effet, été isolées de la
peau ou des oreilles de chats. M. obtusa, quant a elle, a été prélevée lors d’une otite externe
chez un chien (69).
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Tableau 5 : Pourcentage d’isolement de M. furfur
selon diverses études chez le chien ou le chat.

Références | Année = % M. furfur Remarques
4) 1999 12,6 % 2 souches proches génétiquement de M. furfur
(67) 1999 | 1 prélevement | M. furfur chez le chat

M. pachydermatis associée a M. furfur ou

0
) RS S M. sympodialis dans 80 % des cas
(214) 1994 0 % identification liée a 1’aléatoire
(131) 1993 0 % un doute pour un seul cas

De plus, la présence de ces autres espeéces n’est pas rare. En effet, il a ét¢ montré que sur
seize souches identifiées grace a la microscopie optique comme M. pachydermatis, treize se
rapprochaient trés bien de cette derniére, mais une n’en était seulement qu’assez proche et
deux plutdt comparables a M. furfur (4). Raabe et ses collaborateurs (252) vont méme plus
loin puisqu'ils montrent qu'a partir de prélévements faits sur la peau et dans les oreilles de
chiens et de chats sains, M. pachydermatis est associée a M. furfur ou M. sympodialis dans
80 % des cas.

B. Critéres de diagnose

Puisque plusieurs espéces semblent pouvoir coexister, il apparait nécessaire de savoir les
différencier. L’emploi de galeries d’identification du commerce utilisable pour les bactéries
est inutile avec M. pachydermatis [galeries AP1 20 CAUX, API STAPH, Cobas Micro] (42).
Aussi, d’autres méthodes ont été¢ envisagées, chacune présentée comme plus ou moins fiable
ou facile d'emploi, nous les avons répertoriées ci-apres. Un protocole mélangeant plusieurs
techniques a été proposé.

1. Différentes méthodes de diagnose ont €té proposées.

1.1. La diagnose morphologique est peu fiable.

Une diagnose basée sur I’observation de différences morphologiques pourrait sembler fort
simple.
Néanmoins, n’utiliser qu’un critére morphologique pour la diagnose semble délicat, les
variations de forme au sein d’une méme espece pouvant en effet induire des erreurs. Nous en
avons déja abordé I’exemple de Buxton qui, trompé par les variations de taille de
M. pachydermatis, avait distingué deux especes : « P. canis » et « P. pachydermatis » (48).

1.2. La diagnose par I’étude des propriétés biologiques.

a. Différence de dépendance vis-a-vis des acides gras a longue chaine
du milieu de culture.

L’idée reprise dans sa thése par Marouteix (214) est de se servir du fait que
M. pachydermatis est la seule levure non lipodépendante du genre. L’auteur a donc envisagé
d’effectuer des repiquages sur milieu non supplémenté : si la levure se multiplie, c’est qu’il
s’agit bien de M. pachydermatis, sinon c’est qu’il s’agit d’une autre espece.
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Néanmoins, nous avons vu que, pour plusieurs auteurs, certaines souches de
M. pachydermatis sont difficile a repiquer sur milieu non supplémenté, aussi 1’utilisation de
ce seul critére risque, 1a encore, d’induire des erreurs (277).

b. Différence d’activité biochimique.

Certaines ¢tudes se sont intéressées a différencier les levures du genre Malassezia grace a
leurs propriétés biologiques: 1’assimilation du Cremorphor (252, 314), lactivité [-
glucosidase sur ’esculine (42, 252) ou encore la formation de pigment tryptophane dépendant
et de fluochrome (252).

c. Différence de croissance sur milieu supplémenté en Tweens.

Cette méthode est basée sur la différence de croissance en fonction de la présence de
Tweens différents. La levure a identifier est ensemencée sur une boite de Pétri contenant un
milieu usuel non supplémenté en acides gras, sur différents secteurs sont placés des Tweens
20, 40, 60 et 80 qui permettront aux espéces lipodépendantes de se développer [figures 23].
Aprés incubation, il suffit d’observer les secteurs ou les colonies se sont formées pour en
déterminer ’espece (135b).

Figure 23 :

M¢éthode de différenciation
par croissance sur milieu
supplémenté en Tweens.

Disques contenant
les composés
correspondants

Boite de Pétri
contenant un mileu de
4 b
ase sans
supplémentation en
acide gras.

Tween 60 Tween 40

Malassezia pachydermatis, par exemple, se développera partout avec une nuance pour les
zones proches des Tweens 20 et 80 puisque la croissance de certaines souches, nous 1’avons
déja signalé, est inhibée par des concentrations élevées en ces molécules (135b).

1.3. La diagnose par étude du génome.

a. L’analyse chimique du génome :

Cette méthode est plus complexe puisqu’elle nécessite 1’emploi de la spectrophotométrie et
de la chromatographie ; elle se base sur des calculs des proportions de guanine et cytosine
contenues dans I’ADN nucléaire. Cette proportion se situe par exemple autour de 55,5 % pour
M. pachydermatis et 66 % pour M. furfur (128).

b. Laséquence ADN :

C'est cette méthode qui permit a Gheho (128) de différencier M. furfur de M. pachydermatis.
Le taux de recombinaison ADN-ADN est en effet trés faible entre ces deux especes.
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c. Etude du caryotype par 1’électrophorése

L'analyse électrophorétique du caryotype sur gel a champ pulsé permet de différencier les
especes entre elles (174, 277). Elle a permis notamment a Senczek et ses collaborateurs (277)
d'identifier sur 220 isolements de levure du genre Malassezia, 217 M. pachydermatis et trois
M. sympodialis.

d. Etude par RAPD et PCR

Par ces deux méthodes, RAPD [random amplification of polymorphic DNA] et PCR
[polymerase chain reaction], une étude montre qu’a partir de seize souches identifiées
morphologiquement comme M. pachydermatis, deux souches seraient en fait plus proches de
M. furfur (4). La méthode PCR est reprise par certains pour différencier les différentes
especes du genre Malassezia en routine (140, 142).

2. Un protocole associe propriétés biochimique et développement sur milieu
supplémenté en Tweens.

Ce protocole, présenté comme simple par ses auteurs, reprend des activités biochimiques et
les tests de développement sur Tweens (135b). Nous n’avons retranscrit que la partie
permettant de différencier les espeéces du genre Malassezia connues a ce jour pour étre

hébergées par le chien ou le chat [figure 24].

Figure 24 : Protocole de différenciation des différentes especes de Malassezia.

Levure du genre Malassezia

Culture sur milieu de Sabouraud

positive négative

. . « Tween test »
Levure non lipodépendante : ween tes

M. pachydermatis

8c§>0 é 6

M. sympodialis M. furfur

Cellule mere Cellule cylindrique avec
bien ronde extrémités arrondies

v v

M. globosa M. obtusa




43

v' Quatre espéces, hormis M. pachydermatis, sont identifiées sur la peau de
chiens et/ou de chats, il s’agit de M. sympodialis, M. globosa,
M. furfur et M. obtusa.

v' Elles ont toutes une double origine : I’homme et 1’animal.

v’ Différentes méthodes de diagnose ont été envisagées: par la
I morphologie, par les propriétés biologiques ou par I’étude du génome.
. Y Celle basée sur la différence de croit en présence de divers Tweens est
I présentée comme la plus facile d’emploi.

Nous pouvons constater qu’un ensemencement fait sur milieu de Sabouraud simple ne
permettra d’isoler que I’espece M. pachydermatis puisque c’est la seule du genre Malassezia a
étre non lipodépendante. Nous utiliserons cette caractéristique lors de notre étude clinique.
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IV. Prévalence de Malassezia pachydermatis dans les oreilles
chez le chien et le chat.

Méme si sa présence a pu €tre montré dans I’oropharynx (250) ou en grand nombre dans les
poumons d’un chien (114), Malassezia pachydermatis colonise, chez le chien et le chat,
préférentiellement la peau, les muqueuses buccales, nasales, vaginales ou anales et le conduit
auditif externe.

A la Trinité aux Antilles (245), une étude nous nous révéle que sur 100 chiens errants tout
venant, 41 % d’entre eux sont porteurs de la levure au niveau des oreilles et 4 % au niveau de
la peau. Afin d’obtenir une idée plus précise de la prévalence de M. pachydermatis dans le
conduit auditif externe, auquel nous nous limiterons, nous aborderons successivement milieu
sain et réputé malade.

A. Prévalence de M. pachydermatis dans les oreilles du chien.

Malassezia pachydermatis est fréquemment rencontrée dans les oreilles malades ou saines
mais dans des proportions parfois radicalement opposées selon les études. Nous pourrons
donc nous intéresser a rechercher les causes de telles variations entre auteurs.

1. Les études traitant de la prévalence de la levure sont nombreuses

Gustafson dans sa thése est I'un des premiers a suspecter Malassezia pachydermatis comme
étant trés impliquée dans les otites externes du chien (143). Pourtant, a I’époque, ses résultats
ne trouveront que peu d’échos puisque d’autres auteurs ne démontraient pas de différence de
prévalence entre oreilles saines et malades (20, 103).

Depuis de nombreux travaux ont été effectués sur le sujet, nous avons répertorié¢ la plupart
d’entre eux dans le tableau 6 en fonction de 1’état saintaire du conduit auditif externe. Pour
chacun, nous avons mentionné le nombre de prélevements [c’est-a-dire 1’effectif total] et la
prévalence obtenue.

Ces études révelent chez le chien sain de grandes différences selon les auteurs puisque les
résultats varient de 0 a 78 %, avec une moyenne qui devrait se situer entre 5 et 30 %. Lors
d’otite, la prévalence varie de 3 a 81 % avec des chiffres qui se situent en général au-dessus
de 50 %.

Lorsque cela était possible, nous avons repris ces résultats et nous avons effectu¢ différentes
comparaisons grace a des tests du Khi-deux au seuil de 5 % :

¢ p : comparaison de la présence de Malassezia pachydermatis entre les oreilles
atteintes d’otite externe et les oreilles saines.

¢ p2 : comparaison de la présence de Malassezia pachydermatis entre les otites
externes aigués et les otites externes chroniques.

¢ p3 : comparaison de la présence de Malassezia pachydermatis dans les oreilles
saines mais propres et dans les oreilles saines mais sales.

¢ ps : comparaison de la présence de Malassezia pachydermatis entre les otites
externes suppurées et les otites externes érythémato-cérumineuses non
parasitaires.
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Tableau 6 : Effectif total [placés entre crochets] et prévalence de M. pachydermatis
a partir de prélévements d’oreilles saines ou atteintes d’otiteexterne chez le chien.

CONTINENT B Sutlones g , Remarques
o S M. pachydermatis
(Références) g . . :
Oreilles saines | Otites externes
AFRIQUE
El Bahay (89) | 1973 | /113] 4,4 |
AMERIQUE
propresf{279] 15,8 p<0,05
Sharma (278) | 1975 sales  [84]70.2 [155] 54,2 ps< 0,05
Blue (28) | 1977 [389] 2,1 Incubation : 25° C, 14 jours
Raush (254) | 1978 | [10] 30 | /50] 70 p=0,017
Abou-Gabal (2) | 1979 | [10] 40 | [25] 72 p=0,077
Chengappa (59) | 1983 | [46] 35,7 | [171] 71,9 p<0,01
. [125] calque 20 | [188] calque 56,4 Calque :p< 0,05
e R culture 6 culture 37,4 Culture :p< 0,05
Gentilini (115) | 1991 [60] 11,7 Otites en cours de traitement
Langoni (188) | 1991 | [200] 67,5
Candido (49) | 1996 | [/80] 61,3
ASIE
Sinha (281) | 1976 | [200] 2 | [50] 12
Baba (13) | 1981 [95] 8 | Utilisation d’une gélose au sang
Uchida (295) | 1990 [22] 43
100 oreilles 70 la présentation statistique
ey (e | L2 50 chiens 78 des résultats est essentielle
Lee (193) | 1996 | [32] 6 | [76] 50 p<0,05
Massuda (220) | 2000 [120] 79
OCEANIE
Smith (283) | 1968 [22] 96 A partir d’otites chroniques
Grono (121) | 1969 | [124] 37,9 | [716] 35,9 p = 0,67
Baxter (20) | 1972 [87] 56
total [200] 51,5
Baxter (22) | 1976 |propres [191] 49
sales  [9] 100 57 005
Studdert (288) | 1991 [49] 80
EUROPE
Gustafson (143) | 1955 | [156] 5| [345] 68 p< 0,05
total [110] 25
Manktelow (208) | 1960 | propres [67] 10 p3< 0,05
sales [43] 46
Fraser (103) | 1961 | [70] 36 | [400] 44 p = 0,18 [culture a 22° C]
Fraser (104) | 1961 [371] 51,5
Fraser (107) | 1965 | [123] 43
Fraser (108) | 1970 | [411] 69,2
Virat (308) | 1972 | [73] 41 | [153] 54 p = 0,064 [48 heures a 27° C]
133 oreilles prélevées
Marshall (216) | 1974 [133] 80 sur 103 chiens ou chats
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Prévalence de

)
QO
o g M. pachydermatis Remarques
(Références) g
Oreilles saines | Otites externes
Pugh (251) | 1974 [434] 27 A g Obszr:;lzﬁ‘;
Krogh (182) | 1975 [434] 48
Dufait (80) | 1978 [160] 92
Dromigny (76) | 1978 [54] 77,8
Randjandiche propres 57
(253) e sales 71
Gedek (113) | 1979 | [101] 16,8 | [158] 56,9 p< 0,05
Nicklas (240) | 1979 [446] 45,7
Hajsig (146) | 1980 [163] 49,7 163 écouvillons sur 97 chiens
Losson (201) | 1980 | /64] 22 2111grl;flique[ 3[03/0f6ég p<0,05 p,=0,036
Mc Carthy (225) | 1982 20,66 34,78
Saez (264) | 1982 | [1] 0| /3] 66 trop faibles effectifs
Winiarczyk (319) | 1982 [84] 62
Kures (185) | 1983 [89] 65
Lorenzini (197) | 1983 | [66] 8,9 | [44] 41 p< 0,05
Reynaud (255) | 1983 [44] 82
Sanguineti (268) | 1983 [418] 65,6 A partir d’otites chroniques
Todesco (292) | 1985 43
Desoutter (74) | 1986 [46] 13 température non précisée
Gonzalez (116) | 1986 [96] 72
Kubinski (184)| 1988 [568] 24
Marx (217) | 1988 [1392] 35,6
Jarrige (159) | 1988 [86] 10,5
Ascher (10) | 1988 ﬁgilé 111 Zi’, " ‘:‘; Py = 0,42
Ladzianska (187) | 1988 | [155] 12,3
aigué [40 31,3 <0,05
Wallmann (309) | 1988 | [40] 7,5 cfroni[quel[40] 813 plz <0.05
Manzini (211) | 1989 [267] 18 | Utilisation d’une gélose au sang
Mc Kellar (226) | 1990 [60] 63 Incubation : 28° C, 48 heures
Bornand (42) | 1992 | [100] 22 | [1118] 56 p< 0,05
Hennon (153) | 1992 [219] 35
Kiss (168) | 1993 [110] 50,9
Kiss (169) | 1993 [273] 75,8
Guillot (132) | 1994 | [50] 42
Kiss (170) | 1994 [515] 76
[20] 10 20 chiens vivant en maison
Homd(eR) | B2 [20] 55 20 chiens (Beagles) de chenil
Muller (234) | 1994 [413] 25
Ksiasek (183) | 1995 [454] 58,1
Staroniewicz (286) | 1995 [92] 39,1
Blanco (26) | 1996 [26] 3
Breitwieser (46) | 1997 [212] 72
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Tableau 6 (suite et fin)

\é Prévalence de . Remarques
pion M. pachydermatis
(Références) g
Oreilles saines | Otites externes
Otites suppurées :
[167] 22,8
. Otites érythémato-
Calgial (1) | 1587 cémmirl;z:’uses non p4< 0,05
parasitaires :
[444] 81,3
Bernardo (25) | 1998 [113] 80,4
Klein (175) | 1999 44

Le plus souvent, il existe bien une différence significative au seuil de 5 % dans la présence
des Malassezia entre oreilles saines et oreilles atteintes d’otite externe. Quelques cas ne le
démontrent pas, soit en raison de conditions de culture peu adaptées (103, 216) ou par le fait
que I’auteur regroupe dans ces résultats finaux 1’ensemble des levures présentes et non pas
uniquement M. pachydermatis (121).

Selon les travaux (10, 201, 309) ayant répertorié otites externes chroniques et aigués, nous
ne pouvons conclure nettement a une différence statistique au seuil de 5 % puisque deux
tendent a le démontrer et une autre pas. L’hypothése selon laquelle, lors d’otite externe
chronique, M. pachydermatis trouve un terrain de prédilection pour sa croissance semble
controversée [présence de la levure de 96 a 65,6 % (268, 283) mais 3 % selon d’autres auteurs
(26)].

Lorsque les oreilles sont saines, la différence est significative en fonction de leur état de
propreté (22, 208, 278), les oreilles sales semblant plus porteuses de la levure au seuil de 5 %.

