VILNIAUS UNIVERSITETO MEDICINOS FAKULTETO

BIOMEDICINOS MOKSLU INSTITUTO
FIZIOLOGIJOS, BIOCHEMIJOS, MIKROBIOLOGHNOS IR
LABORATORINES MEDICINOS KATEDRA

MAGISTRO BAIGIAMASIS DARBAS

DERMATOFITIJU SUKELEJU PAPLITIMAS IR LABORATORINES DIAGNOSTIKOS
METODU TAIKYMAS

Magistrantas JONAS ZVIRGZDAS

Darbo vadove

Asist., dr. Silvija Kiveryté
Darbo konsultantas :

Dr. Algimantas PaSkevicius

VU MF Fiziologijos, biochemijos, mikrobiologijos ir
laboratorinés medicinos katedros vedé¢ja

Doc. dr., Dovilé Karéiauskaite

2019 m., Vilnius

leidziama ginti

Darbo jteikimo data

(parasas)

(parasas)

(parasas)

(parasas)

Registracijos Nr.




TURINYS

TV AD AS e b et nre s 5
1. LITERATUROS APZVALGA .......coooomiiiiiiiiiiissiies s 7
1.1, Gryby sukeliamos INFEKCIJOS .....oiviiiiiiiiiiiiciiiie e 7
111, ONICHOMIKOZE ..ottt ettt et et enae e et e e abeeenne e 7
I B 1= 40 L0 ] - SRRSO 11
1.1.3.  Infekcijos plitimo DUAAT .....eeeiviiiiiiiiiiii i e e 12
1.1.4. Simptomai ir pasireiSKimo fOTTMOS ........coiiuiiiiiiiiiiiiiiiie e 12
115, RIZIKOS VEIKSNIET ... 14
1.2.  Grybiniy odos ir jos dariniy infekcijy paplitimas pasaulyje .........ccooevereneniiieniniinisieee 14
1.3.  Grybiniy odos ir jos dariniy infekcijy paplitimas LIETUVOJE.........cccvvrveiireninininieieeeee 19
1.4. Dazniausi grybiniy odos ir jos dariniy infekcijy suk@l&jal ...........ovvvviviinenininiiinieiee 20
1410 DEIMALOTITATL ....veveiiiiiiiiees et 20
1411, TrichOPNYION QENLIS .....ccviiieiici et re b e nre s 20
I O Y [ Tod o TSy o Yo 0 1 [=T S SUOSRR 21
1.4.2. Ne dermatofitl) TTSYS ..ooueeiiieiieiiiesiesie ettt e e et e e s b e e sse e s b e e sb e e snneesneeaneesnneas 22
1421, ASPErgillUS QENLIS ....oveiiiiie e 22
1.4.2.2.  FUSAITUM GENTIS ..viiviiiieete ettt ettt sttt e e be e te e se e s beebeanaesaeeneeneesaaenteannenre s 23
1.4.3. ] mieliagrybius panasiis @IYDAL........couiieiiiieiieiiiiesiese e 24
I I S O 14 To [ o = W =1 o £SO UR PR PP RPTP 24
1432, PICRIA GENTIS ..ottt 25
1.43.3.  Clavispora gentis. Clavispora [USITANIAEe ...........ccooeiiiiriiiiiiieeee e 25
1.4.3.4.  Meyerozyma gentis. Meyerozyma guilliermondii...........ccccoevvevieiieiiiie i 26
1.4.35.  TriChOSPOIrON GENTIS....eiiviiieitiete ettt ettt e s e e e aeene e s beebeennesre s 26
1.4.3.6. RNOAOOFUIA GENTIS ....veieiieiecieeie ettt e e te e beennenre s 26
1.4.3.7.  SCOPUIATIOPSIS GENTIS ...cuviivieieieii ettt ettt ettt s sre e aeens e s beeaeennenre s 27
2. TYRIMO MEDZIAGA IR METODAL............cocooiiiieierseeeieeeeeeeeeeeesessss s aesasnesnaenes 28
2.3. ISauginty gryby kulttiry identifikavimo metodai ...........cevviiirieiiiiiiieecceeeee e 40
2.3.1.  Identifikavimas remiantis morfologinémis gryby rii$ig savybémis ..........c.cccevververiverrninenn 40
2.3.4.  Microflex masiy SPEKIOMEIIAS ........viiviiiiiiiiiieiiee e 43
2.3.4.1. Méginiy ruoSimas ekstrakcijos skruzdZiy rigStimi metodu ..........cceeviiiiiiiiiiciinicieeen, 49
2.3.4.2.  MALDI-TOF rezultaty interpretavimas ir tolesneé tyrimo €iga .........cccvevervivrvirieeriennennn 50
2.3.5. Candida genties gryby identifikavimas naudojant cromogeninj Candida agarg................. 51