Lors d’otite externe, il existe une différence au seuil de 5 % selon que l’affection est
suppurée ou cérumineuse (51). En effet, le cérumen constituant un milieu riche pour le
développement de M. pachydermatis, il entretient la multiplication de la levure.

Globalement, les résultats selon les études sont variables, nous allons tenter d’aborder les
causes qui pourraient entrainer ces différences.

2. Les facteurs pouvant faire varier les résultats sont nombreux.

Il semble que nous pouvons différencier deux grands types de facteurs de variation entre les
¢tudes, ceux liés a I’épidémiologie de la présence de M. pachydermatis et ceux liés a la
méthode de I’expérimentateur.

2.1. Des Facteurs qui sont épidémiologiques.

Beaucoup de travaux se sont intéressés a la recherche de données épidémiologiques sur les
otites externes, pourtant ceux qui traitent plus particuliecrement de la prévalence de
M. pachydermatis sont plus rares.

Néanmoins, trois types de facteurs reviennent dans quelques études ; il s’agit de la situation
géographique, le role des saisons, le mode de vie de I’animal et la forme du port des oreilles.

«» Facteurs de variation liés au lieu de 1’étude

Une répartition géographique disparate est présentée par Sinha (281) comme une explication
possible au fait que les résultats de son étude soient inférieurs, ainsi les chiens en Inde seraient
moins porteurs de M. pachydermatis que les chiens européens ou nord-américains.
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Cette théorie est reprise par quelques auteurs (12, 13) a la vue des résultats de certaines
¢tudes sur oreilles saines ou pathologiques du continent asiatique. Néanmoins, certains
résultats de ces mémes études sont contestables puisque le milieu de culture utilis¢ est une
gélose au sang et que nous avons vu que la croissance de M. pachydermatis y est difficile
(13). De plus, cette hypothése pourrait étre réfutée a la vue les prévalences obtenues sur des
chiens sains soit dans les études de Huang (155) a Taiwan soit de Lee-JinHee (298) en Corée
[tableau 6]. Nous avons repris les résultats du tableau 6 en excluant ceux pour lesquelles nous
avions pu déceler une source de biais [milieu de culture ou température non adapté, otites en
cours de traitement ou chroniques, salet¢ du conduit...] et nous les avons synthétisé sur la
figure 25.

Figure 25 : Prévalence de M. pachydermatis selon le continent
dans les oreilles saines ou atteintes d’otites
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Le faible nombre d’études effectuées en Asie et en Afrique ne permet pas de tirer de
conclusion quant a une différence selon le lieu. Celle-ci nous semble peu probable a la vue
des valeurs européennes qui sont proches de celles obtenues a ce jour en Asie. De méme, les
prévalences décrites en Océanie sont similaires a celles du continent américain.

+ Facteurs de variation liés a une éventuelle répartition temporelle.

La répartition temporelle pourrait avoir une influence sur les résultats. En effet, ’hypothese
de départ est que I’humidité dans le conduit auditif externe influence la multiplication des
levures et des germes (120, 122) ; aussi nous pourrions nous demander si les saisons humides
peuvent étre la source d’une prolifération accrue de M. pachydermatis. A ce jour, ceci n’a
jamais été étudié statistiquement. Si nous extrapolons de I’épidémiologie des otites externes,
Sharma et Rhoades ont montré qu’il n'y avait pas de différence significative au seuil de 5 %
dans I’apparition d’otite externe chez le chien selon la saison (278).
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¢ Facteurs de variation liés a des prédispositions individuelles : race, sexe, age,
port des oreilles, propreté du conduit auditif, mode de vie.

Les Caniches et les Beagles semblent des races sensibles aux otites externes a
Malassezia pachydermatis (100).

Il ne semble pas (284) qu’il y ait de différence significative dans la portance de la levure et
le sexe du chien.

Nous n’avons que peu de données sur la prévalence de M. pachydermatis dans les oreilles et
l'age de I’animal. Nous pouvons reprendre les résultats obtenus par Lukman (202) et
consignés dans le tableau 7 ci-dessous. Si nous appliquons un test du Khi-deux aux classes
d’age, il ne semble pas que nous puissions affirmer 1’existence d’une différence statistique
significative au seuil de 5 %.

Tableau 7 : Nombres et pourcentages d’animaux atteints
d'otite et porteurs de M. pachydermatis en fonction de 1’age (202).

‘A Nombre total Nombre d’animaux
Classe d'age _ .,
d’animaux examinés porteurs
moins de un an 49 27 (55,1 %)
de 1 a3 ans 70 52 (74,2 %)
de 4410 ans 26 20 (76,9 %)
plus de 10 ans 5 4 (80 %)
TOTAL 150 103 (86,7 %)

La proportion de race de chien a oreilles tombantes dans un échantillon pourrait étre
important a connaitre. En effet, d’aprés les études épidémiologiques d'apparition des otites
externes canines, il a pu étre démontré I’existence d’une différence significative entre oreilles
tombantes et oreilles dressées (10, 108, 151, 185, 278). Lors d’un port tombant des oreilles ou
d’une forte accumulation de poils a I’entrée du pavillon, 1'évacuation des particules et
I’aération du conduit seraient moins bonnes et cela provoquerait ainsi une hydratation accrue
de 1'épithélium et une macération possible (120, 122). Cette macération serait donc plus due a
la variation de I’hygrométrie a l'intérieur du conduit auditif externe plutdt qu’a 1’augmentation
de la température qui semble indifférente au port de l'oreille (12). Cette prédisposition
s’expliquait aussi par l'anatomie particuliére du conduit auditif externe du chien. En effet,
comme le montre la figure 26, ce conduit forme un coude qui ne facilite pas la sortie du
cérumen. Aussi le matériel ou 'humidité s’évacueront encore plus difficilement si des poils
ou le pavillon obturent la sortie, d’ou I’apparition de conditions favorables a la multiplication
de la levure.

Nous pourrions donc nous demander si statistiquement la prévalence de cette levure peut
étre influencée par le port de 1’oreille. Sur 1370 chiens tout venant sans tenir compte de 1’état
sanitaire (220), il est possible de constater que la présence de M. pachydermatis est a peu pres
identique avec 55,2 % et 53,6 % respectivement pour les oreilles tombantes et dressées.
D’aprés une autre étude, en ne considérant que les oreilles saines, la prévalence selon le port
tombant ou dressé est alors respectivement de 62 % et 23 % (21). Les oreilles saines et
tombantes semblent donc plus porteuses que les oreilles saines et dressées.

Néanmoins, certaines races, pourtant a oreilles dressées, favorisent la multiplication de la
levure. Il s’agit par exemple du Berger allemand déja prédisposé a l'apparition d'otites
externes (233) ou du Sibérian Husky grand producteur d’acides gras dans le cérumen (220).
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Dans le méme sens, la propreté¢ des oreilles semble jouer un réle primordial. Certaines
études (22, 208, 253, 278) nous montre en effet qu’un chien indemne d’otite externe mais
possédant les oreilles sales, c’est-a-dire riches en cérumen, est potentiellement plus porteur au
seuil de 1 % qu’un autre chien sain ayant les oreilles propres. Si nous reprenons les résultats
de Sharma et Rhoades (278), nous pouvons méme constater par un test du Khi-deux que,
selon le risque pris, nous trouvons ou non une différence significative entre les oreilles
atteintes d’otite externe ou les oreilles sales [tableau 6, p3 compris entre 0,05 et 0,01].

Cette notion de propreté peut étre reliée au mode de vie de ’animal, en effet, un chien sain
de race Beagle vivant en chenil semble étre plus porteur au seuil de 1 % qu’un chien sain de
compagnie vivant en maison (29).

A I'inverse, I’absence de cérumen ne présagera pas de la quantité¢ de levures (22), il est en
effet possible de trouver M. pachydermatis, méme en grand nombre, dans des oreilles
parfaitement propres.

2.2. Des facteurs de variation liés a I’expérimentateur et a sa méthode.

En plus des facteurs épidémiologiques, il peut se glisser des biais liés aux manipulations ou
aux différences de définitions utiles pour tirer des résultats statistiques.

¢ Facteurs de variation ayant pour origine la méthode de culture : milieu
employé, température et durée d'incubation.

La plupart des études mettent en évidence les levures par mise en culture du prélévement,
néanmoins le milieu et la température ne conviennent pas toujours a un développement
optimal. Ainsi, comme nous 1’avons vu, les résultats des travaux de Baba (13) pourraient étre,
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par exemple, contestés. Puisque le milieu employé est en effet une gélose au sang et nous
savons que ce milieu ne permet pas un développement optimal de notre levure.

De méme, les faibles pourcentages fournis par 1’étude de Blue (28) peuvent étre expliqués
par une durée d’incubation trop courte a 25° C, il faudrait attendre trois (2) voire quatre
semaines (281) pour affirmer que la culture est négative.

7

« Facteur de variation lié a la définition du terme d’otite externe

La définition donnée au terme d’otite externe peut amener de grande variation dans les
résultats. La plus souvent rencontrée est: « inflammation aigué ou chronique du conduit
auditif externe » (131, 308), néanmoins, chaque auteur a ses propres critéres d’interprétation
qui ne figurent que peu souvent dans les comptes-rendus. Ainsi, les symptomes cliniques
étant relativement subjectifs, nous pouvons nous demander si certaines oreilles ne pouvaient
pas étre classées comme pathologiques alors que d’autres auteurs les auraient notées comme
sales mais saines.

+ Facteur de variation lié a la durée d’évolution de la maladie.

De méme, les commémoratifs donnant la durée d’évolution de la pathologie peuvent étre
importants puisque M. pachydermatis pourrait €tre présente en plus grand nombre lors
d’otites externes aigu€s que lors d’otites externes chroniques (201, 309). Cette théorie peut
pourtant étre contestée si nous appliquons un test du Khi-deux aux résultats de Ascher (10) au
risque de 5 % [tableau 6, p,=0,42].

X/

% Facteur de variation li¢ au traitement des données statistiques.

Le traitement statistique des données peut étre intéressant a étudier [tableau 6]. Tout
d’abord, des effectifs trop faibles ne permettent pas I’exploitation des résultats et donc de tirer
une conclusion [(264), tableau 6]. D’autre part, I’expérimentateur doit définir a 1’avance s’il
exprime ses résultats en fonction du nombre d’oreilles hébergeant la levure ou si le chien est
considéré porteur si M. pachydermatis est retrouvée dans au moins une oreille. Selon le cas,
cela induira des différences de résultats [(155), tableau 6].

Ainsi, nous n’avons que peu d'études traitant directement des facteurs favorisants la
multiplication de M. pachydermatis que cela soit dans des oreilles saines ou malades ; les
seules données utiles sont souvent extrapolées des études portant sur I'épidémiologie des
otites.

B. Prévalence de Malassezia pachydermatis dans les oreilles du chat.

1. Prévalence dans les oreilles de chats sains.

Le nombre d'études traitant de la prévalence de M. pachydermatis dans les oreilles de chats
sains ou atteints d'otite externe sont trés peu nombreuses.

La prévalence de la levure dans les oreilles de chats sains se situerait entre 20 % et 63,6 %
(22, 49, 201). Selon des résultats issus d’un effectif de 50 chats sains (8), le milieu de vie,
intérieur ou extérieur, ne semble pas influencer la population de levure au sein du conduit
auditif externe. A I’inverse, 1’état de propreté semble avoir une influence importante. En effet,
nous avons repris une étude de Baxter (22) réalisée a partir de 200 chats sains [tableau 8] et
nous avons considéré comme tres propres les oreilles qui ne contennaient absoluement pas de
cérumen et comme sales celles ou le cérumen était trés abondant.
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Grace a un test du Khi-deux, nous pouvons affirmer qu’il existe bien une différence
significative au risque de 5 % entre conduit trés propre et sale.

Tableau 8 : Nombre d’oreilles de chats sains présentant ou non M. pachydermatis

en fonction de la propreté du conduit auditif externe [CAE].
D’aprés résultats expérimentaux de Baxter (22).

CAE trés propre | CAE sale | Total
Présence 19 29 48
Absence 140 12 152
Total 159 41 200

2. Prévalence dans les oreilles de chats atteints d’otite externe.

Lors d'otite externe, la prévalence de M. pachydermatis varie suivant les études : 13,6 %
(49), 19 % (19), 27 % (175) et jusqu’a 63,4 % (170) des cas. Ces résultats sont donc proches
de ceux obtenus par I’étude des oreilles saines.

Les otites externes chez le chat sont a diviser en deux catégories, les otites externes
infectieuses plutdt rares et les otites parasitaires, beaucoup plus fréquentes.

Les otites parasitaires sont dues a des acariens du genre Otodectes. La pathologie qu’ils
engendrent est nommée otacariase, otacariose ou encore gale d’oreille. Ces parasites
provoquent une hypersécrétion de cérumen qui rend le milieu favorable a la multiplication de
la levure (148). Cette observation semble, comme le montre les résultats du tableau 9, encore
plus vérifiée chez le chat que chez le chien.

Tableau 9 : Effectifs [notés entre crochets] et prévalence de M. pachydermatis
lors d'une otite parasitaire due a des Otodectes chez le chien et le chat.

Auteurs et références Chien Chat
Fraser (104) [29] 57 %
Losson (201) [19] 52,6% |[11] 90,9 %

Méme si ’effectif de chats atteints d'otacariase est relativement restreint, les résultats de
Losson et Benakhla (201) semblent corréler certaines observations cliniques (91, 148).

Nous pouvons nous demander s’il peut exister un lien entre otite externe et dermatite, toutes
deux causées par M. pachydermatis. Bien que dans 1’épidémiologie de 1’otite externe,
beaucoup d’auteurs incriminent un probléme cutané (106, 160, 259, 274, 321),
statistiquement, il ne semble pas que 1’on puisse affirmer 1’existence d’une relation entre une
otite externe impliquant Malassezia pachydermatis et la présence de 1ésions de la peau dues a
cette méme levure (131).
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v' La prévalence moyenne de M. pachydermatis dans les oreilles saines se
situe entre 5 et 30 % chez le chien et entre 20 et 64 % chez le chat.

v’ La prévalence moyenne de M. pachydermatis dans les oreilles atteintes
d’otite externe se situe au dessus de 50 % chez le chien et entre 13 et
63 % des cas chez le chat.

v’ La prévalence chez le chien sain ne semble pas varier avec le sexe,
I’age ou la région géographique.

v' La prévalence chez le chien sain varie avec le port des oreilles, la
propreté du conduit auditif externe et le lieu de vie.

v' La prévalence chez le chat sain varie en fonction de 1’état de propreté
du conduit auditif externe.

v' La présence d’Otodectes rend le milieu favorable a la multiplication de
la levure.
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V. Mise en évidence de Malassezia pachydermatis, son role dans les otites.

Apres avoir étudier les modalités de sa mise en évidence, nous nous interrogerons sur le role
de M. pachydermatis dans les otites externes des chiens et des chats.

v Mise en évidence de Malassezia pachydermatis

La mise en évidence de la levure dans le conduit auditif externe du chien et du chat passe
par le prélévement suivi soit de I’étalement et de la coloration, soit de la mise en culture.

1. Le prélévement.

La seule méthode décrite a ce jour est celle utilisant un écouvillon. Nous aurions pu nous
interroger sur la possibilité d’une récolte d’un milieu de détersion, mais cette technique n’a
encore jamais été décrite au niveau du conduit auditif externe pour la recherche de
M. pachydermatis.

L’écouvillon stérile est préalablement humecté de sérum physiologique stérile pour
récupérer le maximum de cérumen (131), il doit étre introduit de fagon a toucher le moins
possible le pavillon de I’oreille.

2. La coloration

M. pachydermatis s’observe facilement en microscopie optique au moyen d’un objectif a
immersion x 100 aprés fixation dans un mélange alcool-éther ou la chaleur (165) et d’une
coloration de la lame.

Il a été rapporté que plusieurs colorants pouvaient étre employés pour cette mise en
évidence, les levures seront colorées en bleu.

* Bleu de toluidine (125) * Bleu de méthylene (54, 82, * Gram (48, 53, 82,91, 178,

* Bleu lactique (131) 168, 171, 254) 185, 283)
* Giemsa (168) * Bleu de lactophénol (191, * Colorant de Wright (61,165,
* Diff quick (178) 255) 166, 178, 203, 254)

* Colorant de Romanovsky (61)

3. La mise en culture

L’ensemencement peut se faire a partir d’un écouvillon. Nous avons déja abordé¢ le milieux
de culture utilisable pour la croissance de M. pachydermatis lors de 1’étude de la biologie de
la levure.

4. La couleur du cérumen oriente-t-elle le diagnostic ?

Sans prélévement, la simple observation de la couleur du cérumen constitue pour certains
auteurs une preuve de la présence de M. pachydermatis, nous pouvons nous demander si cette
méthode est toujours fiable. Nous envisagerons successivement les cas du chien et du chat.

4.1. Présence de M. pachydermatis et couleur du cérumen chez le chien.

Chez le chien, le conduit auditif externe mesure entre 5 et 10 cm de long suivant la race, sur
4 a 5 mm de large (108). Il est courbé en son milieu, la partic la plus externe étant
pratiquement horizontale et la plus interne verticale. Deux types de glandes, sébacées et
cérumineuses (11, 55, 120 321), sécretent du cérumen dont le role est de protéger le conduit
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tout en permettant I’humidification et la flexibilité de la membrane tympanique (108). Cette
sécrétion peut étre de plusieurs couleurs.

Pour certains auteurs, cette couleur de cérumen est caractéristique de la flore présente, ainsi
un jaune pale fait évoquée la présence de Pseudomonas aeruginosa, Pasteurella spp,
Proteus spp ou Escherichia coli (11, 120, 178, 273). Un brun foncé a noiratre (11, 107, 120,
273, 321) et un brun rougeatre (101) sont eux plutdt caractéristiques de la présence de
M. pachydermatis.

Dans le tableau 10, nous avons repris trois études s’attachant a la corrélation entre présence
de la levure et couleur du cérumen. Nous pouvons remarquer qu’il est en fait impossible
d’établir de relation directe entre couleur brune noiratre et présence de la levure. En effet, un
cérumen brun noir peut ne contenir la levure que dans 48 % des cas (283) et au contraire un
cérumen jaune brun peut en héberger assez fréquemment (107).

Tableau 10 : Pourcentages de présence de Malassezia pachydermatis
en fonction de la couleur du cérumen chez le chien.

Références Couleur du cérumen
Jaune pale Jaune brun Brun noir
Fraser (107) 4 % 24 % 54 %
Fraser (104) 2% 9% 89 %
Smith (283) 48 %

Il parait donc hasardeux de confirmer ou d'infirmer la présence de levures a partir de la
couleur du cérumen chez le chien, nous devrons préférer la cytologie systématique (259) ou la
mise en culture.

4.2. Présence de M. pachydermatis et couleur du cérumen chez le chat.

Chez le chat, les études sont beaucoup moins nombreuses. Il semble que, chez cette espece,
le cérumen caractéristique soit brun-noiratre mais d’aspect identique a celui retrouvé lors
d’otite externe parasitaire due a Otodectes spp. (91). Cette levure serait, comme nous 1’avons

déja abordé, tres souvent associée a cette affection par I’hypersécrétion de cérumen provoquée
(148).

Ainsi, la simple observation de la couleur du cérumen, que cela soit chez le chat ou le chien,
ne saurait dispenser de prélévement pour la mise en évidence de M. pachydermatis dans le
conduit auditif du chien et du chat.

v Malassezia pachydermatis : un role trés contesté dans 1’étiologie des otites externes.

Nous pouvons définir la pathogénie comme 1’étude du mécanisme causal d’une maladie et le
pouvoir pathogéne comme 1’expression de cette pathogénie.

Tres tot, la question méme du pouvoir pathogéne de M. pachydermatis opposa les auteurs.
Vue tantét comme agent pathogene (143, 208), tantét comme levure saprophyte sans effet
néfaste sur son hote (103, 106, 107), nous avons cherché a mieux comprendre les arguments
de chacun. Pour cela, nous serons amenés a prendre en compte des travaux traitant des
troubles du conduit auditif externe mais aussi ceux de la peau.

1. Arguments invoqués reniant un quelconque pouvoir pathogéne.

Malassezia pachydermatis a longtemps été considérée comme dénuée de pouvoir pathogene,
et était qualifiée d’élément « saprophyte ».



Un agent saprophyte vit la plus grande partie du temps en harmonie avec son héte. Pourtant,
a la faveur de conditions particuliéres, le saprophyte peut se développer de facon importante,
il profite alors de son hdte. Différents arguments étaient avancés pour nous convaincre qu’en
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aucun cas, M. pachydermatis ne pouvait devenir un agent parasite.

1.1. Lors d’une otite externe, la levure est rarement le seule agent isolé.

Lors d’otite externe, différents microorganismes ont été isolés en méme temps que
M. pachydermatis que cela soit chez le chien ou le chat. Nous avons consigné leurs

fréquences d’isolement en association a la levure dans le tableau 11.

Tableau 11 : Pourcentages des cas ou Malassezia pachydermatis est isolée seule ou
associée lors d'otite externe chez le chien ou le chat [entre crochets figurent les effectifs

en animaux pour chacune des études].

M. pachydermatis associée a :

D 75} o
g | E Sl sl B
: ) gm 2 %« 2
n ~ hS :}D .0 g g 2 S
3 2 S| E| 28| 8| 2| %
= 2.2 3 S | X
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5 S | §| 5|25 53¢
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“46) | f212] | 22 32
(170) | /515] | 56,7 30,5
(108) | /500] | 9 22,4
299 | /80] |625] 4375*
(169) | /273] | 44,6 [312
(168) | /110] | 50,9 29,1
(42) 34 | 22 12
288) | /49] | 71 [184] 2 10 2
(159 | /86] | 35 | 7 46 12
(287) | [1043] | 61 [585
@11) | /267] | 157 2,25
(185 | /89] 15
(184) | [103] 41,7119
45 [ 125
(59) | [160] | 23,1 75 |13
2) [25] | 64 8 *
113) | /821 | 39 x) | (%)
(76) 35,2 [ 18,5] 18,5
(74) [46] | o0 | 13
(190) | /110] |39.6 7,7
(278) | /155] | 34,9 | 14,8
(182) 19 43 *
(19) /87] | 33 | 23
(146) | /163] | 24,5 252 14,1] 8.6

(x) :entités décrites comme les plus souvent rencontrées sans précisions chiffrées de l'auteur.
* . pourcentages de cas d'otite ou M. pachydermatis est associée a un microorganisme
(champignon et / ou bactérie) sans précision de genre et d'espece.
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Chez le chien, il s'agit le plus souvent de Staphylocoques coagulase positive (59, 169, 188,
184, 211, 234), parfois de Peudomonas (169, 184), de Streptocoques (184), plus rarement de
Corynébactéries (188), de Protéus (169, 184), de Microcoques (188) ou d’Escherichia (184).
Lors de présence de M pachydermatis, ces bactéries sont associées a la levure jusque dans
100 % des cas (74).

Pour ce qui est des champignons, il s’agit des genres Rhodotorula, Aspergillus,
Lactobacillus (59) ou Candida (188) et plus rarement Microsporum en liaison avec une teigne
du corps (79, 112).

Chez le chat, les germes le plus souvent associés a notre levure lors d’une otite externe sont
surtout des Staphyloccoques coagulase positive et des Pasteurelles du genre Mutocida (175).

De plus, comme nous 1’avons vu précédemment, des parasites du genre Otodectes peuvent
étre eux aussi la cause d’otites et la concomitance avec la levure est alors grande.

Aussi, il peut étre supposé que a levure n’a pas de réel effet pathogene et qu’elle se
développe au profit des 1ésions créées par les autres organismes en présence.

Elle ne se multiplierait donc que parce qu'une autre cause a permis l'apparition d’une
pathologie et que le milieu est alors devenu favorable a sa prolifération. Etayant cette idée, il a
¢été de plus démontré une relation entre quantité¢ de cérumen et prolifération de notre levure
(131, 253), le cérumen se comportant alors comme un milieu de culture (82, 91, 154).

Cette hypothese est critiquable puisque qu’elle dénigre un rdle de la levure dans la
pathologie sans démonstration sous prétexte de la simple présence d’organismes supposés
plus virulents.

1.2. La prévalence n’est pas toujours différente entre oreilles saines et malades.

Dans les années 1960, certaines études concluaient a I’absence de différence significative
entre présence de M. pachydermatis dans oreilles saines et atteintes d’otite externe, leurs
auteurs en déduisirent que le role de la levure dans la pathogénie était mineur (103, 107, 106,
121).

1.3. La contagion n’a jamais ét¢ démontrée a ce jour.

Toujours afin de réfuter un réle pathogeéne de la levure, certains auteurs s’interrogent sur
I’absence de contagion d’une dermatite ou d’une otite externe a Malassezia. En effet, s'il
existait une souche pathogéne de M. pachydermatis, nous pourrions envisager quune
transmission entre un animal fortement porteur et un animal sain puisse se faire. Ceci n’a
jamais été décrit a ce jour. Seul un cas (230) se référe a une apparition simultanée sur trois
Beagles vivants en chenil et chez qui la multiplication a été rapide et répartie sur tout le
corps ; néanmoins ceci pourrait plutdt étre expliqué par l'intervention des mémes facteurs
favorisants agissant sur les trois chiens en méme temps.

2. Arguments en faveur de I’existence d’un pouvoir pathogene

A contrario, d’autres auteurs vont soutenir 1’hypothése selon laquelle
Malassezia pachydermatis posséde bien un role pathogeéne dans certaines affections (81, 114,
280). Les différents arguments invoqués sont inverses mais proches de ceux consignés
précédemment.

2.1. Sa présence en monoculture comme preuve de sa pathogénie

Le premier argument peut étre tiré du méme tableau 11. En effet, selon certains, si
M. pachydermatis est parfois isolée comme seule entité en présence, c’est bien qu’elle
posséde un effet pathogene (113, 168, 210, 298, 299). Ceci serait de plus étayée par le fait
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que, lors d’otite externe, les 1ésions inflammatoires sont plus séveres statistiquement lorsque
la levure est présente (226).

Néanmoins cet argument n’est que 1’hypothese du role de M. pachydermatis. En effet, le
prélévement en vue de démontrer la présence des différents protagonistes ne rend compte que
d’une flore a un instant donné ; il pourrait donc trés bien étre envisagé que dans les cas ou
M. pachydermatis est isolée seule, le ou les agents responsables de 1’apparition des premieres
Iésions aient disparu. Ainsi, la levure pourrait ne pas étre I’instigatrice des lésions mais un
¢lément qui, placé dans des conditions favorables, a su assurer la colonisation du milieu.

2.2. Une relation a été faite entre la présence et le nombre de levure observée.

La présence ou I’absence de M. pachydermatis ne peuvent donc a elles seules nous
permettre de conclure. D’autres auteurs ont cherché a faire une relation entre la quantité de
levures observées et 1’effet pathogéne qu’elles peuvent produire. Lors d’une otite externe,
I’hypothéese est de ne suspecter I’implication de la levure qu’au dela de dix M. pachydermatis
par champ en microscopie optique [en général au grossissement 40] (254, 262).

Il serait dangereux d’amalgamer présence en grand nombre de levure et pathologie ou peu
de levure et absence de role de la levure dans la pathogénie. En effet, il est décrit notamment
que certains chiens seraient sensibles ou méme allergiques a M. pachydermatis, aussi une
faible augmentation de population de levure suffit a engendrer chez eux une pathologie (37).

Dans tous les cas, une confrontation au tableau clinique est indispensable avant toute
conclusion (58, 125, 138b, 276).

2.3. L’adhérence aux cellules de I’hote n’est pas une démonstration du pouvoir
pathogéne.

Bond et ses collaborateurs ont pu montrer que M. pachydermatis a le pouvoir de se fixer a la
surface de cellules épithéliales de la couche cornée (32, 39, 311).

Nous savions que 1’adhérence aux cellules de I’hote est une étape primordiale qui devance
toujours la germination ou la colonisation pour les levures des autres especes (294). Il peut
donc étre envisagé un effet pathogeéne via cette fixation. Cette hypothese est encore plus
vraisemblable si nous la rapprochons aux travaux faits sur M. furfur chez qui cette adhérence
est plus forte chez les patients malades que chez les sains (24).

Les études traitant du phénomeéne se sont donc précisées. Nous savons désormais que la
levure semble adhérer plus sur les cellules issues de chats que de chiens ou d’humains (41), ce
félin étant pourtant moins affecté par la levure. Nous savons de plus que cette adhérence
augmente lors de température cutanée élevée, qu’elle ne semble pas affecter par la présence
de staphylocoques (138b) et qu’elle est maximale au bout de deux heures de contact in vitro.

Cependant des études récentes viennent nuancer cette hypothese pathogénique. En effet, il
n’existe pas de corrélation entre signe clinique et importance de I’adhésion des levures (32,
271), ainsi M. pachydermatis semble par exemple se fixer en plus grand nombre sur des
cellules provenant de Bassets Hound sains que sur celles provenant de Bassets Hound envahis
par la levure et séborrhéiques (32).

2.4. La réussite de 1’épreuve thérapeutique comme preuve du pouvoir pathogene.

L’épreuve thérapeutique est utilisée en pratique lorsque le praticien ne peut pas avoir de
certitude quant a I’étiologie d’une pathologie. Une hypothése est donc faite, un traitement est
prescrit, s’il ameéne des résultats, c’est que le diagnostic supposé était le bon. De ce fait,
M. pachydermatis est parfois considérée comme la cause de troubles car un traitement
antifongique seul améne une amélioration rapide.
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Cette conclusion peut paraitre hative. En effet, le traitement appliqué peut avoir par
exemple un autre effet qu’antifongique stricte; il a ét¢ démontré par exemple que le
kétoconazole, souvent employé comme antifongique, a aussi des vertus anti-inflammatoires
(215).

D’autre part, certains traitements agissent uniquement sur le milieu et permettent pourtant la
disparition de la levure. Il a ét¢é montré par exemple qu'un traitement antibiotique seul peut
avoir parfois un effet clinique sur des dermatites avec forte prolifération de M. pachydermatis
(218). De méme un traitement a base d’application d’une solution acide [pH = 4,9] sur des
otites externes assécherait 1’épithélium et suffirait a réduire la quantité de levures (119). Alors
si en rétablissant uniquement les constantes du milieu nous arrivons a faire disparaitre ces
levures, que penser de leur pouvoir pathogene ?

v' Malassezia pachydermatis : une pathogénie encore inconnue

La démonstration de 1’existence d’un pouvoir pathogeéne n’a donc pas été démontrée par les
arguments ci-avant. Le seul moyen d’affirmer que la levure possede bien ce pouvoir
pathogéne serait de le reproduire expérimentalement et surtout d’en connaitre la pathogénie.

1. L’effet pathogene de la levure est reproductible expérimentalement.

Deux ¢études seulement ont réussies a ce jour a reproduire expérimentalement I’effet
pathogene des Malassezia (74 ,210).

Dans la premicére, le but était de provoquer des otites externes dans des oreilles saines par
instillation de M. pachydermatis sur différents lots de chiens. Méme si 1’auteur y est
parfaitement parvenu, les faibles effectifs, la faible intensité et la courte durée des otites ne
permettent pas de tirer de conclusions.

La deuxiéme étude ne s’intéresse pas a M. pachydermatis mais a deux autres espéces
appartenant au méme genre.

2. Le mode d’action pathogene est encore inconnu.

Différentes activités enzymatiques de M. pachydermatis ont ét¢ démontrées. Tout comme
cela a pu étre démontré chez M. furfur (72b), certaines semblent avoir un rdle dans la
pathogénie notamment un action protéolytique (171, 241)

L’action péroxydasique par exemple pourrait avoir un réle dans le développement du prurit
(170) et les résidus de cette action pourrait étre a I’origine de 1’activité protéolytique (171).

De plus, il a pu étre constaté la production d’une glycoprotéine extracellulaire par la levure
qui aurait non seulement un rdle de protection vis a vis du milieu extérieur (45), mais de plus
une importance dans la pathogénie.

v" Cette levure pourrait-elle étre I’agent d’une zoonose?

Suite a une dermatite ou d’une otite externe ou Malassezia pachydermatis se développe en
grand nombre, pouvons-nous envisager une contamination humaine ?

Chez I’homme sain, M. pachydermatis n’est que rarement retrouvée sur la peau (15, 235).
Les cas ou la levure a pu étre isolée en grand nombre viennent d’infections nosocomiales
touchant des nourrissons placés en soins intensifs (57, 62, 302, 315). Chang et ses
collaborateurs ont démontré que I’infestation touchant leur maternité provenait d’une
contamination d’animaux domestiques via le personnel soignant (57). L’atteinte humaine par
M. pachydermatis est donc limitée aux individus fragilisés.
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v’ Le prélévement se fait au moyen d’un écouvillon stérile légérement

humecté préalablement de liquide physiologique lui aussi stérile.

v' De nombreux colorants sont utilisables pour la mettre en évidence y

compris les colorants rapides.

contraire.

v Le rdle pathogéne est trés controversé, a chaque argument existe son

Certains arguments le réfutent :

Elle n’a pas d’effet pathogene

Argument(s) contraire(s)

La levure est isolée le plus
souvent avec d’autres entités
susceptibles d’étre pathogeéne

Parfois isolée seule
Cela ne démontre pas qu’elle n’intervient
pas elle aussi

Pas de différence de prévalence
entre oreilles saines ou atteintes
d’otite

e Peu de cas, la différence est souvent

démontrée.

Pas de contagion démontrée

L’effet pathogene n’apparait que lorsque des
conditions particuliéres de milieu
apparaissent.

D’autres le revendiquent :

Elle a un effet pathogéne

Argument(s) contraire(s)

La levure est parfois isolée
seule

L’origine de la pathologie peut étre inconnue
ou avoir disparue.

L’adhérence des levures aux
cellules de I’hote présage de
I’effet pathogene

L’adhérence reste présente sur des individus
ne développant pas de troubles.

Isolée en grand nombre, elle est
soupgonnée d’étre 1’agent
pathogene

Lors de sensibilité ou d’allergie a la levure,
peu d’entité pourrait suffire a créer des
troubles.

La réussite de 1’épreuve
thérapeutique est une preuve de
son effet pathogene.

L’agent responsable peut avoir déja disparu.

Les molécules utilisées dans la cadre du
traitement peuvent ne pas étre
qu’antifongiques.

v’ La pathogénie est inconnue a ce jour.
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Tableau 12 : Les différents antiseptiques utilisables

et les concentrations usitées.

Concentration

Principe actif utilisée Références | Famille antiseptique
Hexetidine 1 mg/mL 138b hcé(t-)g?(l)ﬁ?te:s
Hexamidine 45pg/mL 256

1% 105, 138b Amidines
Chlorexidine 2% 34, 195 et bi-diguanides
4% 195
Cetrimide 0,001 % 105 Ammonium
quaternaire
Benzalkonium chloride |1 % 105 Suractifs cationiques
ipdine 1.9 g/l i Composés iodés
Polyvidone iodée 257
Acide undecylenique | 0,5 % 138b Alcools, phénols
i aldhéhydes et
Polidocanol 0,1 % 223 Acides
Thiomersal 0,0125 g/L 49 Organo-mercurial
Violet de gentiane 0,0078 g/L 49 Colorant
Sulfadiazine argentique | 16 pg/mL 260, 272 Sulfamide
Soufre (sous forme de Dériveés minéraux
Sulfure ou disulfure de |30 mg/mL 40, 91, 92 .
S divers
Sélénium)

La mention « *° » signifie « nom déposé », cette mention fera suite au nom
des préparations commerciales que nous mentionneront dans la partie ci-apres.
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VI. Les moyens de lutte contre Malassezia pachydermatis
chez les chiens et les chats.

A. Les molécules utilisables dans la lutte vis a vis de M. pachydermatis

Des traitements grace a des produits issus de plantes ont été envisagés, avec I’emploi par
exemple d’extrait de fruit d’Archangelica officinalis (312) ou de propolis (152), nous nous
intéresserons ici plus particulierement a trois différentes classes de molécules utilisées contre
M. pachydermatis : des antiseptiques, des antifongiques et des antibiotiques ayant un pouvoir
antifongique.

1. Les antiseptiques.

Nous avons pu répertorier plus d’une dizaine de molécules antiseptiques dans les différentes
études traitant directement ou indirectement des moyens de lutte contre M. pachydermatis
[tableau 12].

Les antiseptiques les plus rencontrées dans les préparations du commerce sont les acides.
Certaines sont utilisées dans le cadre de ’entretien courant du conduit auditif externe, elles
associent par exemple 1’acide salicylique et 1’acide lactique [Epi-Otic™"] (194) ou encore
I’acide acétique et I’acide borique [Specicare Leoreille chien™] (119). Nous pouvons aussi
trouver d’autres acides dans des préparations visant le traitement des otites externes des
carnivores domestiques : 1’acide undécylénique [Otistop™”, Otosédal™ (306)] et 1’acide
propionique [Terpsacol™"].

Des traitements anciens consistaient déja a acidifier le milieu lors d’otites externes, nous
avons pu relever qu’il est possible d’utiliser ’acide salicylique (293), 1’acide tannique (321),
I’acide acétique (274, 321) ou simplement du vinaigre blanc (203). Néanmoins, nous
pourrions nous demander si 1’acidité n’agirait non pas directement sur M. pachydermatis mais
plutdt indirectement par effet kératolytique sur le milieu (203, 293). La preuve peut étre
apportée par le fait que la levure survit trés bien in vitro dans des milieux tres acides (252).

Les autres antiseptiques conseillés par les industriels sont 1’hexamidine [figure 27,
Aurikan™’], I’hexetidine [Synotil*”] et la chlorexidine en association a I’acide acétique
[Otolane™"].

Enfin, I’emploi local de sélénium disulfite ou de chloréxidine est parfois recommandé¢ lors
de troubles dermatologiques incriminant M. pachydermatis (31, 38, 92, 138b), néanmoins ils
seront prescrits le plus souvent en association avec des antifongiques strictes.

Figure 27 : Formule de I’hexamidine (256).

NH NH
N\ 7
NH2 NH2

Si nous prenons I’exemple de I’hexamidine dont la formule est indiquée ci-dessus [figure
27], sa concentration minimale inhibitrice fongistatique a pu étre fixée a 45 pg/mL (256) et
elle ne semble pas avoir d’effet fongicide (256). Il en est de méme avec le polidocanol qui ne
permet qu’une inhibition de la croissance de la levure (223).
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L’action des antiseptiques est considérée comme variable. En effet, in vitro, 1’iodine, le
thiomersal ou le violet de gentiane semble donner 100 % de bons résultats sur la levure. Par
contre, M. pachydermatis s’est montrée 1’¢lément le plus résistant face a la chlorexidine a 2
ou 4 % en comparaison a ’action sur S. intermedius et P aeruginosa (195).

2. Les antifongiques strictes
2.1. Diverses familles d’antifongiques sont utilisables.
a. De nombreuses molécules appartiennent a la famille des dérivés azolés.

Les dérivés azolés sont les
antifongiques les plus connus. Ils sont

constitués des dérivés de 1’imidazole. N Figure 28 :

Leur chef de file, le miconazole, est " ” Formule du miconazole (261)
stable et de conservation ou

manipulation facile (130), il posséde un N

champ d’application a toutes les '

dermatomycoses quelle qu’en soit CH,~ CH =0 =CH, §:> cl
I’origine, a surinfection bactérienne ou Cl Cl

non (26) [figure 28].

Au départ, seul le kétoconazole
pouvait s’administrer par voie orale en
raison de la tres forte lipophilie des
composés. Désormais de nouvelles
molécules font leur apparition comme le climbazole (272), I’isoconazole ou le voriconazole
(141) ; les auteurs ont pour I’instant peu de recul, mais des tests in vivo (81) et in vitro (141)
laissent envisager de bons résultats.

Pour chaque molécule, des travaux in vitro ont permis de déterminer les concentrations
minimales inhibitrice et fongicide [tableau 13]. Une concentration minimale inhibitrice
[CMI], comme son nom I’indique, est la concentration minimale qui permet d’empécher la
multiplication de la levure. La concentration minimale fongicide [CMF], quant a elle, permet
de détruire M. pachydermatis.

Leur mode d’action n’a pas été étudié a partir de 1’effet sur M. pachydermatis, nous ne
pouvons qu’extrapoler de données tirées d’une étude sur Candida albicans (158). Les dérivés
azolés créent des perturbations dans la membrane des levures par inhibition de la synthese
d’un de ses constituants : 1’ergostérol. Ceci ameéne une fuite notamment d’ions potassium,
d’acides aminés et de sucres, rendant alors impossible la synthése des macromolécules.

Certains dérivés azolés sont commercialisés en France sous différentes formes galéniques
que cela soit en Médecine humaine ou Médecine vétérinaire, ces préparations sont
mentionnées dans le tableau 14, ainsi que le nom déposé des produits a usage vétérinaire
quand ils existent.

Cl

b. Quelques molécules de la famille des Allylamines.

D’autres antimycosiques sont actifs sur M. pachydermatis. Certaines allylamines ont été
testées in vitro, il s’agit de la terbinafine et de I’amorolfine (297). Quelques topiques sont
commercialisés en Médecine humaine (307) mais aucune autorisation n’existe a ce jour pour
I’animal (306).



Tableau 13 : Concentrations des dérivés azolés utilisables selon la galénique employée a partir d’études in vivo et in vitro

Princie actif In vivo, concentrations et In vitro Références d’études 1’utilisant
p formes galéniques employées cMI CMF @ ou le conseillant
Miconazole Goutte auriculaire : 1 % (260) 1,25 pg/mL 5 ug/mL 10, 31, 40, 63, 64, 73, 74, 76, 82, 101, 113, 138b,
Shampooing : 2 % (231) (296) (296) 160, 198, 199, 204, 226, 260, 274, 288, 310, 321
N gﬁ;ﬁf ;})?f%‘%}%g&” D 0,16 pyg/mL | 0,31 pg/mL | 38, 81, 82, 101, 110, 123, 150, 138, 173, 198, 199,
“ g c 0
Gel : 1% (150) (296) (296) 204, 218, 219, 249, 260, 286, 304,
. . 1,25 pg/mL 2.5 ug/mL 25, 86, 172, 185, 198, 199, 204, 260, 265, 286,
. o
Clotrimazole | Goutte auriculaire : 1 % (260) (296) (296) 297,321, 324
. Per os : 5 mg/kg/jour
Enilconazole Seitionldiluéel (5017) 1 pg/mL (81) 50, 73, 138b, 285
Per os : 5 mg/kg/jour (260)
Itraconazole Sl alids : 02 % 3,2 ug/mL 138b, 141, 218, 219
Thiabendazole | Solution : 1mg/ml (260) 10, 138b, 218, 219
Econazole 25,172, 198, 199, 324
Climbazole 1 pg/mL 272
Sertaconazole 247
Fluconazole testé chez des nourrissons infectés par M. pachydermatis 62
Isoconazole Pas de précision sur la dose employée 185

CMI Y : Concentration minimale inhibitrice

CMF

2 :Concentration minimale fongicide




Tableau 14 : Formes galéniques des dérivés azolés commercialisés en France avec les noms déposés des préparations vétérinaires

quand elles existent [ « A.M.M. » : autorisation de mise sur le march¢].

« H » note I’existence d’une forme commerciale en Médecine humaine en France (307).
« V » note I’existence d’une forme commerciale en Médecine vétérinaire en France (306).

Forme galénique commercialisée pour chacun

Principe actif Pl:Odlli.t Poudre So.lutiron Forme | Shampooing, Créme Nom déposé [ ]
auriculaire diluée | Per os | Gel moussant

Miconazole \Y% H H H SUROLAN P
Clotrimazole \% OTOMAX "°, AURIZON P
Thiabendazole \% H DEXORYL"’
Kétoconazole H,V H H KETOFUNGOL P
Enilconazole \Y IMAVERAL P
Parconazole \Y PARCOMYC "°, SANTAMIC P
Itraconazole H H Pas d’A.M.M. frangais en Médecine vétérinaire
Fluconazole H H Pas d’A.M.M. frangais en Médecine vétérinaire
Fenticonazole H Pas d’A.M.M. francgais en Médecine vétérinaire
Imidazole Pas d’A.M.M. frangais en Médecine vétérinaire
Isoconazole H H H Pas d’A.M.M. frangais en Médecine vétérinaire
Omoconazole H H H Pas d’A.M.M. frangais en Médecine vétérinaire
Oxiconazole H H H Pas d’A.M.M. francgais en Médecine vétérinaire
Sulconazole H Pas d’A.M.M. frangais en Médecine vétérinaire
Econazole H H H H Pas d’A.M.M. frangais en Médecine vétérinaire
Bifonazole H H H Pas d’A.M.M. frangais en Médecine vétérinaire

Sertaconazole

A.M.M. en Médecine humaine sous forme d’ovules
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2.2. Invivo, les dérivés azolés sont fréquemment utilisés.

Lors d’otite avec prolifération de M. pachydermatis, un traitement local suffit et il est trés
rare que le clinicien prescrive une prise orale de dérivés azolés. Cette administration per os est
par contre unanimement conseillée lors de problémes cutanés liés a la levure, parfois en
association a des applications de topiques (73).

Grace a I’emploi local de miconazole ou de kétoconazole, nous pouvons espérer une
amélioration clinique de 1’otite externe due a la levure en sept jours (64) et prés de 74% de
guérison dans les deux semaines (76) pour la premiere molécule et de 94,2 % de guérison
apres presque huit jours de traitement pour la deuxieme (173).

Si une prise orale est tout de méme décidée, les doses thérapeutiques systémiques des
dérivés azolés sont comprises entre 5 et 20 mg par kg de poids vif et par jour suivant la
molécule et selon les auteurs. Le kétoconazole par exemple peut étre employé a la
concentration de 10 mg/kg toutes les 24 heures (260), certains auteurs préférent prescrire 5 a
10 mg/kg soit toutes les 8 heures (92), soit toutes les 12 heures (231). Les concentrations
thérapeutiques des autres dérivés azolés sont inscrites dans le tableau 13.

2.3.Effets indésirables et contre-indication a 1’utilisation des dérivés azolés

Les effets indésirables et contre-indications sont inexistants lors d’un usage local. A
I’inverse, ’utilisation systémique de certains dérivés azolés comme le kétoconazole (73, 123,
231, 318) nécessite une surveillance des enzymes hépatiques du patient [phosphatase alcaline,
alat, asat]. Un bilan antérieur au traitement peut étre nécessaire notamment sur les animaux
agés (231). En cas d’augmentation, il serait nécessaire de ne conserver que le traitement local
(123). Les complications hépatiques restent néanmoins rares (260) et les effets le plus souvent
rencontré sont en fait plutot des désordres gastro-intestinaux (231). Ils se caractérisent par une
anorexie, des nausées ou des vomissements et disparaissent rapidement apres une pause de
trois a quatre jours dans le traitement ou une diminution de la dose (260).

Le kétoconazole par voie générale est aussi connu pour la baisse de synthése en cortisol et
en testostérone (130), ainsi que pour ces risques tératogénes chez les animaux (231).

Lors de surdosages trés importants, les dérivés azolés peuvent induire des troubles
neurologiques centraux graves (318). La dose létale 50 par voie orale est supérieure a 500
mg/lkg de poids vif, donc de 50 a 100 fois la dose thérapeutique (130).

3. Les antibiotiques ayant une action antifongique sur M. pachydermatis.

3.1. Différents antibiotiques peuvent étre employés

Il existe des antibiotiques a particularités antifongiques, il s’agit surtout des macrolides
polyenes : la nystatine, I’amphotéricine B et la pimaricine. Ces molécules naturelles sont
¢laborées par des Streptomyces. Elles sont constituées d’un ose aminé et d’une lactone
macrocyclique polyénique portant une fonction acide carboxylique. Elles appartiennent au
tableau C de la pharmacopée [sauf I’amphotéricine B sous forme injectable] (130).

a. Lanystatine

Découverte en 1950, la nystatine est une grosse molécule composée de 37 atomes et de
poids moléculaire de 947 Da. Elle est synthétisée par Streptomyces noursei (130). Sensible a
I’hydrolyse, a la lumiére et a la chaleur, on observe une perte de 40 % d’efficacité aprés un
mois de conservation (130).
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Tout comme pour les dérivés azolés, il a pu €tre établi in vitro la concentration minimale
inhibitrice [CMI] de chaque molécule [tableau 15].

Tableau 15 : Antibiotiques ayant un effet sur M. pachydermatis
et leur concentration minimale inhibitrice.

CMI Références utilisant la

Principe actif . L L
molécule in vitro ou in vivo.

Nystatine 1,25 ‘;g/ mL 15 25,74, 80,90, 172, 185,
6,5 jig/mL. 199, 204, 205, 258, 265, 318,

Amphotericine B | 500 pg/mL 62, 185, 199, 240, 265

Natamycine 2,5 pg/mL 296, 298, 300

Nanaomycine A 157

Mupirocine 238,317

CMI : concentration minimale inhibitrice tirée des études in vitro.

Pour la nystatine la CMI se situe a 1,25 pg/mL alors que sa CMF est de Sug/mL (296).

b. L’amphotéricine B

Découverte en 1955, elle est synthétisée par Streptomyces nodosus. Sa formule est
représentée figure 29 et sa CMI est notée dans le tableau 15 (130).

A ce jour, il n’existe pas de préparation commerciale contenant cette molécule en médecine
vétérinaire en France. Néanmoins, certains praticiens font parfois utiliser par le propriétaire la
Fungizone™” de Médecine humaine en application locale cutanée a 30 mg/mL (130).

Figure 29 : Formule de I’amphotéricine B (130).

Lo
HO/vO\/

H;C—

Cette molécule n’est pas commercialisée a ce jour dans le cadre du traitement des otites
externes avec prolifération de M. pachydermatis.

c. La pimaricine : un autre type d’antifongique.

La pimaricine est nommée aussi natamycine (306, 298). Découverte en 1957, elle est
synthétisée par Streptomyses natalensis. Quelques études se sont intéressées a son action in
vitro (296, 300) et il a pu étre ainsi calculé sa CMI et sa CMF sur Malassezia spp.
respectivement de 2,5 et 5 pg/mL.

Elle a été commercialisée par le passé dans cadre du traitement d’otite externe chez le chien

[Lactodermine™”] et est encore utilisée lors de mycoses diverses de la peau des bovins et des
chevaux (130).
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In vivo, lors d’otite externe, la pimaricine a été testée avec succes en solution a 1 % par
application deux fois par jour pendant trois a dix jours selon la chronicité des cas (298).

d. La mupirocine : autre antibiotique a caractéristique anti-Malassezia.

La mupirocine est une molécule antibiotique nouvelle issue de la fermentation de
Pseudomonas fluorescens. Elle donne de bons résultats sur M. pachydermatis que cela soit in
vitro (238) ou in vivo (317) lors de dermatite féline, néanmoins aucune étude, a ce jour, ne
semble I’utiliser dans le cadre d’otite externe chez les carnivores domestiques.

3.2. Mode d’action de ces antibiotiques.

Certains antibiotiques auront un effet uniquement fongistatique, il s’agit par exemple de la
mupirocine (238). D’autres comme la nystatine auront un effet fongicide qui serait basé sur
une inhibition de la synthése d’ADN (318).

Compte tenu de leur structure moléculaire, les macrolides polyénes interagissent avec les
stérols des membranes des champignons 1évuriformes. S’associant de fagon linéaire grace a
des interactions hydrophobes puissantes, ils provoquent 1’altération physique de la membrane.

3.3. Des effets secondaires inexistants par voie locale

Le traitement local n’induit aucun effet secondaire néfaste connu que cela soit pour la
nystatine ou la pimaricine.

B. Efficacité et association des différentes molécules.

Les antibiotiques ayant une activité anti-fongique semblent bien participer a la lutte vis-a-vis
de M. pachydermatis, néanmoins méme si leur efficacité est bonne, in vitro, elle reste
inférieure a celle des dérivés azolés (185).

Néanmoins, au sein des deux classes, des résistances in vitro vis-a-vis de certaines souches
de la levure sont désormais connues.

1. Des composés efficaces, peu de résistance décrite.

Globalement, les dérivés azolés ne rencontrent que peu de résistance [tableau 16]. Quelques
cas ont été décrits in vitro a partir de souches sauvages de M. pachydermatis (25, 286, 324).
Un auteur a méme pu identifier une souche résistante a la fois au clotrimazole, a 1’éconazole,
au miconazole et au kétoconazole (25).

La pimaricine, elle aussi, semble donner d’excellents résultats (296), avec peu de cas de
résistance (296, 298).

Pour ce qui est des antibiotiques a particularité¢ antifongique, la nystatine posséde une trés
bonne action avec pourtant quelques cas, la encore, de résistance in vitro (25, 296).

Ces cas de résistances ou de différence de sensibilité entre différentes souches pourraient
provenir d’une variation dans la composition membranaire des levures, notamment des
proportions en stérols (300).
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Tableau 16 : Efficacité in vitro de différentes molécules
face a différentes souches de M. pachydermatis.

Molécules Références Efficacité
Ketoconazole 25,286,324 | quasiment 100 %
Miconazole 286, 324 de 88,9 a 86,9 %
Econazole 324 89,1 %

Clotrimazole 286, 324 de 93,5 a 66,7 %
Amphotéricine B |25, 324 84,8 %

Nystatine 25,324 63 268 %

Pénicilline

Chloramphénicol

Tétracycline

Streptomycine 258 Aucune action sur
Néomysine M. pachydermatis
Novomycine

Kanamycine

S-fluorocytosine | 25, 185

Bien entendu et comme nous pouvions le pressentir, certains antibiotiques sont totalement
dépourvus d’effet antifongique a I’encontre de M. pachydermatis (258). 1l en est de méme
pour un antifongique strict, la 5-fluorocytosine (25, 185).

2. L’association de différentes molécules améliore parfois I’efficacité in vivo

Dans des cas de dermatite a Malassezia, certains auteurs préconisent d’associer entre elles
différentes molécules, ainsi il peut étre proposé d’associer par exemple antiseptiques et
dérivés azolés : chlorexidine et miconazole (31).

Lors d’otite, 1’association de plusieurs antifongiques n’est pas rencontrée. Par contre, il est
souvent conseillé d’utiliser un anti-inflammatoire pour améliorer les conditions de milieux.
L’amélioration clinique rapide passe en effet par une diminution de I’inflammation (63, 260).
Si la peau du pavillon ou le tégument du conduit auditif externe sont enflammés, cela apporte
a M. pachydermatis les conditions idéales de chaleur, d’humidité et de nutriments pour son
développement. Les corticoides sont donc fréquemment retrouvés dans la composition des
formulations auriculaires vétérinaires ; par leur action, les conditions de milieu changent et
deviennent moins favorables a la multiplication de la levure.

Il en est de méme de la réalisation d’une détersion qui éliminera tout substrat facilitant la
multiplication de la levure (257), d’ou la nécessité pour le praticien de bien effectuer, face a
une otite externe, un premier nettoyage consciencieux.

Certains auteurs se sont intéressés a I’éventualit¢é d’une supplémentation alimentaire
permettant une diminution de I’inflammation cutanée. En effet, certains compléments
nutritionnels, grace a leur proportion en acides gras Q 3 et Q 6, réduiraient la libération de
médiateurs pro-inflammatoires, amélioreraient 1’état de la peau et pourrait donc géner la
prolifération des levures (48b). Néanmoins, ces molécules ne seront prescrites que dans des
cas d’affections cutanées et ne semblent que peu indiquées contre les otites externes.
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C. Traitement prophylactique.

Certaines otites chroniques laissent envisager 1’emploi d’un traitement prophylactique
notamment pour les races de chien d’eau (209). En effet, il peut étre conseillé 1’application
d’une solution auriculaire contenant un dérivé azolé avant et apres la nage.

Les traitements de M. pachydermatis dans les oreilles passent donc a ce jour plutdt par
I’emploi des dérivés azolés

De nouvelles molécules font néanmoins leur apparition, il s’agit de la cilofungine, déja
testée in vitro avec de bons résultats (150b), ou de la cyclopiroxolamine [Mycoster™® en
Médecine humaine (307)]. Nous pouvons donc nous poser la question de leur intérét futur en
Otologie vétérinaire.

I v Les molécules utilisables sont des antiseptiques, des antibiotiques a =
. particularité antifongiques et des antifongiques strictes. I

v Les plus couramment rencontrés dans les solutions auriculaires du
I commerce sont les dérivés de 1’imidazole.

= v L’efficacité de ces molécules est bonne avec peu de résistance connue I
1 face a la levure.

I v" Les molécules luttant contre M. pachydermatis ne sont pas néfastes si

| employées localement. I
" v L’association a un anti-inflammatoire est trés conseillée de facon a

I obtenir des résultats cliniques plus rapides. 1
. ¥ Une prophylaxie peut étre envisagée chez les chiens de race d’eau. I
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Nous connaissons désormais les caractéristiques de Malassezia pachydermatis.
Globalement, c’est une levure facilement identifiable grace a sa forme en bouteille, elle
cultive sur un milieu usuel comme celui de Sabouraud sans ajout de corps gras car,
contrairement aux autres especes de Malassezia, elle est lipophile mais non lipodépendante.

Hébergée fréquemment chez les chiens et chats sains ou atteints d’otite externe, son pouvoir
pathogéne est trés contesté. A I’heure actuelle, Malassezia pachydermatis est considérée
comme un saprophyte qui peut éventuellement, dans des conditions particuliéres, avoir un
effet néfaste sur son hote.

Lors de multiplication importante dans le conduit auditif externe, le traitement reste simple,
les principaux principes actifs appartiennent a la famille des dérivés azolés mais le recours
local a des anti-inflammatoires peut étre trés conseillé.

Nous nous proposons d’étudier expérimentalement la prévalence de cette levure dans le
conduit auditif externe du chien et du chat.
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Deuxiéme Partie

Etude statistique de la prévalence
de Malassezia pachydermatis
a partir d’un échantillon
de 250 chiens et de 250 chats.

o

Le but de cette ¢tude est d’approcher la prévalence de Malassezia pachydermatis dans les
oreilles de chiens et de chats tout venant a la consultation de Parasitologie et de Dermatologie
de I’Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse. Il est tenu compte de 1’espece, de 1’age de
I’animal, de son sexe, du port dressé ou tombant des oreilles, du fait de la présence d’un autre
animal dans le foyer et de 1’¢état sanitaire du conduit auditif.
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1. Matériel et Méthode

A. Les animaux : 250 chiens et 250 chats tout venant.

1. L’effectif.

L’échantillon est composé de 250 chiens et 250 chats présentés a la consultation de I’Ecole
Nationale Vétérinaire de Toulouse, animaux tout venant, c’est-a-dire quel que soit le motif de
consultation : vaccination d’animaux sains, animaux atteints d’otite externe, de parasitose ou
de dermatose.

2. La durée de I’étude.

Cette étude s’est déroulée de février a juin 1996, donc lors de la fin d’un hiver plutot doux et
d’un printemps tempéré habituel au sud-ouest de la France.

B. La méthode : examen complet de 1’oreille externe, prélévement pour calque et mise en
culture.

Aprées une explication rapide au propriétaire en vue de 1’obtention de son consentement, il a
été effectué le recueil des commémoratifs concernant 1’animal et des critéres dont nous avons
tenu compte pour apprécier 1’état sanitaire de l’oreille. Puis a été réalisé un prélévement
utilisé pour le calque et la culture.

Deux personnes travaillérent au recueil des commémoratifs, a ’examen auriculaire et au
prélévement, mais une seule effectua la lecture des calques de fagon a ne pas introduire de
biais entre cliniciens.

1. Recueil des commémoratifs : mode de vie, port des oreilles, traitements antérieurs.

Race, sexe et date de naissance ont ¢té consignés sur notre fiche via une étiquette
autocollante fournie par le service préposé a I’accueil des propriétaires. Nous y avons ajouté
pour chaque animal un numéro d’identification propre a I’étude qui a été reporté sur les
prélévements ultérieurs. Nous avons précisé le mode de vie de 1’animal, c¢’est-a-dire s’il vit
avec des congénéres ou des animaux d’autres especes et si d’éventuels traitements locaux ou
systémiques avaient ét¢ administrés dans les quinze jours précédents notre examen [Figure
31].

Pour le cas particulier du port des oreilles, des précisions ont été parfois apportées en marge.
En effet, les chiens n’ont pas toujours les oreilles droites ou tombantes, nous chercherons a
différencier plutot les animaux ayant un conduit auditif ou la ventilation est favorisée de ceux
ou elle ne I’est pas. Certains chiens possédent par exemple des oreilles semi-érigées, mais
présentent des masses importantes de poil a ’entrée ou dans le conduit auditif, aussi ils ont
¢été classés dans la catégorie des chiens a oreilles tombantes.

Enfin, nous avons interrogé le propriétaire pour savoir si son animal présentait du prurit au
niveau des oreilles. Nous avons quantifié¢ ce dernier critére par « 0 » si I’animal se grattait ou
se secouait la téte moins de trois fois par jour, par « 1 » si la fréquence du prurit était
comprise entre 3 et 10 fois et par « 2 » si elle était supérieure a 10 fois.
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2. L’examen clinique des oreilles a permis un classement selon un degré d’atteinte.

L’examen auriculaire s’est déroulé en deux temps : tout d’abord I’examen a distance, suivi
d’un examen otoscopique.

2.1.Examen a distance.

Cet examen a permis la mise en confiance de I’animal et de son propriétaire. Nous nous
sommes surtout intéressés au pourtour de I’oreille et au pavillon auriculaire. Nous y avons
apprécié 1’absence [notée « 0 »] ou la présence [notée « 1 »] de lésions de grattage et la
présence éventuelle d’érythéme sur sa face interne [nul = « 0 », érythéme modéré = « 1 » et
important = « 2 »].

Nous avons aussi testé le réflexe de satisfaction lors du massage de la base du conduit
auditif, réflexe caractéris€¢ soit par un animal qui appuie la téte contre la main du
manipulateur, soit par les mouvements du membre postérieur ipsilatéral [réflexe absent =
« 0 », présent = « 1 »].

2.2 .Examen otoscopique.

Cet examen a ¢été réalisé sur animaux vigiles, maintenus par leur propriétaire ou un étudiant.
L’otoscope utilisé était un otoscope a pile, a lumiére froide, avec cornet a baionnette de
marque Heine.

Apres chaque observation, I’embout otoscopique a été nettoy¢ et désinfecté a 1’alcool a 70°.

Nous avons retenu six critéres :

% L’examen comprend tout d’abord une ¢valuation de la douleur éventuelle a
I’entrée de 1’otoscope [nulle = « 0 », modérée = « 1 », importante = « 2 »] dont
nous avons souvent déja eu un apercu a la fin de I’examen a distance lors du
toucher de la base du conduit auditif.

+¢* Puis, nous avons constaté la présence [ = 1] ou I’absence [ = 0] d’un réflexe
audito-podal stimulé par la présence de I’otoscope, c’est-a-dire les mouvements
du membre postérieur ipsilatéral vers 1’oreille. De plus, ce critére a été complété
par I’appréciation d’une réaction de I’animal lors de I’introduction de 1I’écouvillon
pour le prélévement.

¢ L’observation du conduit auditif externe nous a permis de relever la présence
¢ventuelle d’un érythéme [nul = « 0 », modéré = « 1 », important = « 2 »].

¢ Nous avons aussi recherché la présence d’cedéme [nul = « 0 », modéré = « 1 »,
important = « 2 »], de cérumen [nul = « 0 », modéré = « 1 », important = « 2 »] et
a visualiser I’état du tympan [intact = « 0 », invisible = « 1 », rompu « 2 »].

Ainsi, pour chaque oreille, nous avons obtenu une note clinique comprise entre 0 et 17.

De plus, en bas de fiche, pouvaient étre notées différentes observations comme la présence
par exemple dans le conduit auditif externe d’Otodectes ou d’un corps étranger.
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Figure 31 : Fiche remplie pour N° fiche :
chaque animal. A
Race, sexe, age
RECUEIL DES COMMEMORATIFS
Mode de vie : isolé - oui non:
« Oreilles tombantes » oui non
Traitements antérieurs :
locaux : systémiques :
Or. Droite Or. Gauche
<3 fois/ jour =0
Prurit 3 a 10 fois/jour =1
>10 fois /jour = 2
EXAMEN A DISTANCE
L . Non =0
Lésions de grattage Oui=1
Nul =0
Erythéme Modéré = 1
Important = 2
Satisfaction No§ —0
Oui=1
EXAMEN OTOSCOPIQUE
Nulle =0
Douleur Modérée = 1
Importante = 2
Réflexe audito-podal Ab’sent — 0
Présent = 1
Nul =0
Erythéme Modéré = 1
Important = 2
Nul =0
(Edeme Modéré = 1
Important = 2
Nul =0
Cérumen Modéré = 1
Important = 2
Intact=0
Tympan Non visible = 1
Rompu =2
CALQUES ET CULTURES
Calque (bleu de toluidine) ~ |pas de colonie =0
Culture (Sabouraud + j qq. colonies =1
chloramphénicol) Noml?reuses
colonies =2

Autre(s) Observation(s) :
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3. Examen de laboratoire : un prélévement permettra la réalisation d’un calque
et d’une mise en culture.

Apres le recueil des commémoratifs et I’examen clinique, un prélévement a été effectué au
moyen d’un écouvillon stérile 1égérement humecté de liquide physiologique stérile. Afin
d’éviter une contamination, cet écouvillon a été appliqué dans le conduit en veillant & ne pas
toucher le pavillon. L’écouvillon a été tourné dans I’oreille dans le sens des aiguilles d’une
montre jusqu’a ce qu’il ait fait deux rotations completes.

Les examens de laboratoire sont présentés ci-apres dans 1’ordre chronologique d’une journée
d’¢étude [Figure 32].

3.1.Coloration des lames au bleu de toluidine.

Un écouvillon stérile [Coplan lot VO8 01 96 exp 01/01] a été introduit dans chaque conduit
auditif. 11 a été tout de suite roulé trois fois sur une lame porte-objet dégraissée
[GESCHNITTEN-MATTRAND] elle-méme identifiée au moyen d’un stylo graveur [numéro
de la fiche clinique suivi de « G » pour oreille gauche et « D » pour oreille droite] ; elle a été
aussitot fixée et colorée. La méme procédure d’identification a été utilisée pour identifier
I’écouvillon qui a servi a ensemencer le milieu de culture en fin de matinée.

La fixation de la lame s’est faite par mise en contact puis flambage d’un mélange égal
d’alcool et d’éther.

La coloration a été pratiquée immédiatement apres prélévement et a été réalisée au moyen
de bleu de toluidine [Réactif RAL — 75008 Paris] préparé au laboratoire de Parasitologie et
Dermatologie et conservé a I’abri de la lumiere.

Le colorant a été laissé en contact avec la lame deux minutes, puis celle-ci a été rincée a
I’éthanol a 70° avant d’étre séchée par agitation dans I’air.

3.2.Ensemencement et milieux de culture.

A chaque fin de matinée, nous avons récupéré I’ensemble des écouvillons numérotés et
protégés dans leur coque plastique afin d’effectuer la mise en culture des prélévements.

Le milieu de culture choisi était une gélose Sabouraud-chloramphénicol sans
supplémentation en acide gras. Elle était préparée en petite quantit¢ en fonction de la
demande, et placée dans des tubes de verre [BIOMERIEUX FRANCE]. Le temps que la gélose
se fige, les tubes ont été inclinés a environ 45° de fagon a augmenter la surface d’étalement.
Ces tubes une fois rempli du milieu de culture refroidi et en attente d’utilisation ont été
stockés a 4° C. Cette préparation des milieux de culture était réalisée une fois par semaine, le
lundi, pendant la durée de 1’étude [Figure 32].

Nous n’avions pas choisi de supplémenter le milieu en huile méme si cela améliore, comme
nous I’avons vu dans la premiere partie, le taux de croissance de la levure. En effet, puisque
M. pachydermatis est la seule levure du genre non lipodépendante, nous n’avions pas a
effectuer de diagnose d’espece trop lourde a gérer pour 1000 prélévements.

Nous avons ensemencé chaque tube de verre contenant notre gélose. Le tube était ensuite
identifi¢ au moyen d’un stylo approprié¢ selon la méme méthode utilisée pour les lames en
précisant de plus la date de prélevement. Enfin, ces milieux de culture tirés de la collecte
d’une journée étaient placés dans des porte-tubes a 1I’étuve a 32° C pendant 3 a 5 jours.
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3.3.Lecture des calques a I’immersion [objectif x 100].

La lecture des calques d’une matinée se faisait dans le cours de I’aprés-midi de la méme
journée, toujours par la méme personne afin d’éviter ’introduction d’un éventuel biais dans la
notation. Cette lecture s’est faite grace a un objectif a immersion de grossissement 100.

L’absence de levure était notée « 0 », la présence de quelques levures, c’est-a-dire moins de
cinqg par champ, « 1 » et la présence de nombreuses levures « 2 ». Les calques ont été
conserveés une semaine pour permettre une relecture éventuelle.

3.4.Examen des cultures

Les cultures étaient examinées systématiquement le lundi et le jeudi, soit apres trois a cinq
jours suivant le jour de prélévement.

La encore, I’absence de colonie a été notée « 0 », la présence de quelques colonies, moins de
quinze, a été noté¢ « 1 » et la présence de nombreuses colonies « 2 ». Le genre des ¢éléments
cultivés a été identifié par examen microscopique apres ¢talement d’un fragment de colonie
dans du bleu coton entre lame et lamelle.

Tous les tubes démontrant I’absence de colonie ont été conservés cing jours au moins, sept
jours au plus avant d’étre déclarés négatifs a la culture. En cas de désaccord entre les deux
méthodes, calque et culture, nous avons systématiquement, selon le cas, soit effectué une
deuxiéme lecture du calque, soit prolongé la durée de culture jusqu’a sept jours.

En cas d’apparition de colonies différentes de celles de M. pachydermatis, une diagnose de
genre et d’espéce a été nécessaire.

Figure 32 : Programme hebdomadaire d’étude
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Idem au Mardi ou
Mercredi,
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le matin, observation
microscopique des calques et

Idem au Mardi ou Mercredi et
observation des milieux de culture
+ préparation de nouveau milieu de
Prélévement, calque et coloration
ensemencement 1’aprés-midi
Idem au Mardi ou Mercredi et
observation des milieux de culture
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C. Analyse des données.

Les données brutes ont été saisies sur le logiciel File Maker Pro 2-1 [Claris]. L’analyse
statistique a été effectuée grace a des tests du Khi-deux avec p=0,05. L’unité expérimentale
choisie n’a pas été I’individu mais 1’oreille, chacune étant considérée, sur un méme animal,
indépendante de son opposé.

1. Différentiation male et femelle.

Femelles et males ont donc été différenciés.

2. Répartition en classe d’age.

Trois classes d’age ont été définies :

+* moins de un an, il s’agit de « chiots » ou de « chatons »,
«* entre un et huit ans, les animaux ont été nommés « adultes »,
+* plus de huit ans pour les « seniors ».

Ces classes d’age sont celles le plus souvent rencontrées dans les études statistiques sur les
carnivores domestiques.

3. Répartition selon I’atteinte clinique de 1’oreille.

Rappelons que la note qui fait suite a ’examen clinique de chaque oreille peut varier de 0 a
17. L’atteinte de chaque oreille a été divisée en quatre classes qui correspondent a son état
sanitaire :

¢ Oreille « saine » si la note de I’examen clinique est de 0 ou 1,

% Oreille « sale » si la note de I’examen clinique variede 2 a 5,

¢ Oreille «atteinte d’otite externe » si la note de I’examen clinique varie de 6 a 9,

¢ Oreille « atteinte d’otite externe aigu€ » si la note de I’examen clinique est
supérieure ou €gale a 10.

4. Répartition selon une note moyenne de présence de M. pachydermatis au calque et
apres culture.

Par convention, la note rendant compte de la présence de la levure était la moyenne entre la
note obtenue par le calque [de 0 a 2] et celle obtenue par la culture [de 0 a 2]. Trois classes
ont alors été définies :

% « absence de M. pachydermatis » si le calque et la culture avaient une note égale a 0,
¢ « quelques M. pachydermatis » si la moyenne égalait 0,5 ou 1.
% « nombreuses M. pachydermatis » si la moyenne était égale a 1,5 ou 2.
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II. Résultats

Comme cela a déja été indiqué, I'unité expérimentale retenue est 1’oreille, aussi nous avons
raisonné a partir de 500 oreilles de chien et 500 oreilles de chat.

Il s’agissait donc d’étudier I’échantillon prélevé et de se poser différentes questions
apportant des réponses statistiques :

¢ Quelle est la prévalence de M. pachydermatis dans les oreilles saines, dans les
oreilles sales ou dans celles qui sont atteintes d’otite ?

¢ Sans tenir compte de I’état sanitaire des oreilles, y a-t-il une différence de
prévalence de M. pachydermatis entre les chiens et les chats ?

¢ En fonction de 1’état sanitaire des oreilles, y a-t-il une différence de prévalence
entre les chiens et les chats ?

Y a-til une corrélation directe entre atteinte clinique et prévalence de
Malassezia pachydermatis ?

Y a-t-il une différence liée au sexe dans la prévalence de la levure ?

¢ Y a-t-il une différence liée a I’age dans la prévalence de M. pachydermatis ?

Y a-t-il une différence liée au port de l’oreille dans la prévalence de
M. pachydermatis ?

Y a-t-il une colonisation accrue chez les animaux qui vivent avec d’autres
carnivores domestiques ?

¢ Y a-t-il une corrélation entre la note obtenue par la culture et celle obtenue par le
calque ?

A. Caractéristiques des échantillons

1. Un échantillon de 500 oreilles de chien [graphiques 1 a 6].

Sur les 500 prélévements, 254 proviennent de chiens males, 246 de femelles [graphique 1]. Si
nous nous intéressons aux classes d’age, 168 proviennent de chiens qui ont moins de 1 an,
242 de chiens agés de 1 a 8 ans et 90 de chiens ayant plus de 8 ans [graphique 2].

220 préléevements d’oreille ont pour origine des chiens vivants avec un ou plusieurs
congénéres ou un ou plusieurs chats [graphique 3].

Graphique 1

Répartition des oreilles
en fonction du sexe des chiens

Males 50.8 %

49,2 %
Femelles

Graphique 2

Répartition des oreilles
en fonction de I’age des chiens

Entre 1 et 8 ans
48.4 %

33,6 %
<1lan 18,0 %
> 8§ ans
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Graphique 3 Graphique 4
Répartition des oreilles en fonction Répartition des oreilles de chien
du mode de vie des chiens en fonction de leur port
Grégaires Oreilles tombantes
o
44,0 % 732 %

56,0 % 26,5 %

. e Oreilles droites
Solitaires
Graphique 5 Graphique 6
Répartition des oreilles de chien en Répartition des oreilles de chien en fonction de
fonction de leur état sanitaire la présence de M. pachydermatis
45,4 % Saines Nombreuses Absence
16,8 % 53,6 %

5,6 % 32,8 % 29,6 %
Otites aigués 16,2 %

Sales Quelques-unes
Otites

Le port des oreilles est considéré comme tombant dans 184 cas, soit 73,2 % des
prélévements. [graphique 4]. Rappelons que sont aussi incluses dans le port tombant, les
oreilles semi-érigées dont le conduit auditif externe est fortement obstrué par des poils.

Les examens a distance et otoscopique ont révélé que 227 oreilles étaient saines, 164 sales et
109 atteintes d’otite externe [graphique 5].

Nous avons pu mettre en évidence par calque et/ou culture des Malassezia dans 232 oreilles,
148 fois en faible nombre et 84 fois de facon plus importante [graphique 6]. Seize chiens
étaient porteurs d’Otodectes.

2. Un échantillon de 500 oreilles de chat [graphiques 7 a 11].

Sur les 500 prélevements d’oreille de chat, la moitié provient de males [graphique 7]. 166
préléevements proviennent de chats qui ont moins de 1 an, 280 de chats agés de 1 a § ans et 54
de chats ayant plus de 8 ans [graphique 8]. 152 chats vivent avec un ou plusieurs autres
carnivores domestiques [graphique 9].
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Graphique 7 Graphique 8
Répartition des oreilles Répartition des oreilles
en fonction du sexe des chats. en fonction de I’age des chats

Entre 1 et 8 ans

Males 50 %
56,0 %

33.2% 10,8 %

Femelles 50 % <1
an > 8 ans

Graphique 9

Répartition des oreilles en fonction
du mode de vie des chats

Grégaires

60,8 %

39.2%
Solitaires
Graphique 10 Graphique 11
Répartition des oreilles de chat Répartition des oreilles de chat en fonction
en fonction de leur état sanitaire de la présence de M. pachydermatis.
Saines 70,8 % Nombreuses
13,2 %

12,6 %

3.4 % 12.2% Quelques-unes

. L 13,6 %
Otites aigués ’
& Otites Sales

74,2 %
Absence

Les examens a distance et otoscopique ont montré que 85 oreilles étaient atteintes d’otite

externe, soit 17 % des cas [graphique 10].
Sur les 500 prélevements d’oreilles de chat, nous avons pu mettre en évidence par calque
et/ou culture des Malassezia dans 129 oreilles, 63 fois en faible nombre et 66 fois de facon

plus importante [graphique 11].
Remarquons que des parasites du genre Otodectes ont ét¢ identifiés dans 24 prélévements.
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B. Quelle est la prévalence de M. pachydermatis dans les oreilles saines,

dans les oreilles sales ou dans les oreilles atteintes d’otite externe ?

1.

Prévalence de M. pachydermatis dans les oreilles saines de chien et de chat.

Les oreilles saines sont celles dont la note clinique est inférieure ou égale a 1.
Malassezia pachydermatis est hébergée par respectivement 23,4 % et 9,3 % des oreilles
saines de chien ou de chat [graphiques 12 et 13]. Nous la retrouvons en grand nombre dans
respectivement 2,7 % et 2 % des prélevements chez le chien ou le chat sain [graphiques 14 et

15].

Tableau 17 : Prévalence de Malassezia pachydermatis selon 1’espéce
a partir d’oreilles saines : effectifs et pourcentages.

Absence Présence Total

Oreilles saines de chien | 174 (76,6 %) 53 (23,4 %) 227 (100 %)

Oreilles saines de chat 321 (90,7 %) 33 (9,3 %) 354 (100 %)
Quelques | Nombreuses

Oreilles saines de chien | 174 (76,6 %) | 47 (20,7%) | 6 (2,7 %) | 227 (100 %)

Oreilles saines de chat | 321 (90,7 %) | 26 (7.3%) | 7 (2 %) 354 (100 %)

Graphiques 12 a 15 : Prévalence de M. pachydermatis
dans les oreilles saines.
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Graphique 12 : Prévalence de la levure dans
les oreilles saines du chien sans tenir compte
du nombre de levures observées ou isolées.
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Graphique 13 : Prévalence de la levure dans
les oreilles saines du chat sans tenir compte
du nombre de levures observées ou isolées.
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Graphique 14 : Prévalence de la levure dans
les oreilles saines du chien en tenant compte
du nombre de levures observées ou isolées.

Graphique 15 : Prévalence de la levure dans
les oreilles saines du chat en tenant compte
du nombre de levures observées ou isolées.



2. Prévalence de M. pachydermatis dans les oreilles sales du chien et du chat.

Les oreilles sales sont celles dont la note clinique est comprise entre 2 et 5 inclus. Elles
hébergent la levure dans respectivement 55,5 % et 39,3 % des cas chez le chien et chez le
chat. Malassezia pachydermatis est isolée en grand nombre dans 21,3 % des oreilles sales du
chien et dans 23 % des oreilles sales du chat [tableau 18, graphiques 18 et 19].

Tableau 18 : Prévalence de Malassezia pachydermatis selon 1’espéce
a partir d’oreilles sales : effectifs et pourcentages.

Absence

Présence Total

Oreilles sales de Chien 73 (44,5 %)

91 (55,5 %) 164 (100 %)

Oreilles sales de Chat 37 (60,7 %) 24 (39,3 %) 61 (100 %)
Quelques | Nombreuses

Oreilles sales de Chien | 73 (44,5 %) |56 (34,2 %) | 35 (21,3 %) | 164 (100 %)

Oreilles sales de Chat 37 (60,7 %) |10 (16,3%)| 14 (23 %) | 61 (100 %)

Graphiques 16 a 19 : Prévalence de M. pachydermatis
dans les oreilles sales.
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Graphique 16 : Prévalence de la levure dans
les oreilles sales du chien sans tenir compte
du nombre de levures observées ou isolées.
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Graphique 17 : Prévalence de la levure dans
les oreilles sales du chat sans tenir compte
du nombre de levures observées ou isolées.
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Graphique 18 : Prévalence de la levure dans
les oreilles sales du chien en tenant compte
du nombre de levures observées ou isolées.
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Graphique 19 : Prévalence de la levure dans
les oreilles sales du chat en tenant compte
du nombre de levures observées ou isolées.



3. Prévalence de M. pachydermatis dans les otites externes du chien et du chat.

Nous considérerons ici I’ensemble des oreilles atteintes d’une otite externe. Leur note
clinique est donc supérieure ou égale a 6. La prévalence de M. pachydermatis y est de 80,7 %
chez le chien et de 84,7 % chez le chat. Les levures sont retrouvées en grand nombre dans
respectivement 38,5 % et 52,9 % des otites externes de chien ou de chat [tableau 19,

graphiques 22 et 23].

Tableau 19 : Prévalence de Malassezia pachydermatis selon 1’espece
a partir d’oreilles atteintes d’otite externe: effectifs et pourcentages.

Absence

Présence Total

Otites externes de chien | 21 (19,3 %)

88 (80,7 %) 109 (100 %)

Otites externes de chat | 13 (15,3 %)

72 (84,7 %) 85 (100 %)

Quelques

Nombreuses

Otites externes de chien | 21 (19,3 %)

46 (42,2 %)

42 (38,5 %) | 109 (100 %)

Otites externes de chat

13 (15,3 %)

27 (31,8 %)

45 (52,9%) | 85 (100 %)

Graphiques 20 a 23 : Prévalence de M. pachydermatis
dans les oreilles atteintes d’une otite externe.
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Graphique 20: Lors d’otite externe,
prévalence de la levure chez le chien sans
tenir compte de la quantité de levures.
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Graphique 21: Lors d’otite externe,
prévalence de la levure chez le chat sans
tenir compte de la quantité de levures.
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Graphique 22: Lors d’otite externe,
prévalence de la levure chez le chien en
tenant compte de la quantité de levures.
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Graphique 23 : Lors d’otite externe,
prévalence de la levure chez le chat en
tenant compte de la quantité de levure.



87

C. Sans tenir compte de I’état sanitaire des oreilles, v a-t-il une différence de prévalence
de M. pachydermatis entre les chiens et les chats ?

Nous pouvons nous demander si le chien peut étre considéré comme plus porteur que le
chat. Dans un premier temps, nous ne tiendrons pas compte de 1’état sanitaire des oreilles.

A partir de notre échantillon, Malassezia pachydermatis a pu étre isolé de 232 oreilles de
chiens et 129 oreilles de chats soit dans respectivement 46,4 % et 25,8 % des cas [tableau 20
et graphique 24]. La levure est isolée en grand nombre dans 16,8 % des oreilles chez le chien
et 13,2 % chez le chat, en quantit¢ moindre dans 29,6 % des cas chez le chien et 12,6 % chez
le chat.

Tableau 20 : Présence de Malassezia pachydermatis selon I’espéce
sans tenir compte de 1’état sanitaire des oreilles.
[résultats exprimés en nombre et pourcentages d’oreilles]

Absence Présence Total
Oreilles de chien | 268 (53,6 %) 232 (46,4 %) 500 (100 %)
Oreilles de chat 371 (74,2 %) 129 (25,8 %) 500 (100 %)

Quelques-unes | Nombreuses
Oreilles de chien | 268 (53,6 %) | 148 (29,6 %) | 84 (16,8 %) 500 (100 %)
Oreilles de chat | 371 (74,2 %) | 63 (12,6 %) 66 (13,2 %) 500 (100 %)

Graphique 24 : Présence de Malassezia pachydermatis chez le chien
et le chat sans tenir compte de 1’état sanitaire des oreilles.
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Par une comparaison des deux populations grace a un test du Khi-deux selon chaque classe
et sans tenir compte de 1’état sanitaire des oreilles, nous pouvons affirmer qu’il existe bien
une différence significative au seuil de 5 % entre les deux especes, le chien semble héberger
plus de Malassezia pachydermatis que le chat.
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Puisque nous ne tenons pas compte de 1’¢état sanitaire des oreilles, cette différence statistique
pourrait étre contestée. En effet, le chien semble plus atteint d’otite externe que le chat si nous
ne considérons comme oreilles saines que celles dont la note clinique est égale a 0 ou 1 [test
du Khi-deux au risque de 5 %]. Ainsi, I’otite externe ou la malpropreté du conduit favorisant
la levure, il semble normal que la population des chiens soit plus porteuse.

D. En fonction de 1’état sanitaire des oreilles, v a-t-il une différence de prévalence de
M. pachydermatis entre les chiens et les chats ?

1. A partir d’oreilles saines, y a-t-il une différence de prévalence
entre les chiens et les chats ?

Nous avons déja classé les oreilles saines en fonction de I’espéce dans le tableau 17. La
réalisation d’une comparaison grace a un test du Khi-deux nous conduit aux calculs des
effectifs théoriques que nous avons consignés entre crochets dans le tableau 21.

Tableau 21 : Effectifs et effectifs théoriques [notés entre crochets] d’oreilles saines
selon ’espece et la présence de Malassezia pachydermatis.

Absence Quelques | Nombreuses | Total
Oreilles saines de chien | 174 [193,4] | 47 [28,5] 6 [5,1] 227
Oreilles saines de chat | 321 [301,6] | 26 [44,5] 7 [7,9] 354

Nous nous retrouvons alors avec un tableau de contingence a deux lignes et trois colonnes.
Le test du Khi-deux démontre I’existence d’une différence trés significative [p = 10™] au seuil
de 5 % entre les deux especes. Les oreilles saines de chat semblent moins porteuses de la
levure que celles de chien.

2. A partir d’oreilles sales, y a-t-il une différence de prévalence
entre les chiens et les chats ?

Nous avons considéré comme sales les oreilles des chiens ou des chats dont la note clinique
se situe entre 2 et 5. Nous avons déja consigné les différents effectifs au sein du tableau 18.

L’hypothese d’une différence de prévalence nous conduit au calcul des effectifs théoriques
que nous avons notés entre crochets dans le tableau 22.

Tableau 22 : Effectifs et effectifs théoriques [notés entre crochets] d’oreilles sales
selon I’espece et la présence de Malassezia pachydermatis.

Absence Quelques | Nombreuses | Total
Oreilles sales de chien | 73 [80,2] 56 [48,1] 351[35,7] 164
Oreilles sales de chat 37 [29,8] 10 [17,9] 14 [13,3] 61

Nous nous retrouvons avec un tableau de contingence a deux lignes et trois colonnes. En ne
tenant compte que des oreilles sales, le test du Khi-deux démontre 1’existence d’une
différence mais peu significative [p = 0,027] au seuil de 5 % entre les deux especes.

Les oreilles sales des chats semblent 1a encore moins porteuses de la levure que celles des
chiens.
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3. A partir d’oreilles atteintes d’otite externe, y a-t-il une différence de prévalence
entre les chiens et les chats ?

Nous avons déja classé les oreilles atteintes d’une otite externe en fonction de 1’espeéce dans
le tableau 19. L hypothése d’une différence de prévalence nous conduit la encore au calcul
des effectifs théoriques que nous avons notés entre crochets dans le tableau 23.

Tableau 23 : Effectifs et effectifs théoriques [notés entre crochets] d’oreilles atteintes
d’otite externe selon I’espece et la présence de Malassezia pachydermatis.

Absence Quelques | Nombreuses | Total
Otites externes de chien | 21 [19,1] 46 [41] 42 [48,9] 109
Otites externes de chat 13 [14,9] 27 [32] 45138,1] 85

Si nous appliquons un test du Khi-deux a ces effectifs, nous ne pouvons pas affirmer
I’existence d’une différence statistique significative [p = 0,134] au risque de 5 %. Lors d’otite
externe, le chien ne semble pas plus porteur de levures que le chat.

Ainsi, les oreilles saines et propres des chats semblent moins porteuses que celles des
chiens, cette différence existe mais de fagcon moins marquée pour les oreilles sales et il n’y a
plus de différence lorsqu’il s’agit d’oreilles atteintes d’une otite externe.

E. Y a-t-il une relation entre atteinte clinique et présence de Malassezia pachydermatis ?

1. Chez le chien, la présence de la levure est liée a I’atteinte clinique.

Nous avons vu précédemment le caractére saprophyte de cette levure. Nous pouvons le
vérifier par la relation entre présence de M. pachydermatis dans 1’oreille des chiens et
I’atteinte clinique. Pour établir le graphique 25, les pourcentages choisis sont fonction de la
présence de Malassezia pachydermatis au sein de chaque classe de notes cliniques. Nous
pouvons y remarquer que plus I’atteinte augmente, plus les Malassezia semblent présentes et
nombreuses. Apres cette observation graphique, il nous faut démontrer une concordance
statistique.

Tableau 24 : Nombres et pourcentages d’oreilles en fonction
de I’atteinte clinique et de la présence de M. pachydermatis chez le chien.

Atteinte clinique

Saine Sale Otite Otite aigué

-§ Absence | 174 (76,7 %) | 73 (44,5 %) | 18 (22,2%) | 3 (10,7 %)
§§ Quelques | 47 (20,7%) | 56 (34,1%) | 35 (43,2%) | 11 (39,3 %)

g § Nombreuses | 6 (2,6 %) | 35 (21,3 %) | 28 (34,6 %) | 14 (50 %)
- § Total | 227 (100%)| 164 (100%)| 81 (100%)| 28 (100 %)
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Graphique 25 : Pourcentages d’oreilles en fonction de la présence
de M. pachydermatis et de I’atteinte clinique chez le chien.
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Cette concordance entre atteinte clinique et infestation peut étre démontrée statistiquement
par un test de Khi-deux avec tableau de contingence.

Le tableau 25 reprend les effectifs et effectis théoriques [notés entre crochets] d’oreilles de
chien classées selon I’atteinte clinique et la présence de M. pachydermatis.

Tableau 25 : Effectifs et effectifs théoriques [notés entre crochets]
selon I’atteinte clinique et la présence de M. pachydermatis chez le chien.

Atteinte clinique
Saine Sale Otite Otite aigué | Total

Absence 174 121,71 73 [87,9]| 18 [43,4]| 3 [15,0]| 268

Quelques | 47 [67,6]| 56 [48,9]| 35 [24,1]| 11 [83]| 149

Nombreuses | 6 [37,7]| 35 [27.2]| 28 [13,4]| 14 [4,6]| 83

Présence de
M. pachydermatis

Total 227 164 81 28 500

Du fait que 1’un des effectifs théoriques est inférieur a 5, la colonne des otites externes dites
aigués doit €tre regroupée avec sa précédente. Nous nous retrouvons donc avec un tableau de
contingence a trois lignes et trois colonnes. Le résultat du test Khi-deux corrigé sera alors de
122,4 avec un degré de liberté égal a 4.

Nous pouvons donc conclure que la liaison est bien significative statistiquement, aussi plus
I’atteinte clinique est forte, plus la présence de M. pachydermatis est importante chez le chien.
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2. Chez le chat, 1a encore, la présence de la levure est liée a 1’atteinte clinique.

Tout comme chez le chien, nous nous sommes intéressés a la corrélation entre note clinique
et présence de la levure. Le tableau 26 et le graphique 26 reprennent les résultats des 500
prélévements auriculaires de chats. La encore, d’aprés les pourcentages de présence de la
levure selon chaque classe des notes cliniques, nous pouvons observer la concordance entre
I’augmentation de 1’atteinte et la prévalence de la levure.

Tableau 26 : Nombres et pourcentages d’oreilles en fonction
de I’atteinte clinique et de la présence de M. pachydermatis chez le chat.

Atteinte clinique
Saine Sale Otite Otite aigué
~§ Absence 321 (90,7 %) | 37 (60,6 %) | 11 (16,2%) | 2 (11,8 %)
g § Quelques 26 (7,3%) | 10 (16,4 %) | 22 (32,4%) | 5 (29,4 %)
g § Nombreuses 7 (2 %) 14 (23%) | 35 (51,5%) | 10 (58,8 %)
B ; Total 354 61 68 17

Graphique 26 : Pourcentage d’oreilles en fonction de la présence
de M. pachydermatis et de I’atteinte clinique chez le chat.
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La encore cette concordance peut étre démontrée d’un point de vue statistique par un test de
Khi-deux via un tableau de contingence qui reprend effectifs et effectifs théoriques [tableau
27].
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Tableau 27 : Effectifs et effectifs théoriques [entre crochets] en fonction
de Patteinte clinique et de la présence de M. pachydermatis chez le chat.

Atteinte clinique
Saine Sale Otite Otite aigué | Total
€| Absence |321[2627]) 37 [453]) 11 [50.5]] 2 [126]| 37!
§§ Quelques |26 [44,6]| 10 [77]| 22 [86]| 5 [21]] 63
S |Nombreuses | 7 [46,7]] 14 [81]] 35 [9.0]| 10 [2.2]| 66
) ; Total 354 61 68 17 500

Du fait que certains effectifs théoriques sont inférieurs a 5, la colonne des otites externes
définies comme aigués sera regroupée avec la précédente. Nous nous retrouvons donc avec un
tableau de contingence a trois lignes et trois colonnes. Le Khi-deux corrigé est de 227 avec un
degré de liberté égal a 4.

Nous pouvons donc conclure que la liaison est bien significative statistiquement, plus
’atteinte clinique est forte chez le chat, plus la présence de M. pachydermatis est importante.

Ainsi, il y a bien, chez le chien comme chez le chat , une relation entre I’atteinte clinique et
la présence de M. pachydermatis.

F. Y a-t-il une différence liée au sexe de I’animal dans le port de la levure ?

1. Chez le chien : pas de relation entre sexe et prévalence de la levure.

Pour la relation entre le sexe et la présence d’otite, les avis divergent. Tres peu étudient la
liaison entre le sexe et la prévalence de la levure.

Les résultats obtenus a partir de notre échantillon de 500 prélévements sont consignés dans
le tableau 28. Les chiens stérilisés ont ét¢ écartés puisqu’en trop faibles effectifs pour étre pris
en compte d’un point de vue statistique.

Tableau 28 : Effectifs et pourcentages d’oreilles
selon le sexe et la présence de M. pachydermatis.

Absence | Quelques-unes | Nombreuses Total
Males 134 (53%)| 80 (32%) | 38(15%) | 252(100 %)
Femelles 126 (53 %) | 67 (28 %) 45 (19 %) | 238 (100 %)
Males castrés 2 0 0 2
Femelles castrées 6 2 0 8

M trop faibles effectifs pour étre pris en compte d’un point de vue statistique.

Le graphique 27 reprend les pourcentages d’oreilles en fonction de la présence de la levure
et le sexe de I’animal. Chez le chien, les résultats semblent comparables graphiquement qu’il
s’agisse de males ou de femelles.
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chez les chiens males ou femelles.

Graphique 27 : Prévalence de M. pachydermatis
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Graphique 28 : Prévalence de M. pachydermatis
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Si nous appliquons un test du Khi-deux aux effectifs de notre échantillon de chien, il ne peut
2. Chez le chat : pas de relation entre sexe et port de la levure.

pas étre démontré de différence statistique significative au seuil de 5 % entre le sexe du chien

et la présence de la levure.
Les résultats obtenus a partir de notre échantillon de 500 prélévements d’oreilles de chat

sont consignés dans le tableau 29. Nous n’avons pas tenu compte de la stérilisation éventuelle
de I’animal. En effet, le recueil de cette information via les données du service d’accueil des

propriétaire semble peu fiable a la vue du tres faible nombre de chats stérilisés.

Nombreuses
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Présence de Malassezia pachydermatis
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Tableau 29 : Effectifs et pourcentages d’oreilles
selon le sexe des chats et la présence de M. pachydermatis.

Absence Quelques-unes | Nombreuses Total
Males 192 (76,8%) | 30 (12 %) 28 (11,2%) | 250 (100 %)
Femelles | 179 (71,6 %) | 33 (13,2%) | 38 (15,2%) | 250 (100 %)

Le graphique 28 reprend les pourcentages d’oreilles en fonction de la présence de la levure
et le sexe des chats.

Selon un test du Khi-deux appliqué aux effectifs du tableau 29, il n’existe pas de différence
statistique significative au seuil de 5 % entre le sexe du chat et la présence de la levure.

Ainsi, chez le chien comme chez le chat, la prévalence de Malassezia pachydermatis n’est
pas influencée par le sexe de 1’animal.

G. Y a-t-il une différence de prévalence en fonction de ’dge de 1’animal ?

1. Chez le chien, I’age de I’animal n’intervient pas.

La répartition des chiens en fonction des classes d’age est consignée dans le tableau 30. Le
graphique reprend les pourcentages en fonction de chacune de ces classes et de la présence de
la levure. Rappelons que nous avons considéré trois catégories d’animaux :ceux de moins d’un
an [ « chiots » ], ceux ayant entre 1 et 8 ans [ « adultes » ] et les seniors de plus de 8 ans.

Graphique 29 : Pourcentages d’oreilles selon 1’age du chien
et en fonction de la présence de M. pachydermatis.
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Tableau 30 : Effectifs et pourcentages d’oreilles
selon 1’age du chien et la présence de la levure

Absence Quelques-unes | Nombreuses Total
Chiots 89 (53 %) 42 (25 %) 37 (22 %) 168 (100%)
Adultes 133 (55 %) 75 (31 %) 34 (14 %) 282 (100%)
Seniors 46 (51,1 %) | 32 (35,6 %) 12 (13,3 %) 90 (100%)

Appliquons un test du Khi-deux. Les effectifs et effectifs théoriques, placés entre crochets,

sont consignés dans le tableau 31.

Tableau 31 : Effectifs et effectifs théoriques [notés entre crochets] d’oreilles

selon I’age du chien et la présence de la levure.

Absence Quelques-unes | Nombreuses
Chiots 89 1901 42 [50.11 37 127.91
Adultes 133 [129,7] 75 [72,1] 34 [40,2]
Seniors 46 [48,2] 32 [26,8] 12 [14,9]

Nous nous retrouvons alors avec un tableau de contingence a trois lignes et trois colonnes.
Le test ne nous permet pas d’affirmer 1’existence d’une différence significative au seuil
de 5 % en fonction de I’age de 1’animal.

2. Chez le chat, I’age de I’animal n’intervient pas.

La répartition des chats en fonction des trois classes d’age est consignée dans le tableau 32.
Le graphique 30 reprend les pourcentages en fonction de chacune de ces classes et de
la présence de la levure.

Afin d’¢évaluer I’existence d’une différence significative entre les classes d’age, nous
pouvons appliquer un test du Khi-deux aux effectifs et effectifs théoriques consignés dans le
tableau 33.

Tableau 32 : Effectifs et pourcentages d’oreilles
selon 1’age du chat et la présence de la levure

Absence Quelques-unes | Nombreuses Total
Chatons | 122 (73,5%) | 26 (15,7 %) 18 (10,8 %) | 166 (100%)
Adultes | 209 (74,6 %) 28 (10 %) 43 (15,4 %) | 280 (100%)
Seniors 40 (74,1 %) 9 (16,7%) 5 (9,2 %) 54 (100%)

Tableau 33 : Effectifs et effectifs théoriques [notés entre crochets] d’oreilles
selon 1’age du chat et la présence de la levure.

Absence Quelques-unes | Nombreuses
Chatons 122 [123.2] 26 [20.9] 18 [21.9]
Adultes 209 [207,8] 28 [35,3] 43 [37,0]
Seniors 40 [40,1] 9 [6,8] 5 [7,1]
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Graphique 30 : Pourcentages d’oreilles selon 1’age du chat
et en fonction de la présence de M. pachydermatis.
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Comme précédemment, nous obtenons alors un tableau de contingence a trois lignes et trois
colonnes et un test du Khi-deux ne nous permet pas d’affirmer I’existence d’une différence
significative au seuil de 5 % en fonction de I’age de ’animal.

Ainsi, chez le chien comme chez le chat, la prévalence de Malassezia pachydermatis n’est
pas influencée par I’age de 1’animal.

H. Y a-t-il une différence liée au port des oreilles
dans la prévalence de Malassezia pachydermatis ?

Nous pouvons soit considérer I’ensemble des prélévements effectués sur les 250 chiens, soit
rechercher une différence liée au port des oreilles tout en tenant compte de 1’état sanitaire des
conduits auditifs externes.

1. En prenant en compte I’ensemble de notre échantillon, pas de différence
significative.

Les 500 prélévements proviennent de 366 oreilles droites et 134 tombantes. Rappelons que
les oreilles semi-érigées mais fortement obstruées par des poils sont considérées comme
tombantes.

Tableau 34 : Effectifs et pourcentages d’oreilles de chien
selon leur port et la présence de M. pachydermatis.

Absence Quelques-unes | Nombreuses Total
Oreilles droites 203 (55,5 %) | 108 (29,5 %) 55 (15 %) | 366 (100 %)
Oreilles tombantes | 65 (48,5 %) 41 (30,6 %) | 28(20,9 %) | 134 (100 %)
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La répartition selon la présence de M. pachydermatis est décrite dans le tableau 34. Le
graphique 31 reprend les pourcentages d’oreilles selon leur port, dressé ou tombant, et selon
la présence de la levure, ceci sans tenir compte de I’état sanitaire des conduits auditifs
externes.

Graphique 31 : Pourcentage de présence de M. pachydermatis en fonction
du port des oreilles [sans distinction de 1’état sanitaire].
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Ainsi, par un test du Khi-deux et en tenant compte de 1’ensemble des chiens, nous ne
pouvons pas démontrer au risque de 5% de différence significative entre les deux port
d’oreilles.

2. En tenant compte de 1’état sanitaire des oreilles : pas de différence significaitve.

Tenir compte de I’état sanitaire peut étre intéressant pour déterminer I’existence d’une
différence significative de prévalence selon le port des oreilles.

Les résultats par catégorie figurent dans le tableau 35. En raison de la taille réduite des
effectifs d’oreilles atteintes d’otite externe aigué, cette classe sera regroupée avec sa
précédente. Dans chaque cas est effectué¢ un test du Khi-deux au seuil de 5 % afin de
démontrer une différence statistique entre les deux types de ports d’oreilles.

Qu’il s’agisse d’oreilles saines, sales ou atteintes d’otite externe, il n’est pas possible
d’affirmer I’existence d’une différence significative au seuil de 5 % en fonction de leur port.

De plus, a partir des résultats du tableau 35, nous ne pouvons pas affirmer au seuil de 5 %
I’existence d’une différence significative dans ’apparition d’une otite externe en fonction du
type de port des oreilles chez le chien.
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Tableau 35 : Effectifs d’oreilles de chien selon leur port et la présence
de M. pachydermatis en tenant compte de leur état sanitaire.

OREILLES SAINES Absence | Quelques-unes | Nombreuses | Total
Oreilles dressées 49 9 3 61
Oreilles tombantes 125 38 3 166

OREILLES SALES Absence | Quelques-unes | Nombreuses | Total
Oreilles dressées 14 13 14 41
Oreilles tombantes 59 43 21 123

OTITES Absence | Quelques-unes | Nombreuses | Total
Oreilles dressées 2 12 7 21
Oreilles tombantes 16 23 21 60

OTITES AIGUES Absence | Quelques-unes | Nombreuses | Total
Oreilles dressées 0 5 4 9
Oreilles tombantes 3 6 10 19

Ainsi, les oreilles tombantes ne sont pas plus porteuses de levures que les oreilles dressées.

I. Y a-t-il une colonisation accrue chez les animaux qui vivent avec d’autres carnivores
domestiques ?

Les animaux de notre étude cohabitent parfois avec un autre chien ou chat. Nous nous
sommes donc interrogés sur une possible multiplication de la levure en raison de cette
promiscuité.

1. Chez le chien, la présence d’un autre carnivore domestique n’intervient pas.

Les résultats a partir de nos 500 prélévements effectués sur les 250 chiens sont consignés
dans le tableau 36 suivant que I’animal vit en compagnie d’un autre congénere ou d’un chat
[« grégairen], ou seul dans le foyer [« isolé»]. Nous avons repris les pourcentages de chaque
classe au sein du graphique 32.

Tableau 36 : Effectifs et pourcentages d’oreilles de chien
selon le mode de vie de I’animal.

Absence Quelques-unes | Nombreuses | Total
Isolé 159 (56,8 %) | 75 (26,8%) |46 (16,4 %) | 280
Grégaire | 109 (49,5%) | 74 (33,6 %) |37 (16,8%) | 220

Par un test du Khi-deux, nous ne pouvons pas démontrer de différence significative au
risque de 5 % entre les deux modes de vie chez le chien. Le résultat est identique si 1’on
regroupe les deux derni¢éres colonnes et que l’on compare absence ou présence de
M. pachydermatis.
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Graphique 32 : Pourcentages d’oreilles selon le mode de vie du chien
et en fonction de la présence de M. pachydermatis.
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2. Chez le chat, la présence d’un autre carnivore domestique n’intervient pas.

De méme chez le chat, les résultats en fonction du mode de vie et de la présence de
M. pachydermatis sont consignés dans le tableau 37. Le graphique 33 reprend les
pourcentages respectifs.

Graphique 33 : Pourcentages d’oreilles selon mode de vie du chat
et en fonction de la présence de M. pachydermatis.
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Tableau 37 : Effectifs et pourcentages d’oreilles de chat
selon le mode de vie de I’animal.

Absence Quelques-unes | Nombreuses | Total
Isolé 147 (75%) 23 (11,7%) 26 (13,3%) 196
Grégaire 224 (73,7%) 40 (13,2%) 40 (13,2%) 304

D’aprés les chiffres du tableau 37, un test du Khi-deux ne permet pas de démontrer de
différence significative au risque de 5 % entre les deux modes de vie. Nous obtenons le méme
résultat en regroupant les deux dernicres colonnes et en comparant alors absence ou présence
de M. pachydermatis.

Aussi, que cela soit chez le chien ou le chat, le mode de vie isolé ou grégaire n’est pas un
facteur influengant la présence de Malassezia pachydermatis dans notre échantillon.

J. Y a-t-il une corrélation entre la note obtenue par le calque et celle obtenue par la
culture ?

Nous cherchons a montrer si il existe une différence significative entre la répartition de note
obtenue au calque et celle obtenue par la culture. Cette corrélation montrerait que les deux
méthodes se valent d’un point de vue statistique.

1. Calque et Culture sur les oreilles de chiens

Effectifs et pourcentages sont consignés dans le tableau 38. Nous pouvons tenter de
démontrer I’existence d’une différence statistique.

Graphique 34 : Nombre d’oreilles de chien en fonction de la présence
de M. pachydermatis et de la méthode employée.
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Tableau 38 : Effectifs et pourcentages d’oreilles de chien
selon la présence de la levure et la méthode employée.

Absence Quelques-unes | Nombreuses | Total
Calque 315 (63%) 90 (18 %) 95 (19 %) 500
Culture | 331 (66,2 %) | 94 (18,8 %) 75 (15 %) 500

Si nous appliquons un test du Khi-deux aux différentes classes obtenues, nous ne pouvons
démontrer de différence significative au seuil de 5 % chez le chien entre les résultats issus du
calque et ceux issus de la culture.

2. Calque et Culture sur les oreilles de chats

Effectifs et pourcentages obtenus pour les chats selon la méthode employée sont consignés
dans le tableau 39.

Tableau 39 : Effectifs et pourcentages d’oreilles de chat
selon la présence de la levure et la méthode employ¢e.

Absence Quelques-unes | Nombreuses | Total
Calque 389 (77,8%) | 51 (10,2 %) 60 (12 %) 500
Culture | 399 (79,8 %) 43 (8,6 %) 58 (11,6 %) 500

Comme le montre le graphique 35, l1a encore les résultats semblent trés semblables, une
comparaison grace a un test de Khi-deux peut étre effectuée.

Graphique 35 : Nombre d’oreilles de chat en fonction de la présence
de M. pachydermatis et de la méthode employée.
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Si nous appliquons un test du Khi-deux aux classes obtenues, nous ne pouvons démontrer de
différence significative au seuil de 5 % chez le chat entre les résultats issus du calque et ceux
issus de la culture.
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3. Calque et Culture sur les 1000 prélevements

Si nous reprenons les résultats mais cette fois sans tenir comte de ’espéce hdte, nous
obtenons le graphique 36 et le tableau 40 :

Graphique 36 : Nombre d’oreilles de chiens ou de chats en fonction
de la présence de M. pachydermatis et de la méthode employée.
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Tableau 40 : Effectifs et pourcentages d’oreilles de chien et de chat
selon la présence de la levure et la méthode employée.

Absence Quelques-unes | Nombreuses | Total
Calque | 704 (70,4 %) | 141 (14,1 %) | 155 (15,5 %) | 1000
Culture 730 (73 %) 137 (13,7 %) | 133 (13,3 %) | 1000

La encore, nous ne pouvons pas démontrer de différence significative entre les deux
méthodes au seuil de 5 %.

Les deux méthodes donnent donc des résultats comparables que nous tenions compte de
I’espéce ou non.
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II1. Discussion

A. Une prévalence comparable a beaucoup d’études

Nous avons choisi I’emploi d’un milieu de Sabouraud simple supplémenté en
chloramphénicol ce qui nous permet de ne pas effectuer de diagnose puisque
M. pachydermatis est la seule espece du genre Malassezia a s’y développer. Nous avions vu
dans la premicre partie que néanmoins un milieu de Dixon modifié pouvait avoir un meilleur
rendement (137). Le probléme vient du fait que ce milieu est supplémenté en un ester d’acide
palmitique [Tween 40] et en acide oléique, des corps gras permettant la croissance des autres
especes éventuellement présentes, son emploi nous aurait donc contraint a la réalisation d’une
diagnose. De méme, nous avons constaté que la croissance sur milieu de Sabouraud simple
pouvait étre optimisée sous atmosphere enrichie en CO, (35). Néanmoins, cette publication
étant postérieure au début de notre étude, nous n’avons pu en tenir compte et c’est donc sous
atmosphere ambiante qu’ont été mis en culture les prélévements.

Les résultats d’études que nous avions relevés dans la premiére partie nous donnent une
prévalence moyenne de 5 a 30 % chez le chien sain et au-dessus de 50 % lors d’otite. D’apres
notre échantillon d’oreilles de chiens sains, 23,4 % sont porteuses avec 20,7 % de quelques
levures et 2,7 % en grand nombre. Lors d’otite externe, les oreilles de chien sont porteuses
dans 80,7 % des cas avec dans 42,2 % quelques levures et 38,5 % de nombreuses
Malassezia pachydermatis.

Chez les chats, la prévalence de M. pachydermatis dans les oreilles saines se situe selon les
études de 20 a 63,6 % et de 13,6 a 63,4 % lors d’otite. Dans notre échantillon, les oreilles
saines de chat sont porteuses dans 9,3 % des cas avec dans respectivement 7,3 % et 2 %
quelques ou de nombreuses levures. En cas d’otite externe, les oreilles de chat sont porteuses
dans 84,7 % des cas avec 32,2 % quelques levures et 52,9 % de nombreuse M. pachydermatis.

Nos résultats sont conformes a ceux des études précédentes, avec néanmoins une prévalence
supérieure chez le chat atteint d’otite.

B. Une prévalence différente selon 1’espéce pour les oreilles saines.

Nous avons montré une différence significative au seuil de 5 % entre la présence de la
levure dans les oreilles saines de chien et celle des oreilles saines de chat. Ce résultat est
conforme a une ¢étude de Baxter (22). Le chien sain semble donc statistiquement plus porteur
que le chat sain.

C. Une prévalence qui est influencée par 1’atteinte clinique.

Lors d’otite externe, le milieu se modifie, I’inflammation aidant, les levures peuvent trouver
un terrain favorable a leur multiplication, nous constatons en effet que la prolifération suit
I’atteinte clinique chez le chien ou le chat.

Chez le chat, les otites externes ont souvent pour origine la présence des Otodectes. La
présence des levures dans les oreilles hébergeant le parasite y est quasi-systématique puisque
respectivement les chiens et les chats atteints d’otacariase sont porteurs de M. pachydermatis
dans 100 % et 75 % des cas.
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D. Une différence selon le port des oreilles chez le chien uniquement pour les oreilles
malades.

Contrairement a ce que nous avions pu noter dans la littérature (10, 104, 151, 185, 278),
mais conformément aux travaux de Massuda (220), nous ne démontrons pas de différence
significative dans I’atteinte clinique et dans la prévalence de la levure entre les oreilles
tombantes et les oreilles dressées.

Pourtant, nous pouvions penser que la macération du conduit auditif pouvait étre supérieure
dans le cas d’oreilles tombantes et donc que cela devrait favoriser otite externe et
multiplication de Malassezia pachydermatis. Néanmoins, le port des oreilles peut ne pas étre
le seul a intervenir. En effet certaines races présentant des oreilles dressées favorisent la
multiplication de la levure, il s’agit par exemple du Berger Allemand, race tres représentée
dans notre pays et du Sibérian Husky.

E. Pas de différence liée au sexe quelle que soit [’espéce étudiée.

Nos résultats, que cela soit chez le chien ou le chat, ne démontrent pas de différence
significative entre méle et femelle comme cela avait déja ét¢ démontré par Smitka (284).

F. Pas de différence selon le mode de vie isolé ou non d’autres carnivores domestiques.

Le fait de vivre avec un autre carnivore domestique ne modifie pas la prévalence chez le
chat ou le chien. Il aurait pu étre intéressant de compléter les informations concernant le mode
de vie avec, par exemple chez le chien, le lieu de vie : maison ou chenil.

G. Pas de différence significative selon la méthode de diagnostic.

Nous n’avons utilisé qu’un seul écouvillon par oreille lors du prélévement pour a la fois la
cytologie et la culture. En effet, un seul écouvillon a servi a la fois pour 1’étalement et a
I’ensemencement d’un milieu de culture. Il pourrait donc nous étre reproché une sous-
évaluation de la prévalence obtenue grice a la mise en culture par rapport a la cytologie. Ceci
pourrait €tre accentué aussi par le fait que nous n’avons pas volontairement supplémenté le
milieu en acides gras a longue chaine, certes non indispensables a la croissance de
M. pachydermatis mais comme nous l’avions vu, qui augmente le taux de réussite de la
culture. En fait, nous n’avons pas démontré de différence significative entre cytologie et
culture au risque de 5 %. Deux explications, soit I’utilisation d’un seul écouvillon et le défaut
de supplémentation ne sont pas des facteurs de biais, soit la culture est une méthode plus
fiable que la cytologie et elle a été sous-évaluée dans notre échantillon.
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Conclusion
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En conclusion, nous avons vu que Malassezia pachydermatis est une levure fréquemment
retrouvée dans le conduit auditif du chien et du chat.

Le praticien vétérinaire devra donc savoir la rechercher et I’identifier face a une otite externe
chez un carnivore domestique.

L’intérét grandissant pour cette levure et la prise de conscience d’un éventuel role pathogene
font que toutes les nouvelles préparations pharmaceutiques commercialisées dans le cadre de
la lutte contre les otites externes contiennent un principe actif capable de détruire les
Malassezia.
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TITRE : Malassezia pachydermatis dans les oreilles des chiens et des chats
Etude de la prévalence dans un effectif de 250 chiens et de 250 chats

RESUME :

La prévalence de Malassezia pachydermatis dans le conduit auditif externe a été évaluée chez
250 chiens et 250 chats sains ou atteints d’otite externe. L’examen clinique des conduits
auditifs a permis d’attribuer une note clinique a chaque oreille. L’écouvillon provenant de
chaque conduit auditif a été utilisé pour faire un calque et une mise en culture sur Sabouraud-
Chloramphénicol a 32° C. 23,3 % des 227 oreilles de chiens sains hébergeaient la levure. 9,2
% des 354 oreilles de chats sains hébergeaient la levure. Chez le chien, M. pachydermatis
¢tait présente dans 55,5 % des 164 oreilles atteintes d’otite externe modérée et 89,4 % des
oreilles atteintes d’otite externe aigu€. Chez le chat, M. pachydermatis était présente dans 39,3
% des 61 oreilles atteintes d’otite externe modérée et 88,2 % des oreilles atteintes d’otite
externe aigu€. Dans cette étude, le portage sain est significativement plus important chez le
chien que chez le chat. Lors d’otacariase, 100 % des chiens et 75 % des chats sont porteurs de
la levure.
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ENGLISH TITLE : Malassezia pachydermatis in the ears of dogs and cats
Study of prevalence in 250 dogs and 250 cats.

ABSTRACT :

The prévalence of Malassezia pachydermatis in the external ear canal has been evaluated on
250 dogs and 250 cats with both healthy ears or affected by otitis externa. A clinical
examination of the external ear canals permits to assigned a clinical note. A swabbing of the
ear canal is realised for direct smear and for the culture on Sabouraud-Chloramphenicol at
32° C. In dogs, M. pachydermatis was recovered in 23,3 % of 227 healthy ears, 55, 5 % of
164 cars with moderate externa otitis and 89,4 % of ears with accute otitis. In cats,
M. pachydermatis was recovered in 9,2 % of 354 healthy ears, 39,3 % of 164 ears with
moderate externa otitis and 88,2 % of ears with accute otitis. In this study, the healthy
porterage is significatively different on dogs than on cats. With otacariasis, M. pachydermatis
was recovered in 100 % of dogs and 75 % of cats.
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