2.4. Jautrumo prieSgrybiniams vaistams nustatymo metodai ..........ocvvveriiieiiiiiiniiinniie e 52

3. TYRIMO REZULTATAI IR JU APTARIMAS .......ccocoiiiiiiiieiieeeeee e 55
3.1.  Retrospektyvinés analizés reZultatal.........cccocvvviiiiiiiiiiiiiiiie e 55
3.2.  Mikrobiologinio pasélio ir mikroskopinio tyrimo palyginimas............ccccccevvveieieeieeveseennnnn, 65
3.3. Mieliagrybiy jautrumo priesgrybiniams vaistams palyginimas.........ccccoevvrriveeiiieesiineesiineennns 65
3.4.  Mieliagrybiy jautrumas priesgrybiniams vaistams ir jo interpretacija .........ccoocevevereeivereennnnn 68
3.5.  Jautrumo prieSgrybiniams vaistams nustatymo metody palyginimas............c.cccooveririireennnnn. 71
3.6.  Tirty gryby kultiiry identifikavimo tiesioginio perkélimo bei ekstrakcijos skruzdziy riig§timi

MELOAY PALYZINIINIAS ...ttt b et b e b e b e be e beenn e 72
3.7.  Tyrimo rezultatyy PLATIMAS .......cveiieriiiiiiieie e 75
ISVADOS. ...ttt 80
SANTRAUKA et b bbbt s et bt e bt e s e s bt e s bt et e s bt e s bt et e aseenbeeneesnes 81
SUMMARY ettt bbbt b e bt a e bt e bt R e b e bt e s ekt e bt e b e bt e b e b bt eeenes 82
PADEKA ......ccooiiiiiiiiieete e 83
LITERATUROS SARASAS .....oooiiiieeeie oottt 84
LPRIEDAS ...ttt ettt a e s bt e te e s ek e e te e Rt e e Re e teeR e e Re et Rt e Rt e nee Rt e Re e teaneenre s 90
A o I SRR 91



SANTRUMPU SARASAS

JAV — Jungtinés Amerikos Valstijos.
VUL SK — Vilniaus universiteto ligoniné Santaros klinikos.

AIDS — Acquired Immune Deficiency Syndrome — Jgytas imuninio nepakankamumo (deficito)

sindromas.

DDM - disky difuzijos metodas.

MSK — minimali slopinanti koncentracija.
KOH - kalio hidroksidas.

EUCAST — European Commitee on Antimicrobial Susceptibility Testing — Europos antimikrobinio

jautrumo tyrimo komitetas

CLSI — Clinical & Laboratory Standards Institute — Klinikiniy ir laboratoriniy standarty institutas.
AUC — Area Under the Curve — plotas po kreive.

CIl — Confidence Interval — Pasikliautinasis intervalas.

ROC curve — Receiver Operating Characteristic curve — Sprendimus priimanciojo ypatybiy kreiveé.

MALDI-TOF — Matrix-assisted laser desorption / ionisation — time-of-flight Mass spectrometry — ant

matricos vykstanti, lazerio spinduliuote suZadinta jonizacija ir lékio trukmés masiy spektrometrija.



IVADAS

Nagy, odos ir plauky grybinés infekcijos yra gana placiai paplitusios pasaulyje. [vairiy tyrimy
duomenimis §ia infekcija yra uzsikréte apie 20% pasaulio populiacijos. Si infekcija néra tik kosmetiné
ar estetiné problema, ji gali reikSmingai paveikti paciento gyvenimo kokybe, taip pat kelti fizinj ar

psichologinj diskomforta, atskirt, diskriminacijg visuomengje.

Apskaiciuota, jog rizika bent kartg gyvenime sirgti odos ar jos dariniy grybine infekcija yra 10
—20 %. Europoje dermatomikozés sudaro beveik puse visy odos ir jos dariniy infekcijy atvejy, o JAV
uzima antraja vietg po spuogy (aknés) [1]. Efektyvus Siy infekcijy gydymas gali sumazinti visuomenés

sergamuma, pacienty ligos trukme ir infekcijos perdavimo bei tolesnio plitimo galimybes.

Kasmet Siy infekcijy gydymui iSleidziami milijonai, tac¢iau zmones vis dar kankina grybinés

nagu, plauky, odos infekcijos. Sékmingam Siy li dymui reikalingas ilgas gydymo laikas, kuris
g4, plauky y g y ligy gydy gas 1lgas gydy

.....

..........

mikrobiologinio pasélio rezultatas) [2].

Pastaraisiais deSimtmeciais dermatofity ir kity gryby rusSiy sukeliamy infekcijy daznis

pasaulyje didé¢ja, pastebima daug atsinaujinusios infekcijos ir 1étines ligos formos atvejy.

Viena i§ dazniausiy ligos formy yra onichomikozé (nagy infekcija). Si liga salygiskai neseniai
buvo pripazinta infekcija, | kurig biitina atkreipti démes; ir atlikti reikiamus klinikinius veiksmus jai
iSgydyti. Tai greiCiausiai jvyko dél efektyvios terapijos trikumo. Atsiradus tokiems vaistams kaip
terbinafinas (1996) ir ciclopirox (1999) bei patvirtinus gydymo jais efektyvuma, pradéta skirti daugiau
démesio onichomikozés diagnostikai ir gydymui. Pastebéti teigiami pokyciai gydymo metu, buvo
pasiektas mikologinis i§gijimas ir kosmetiniy problemy pranykimas daugeliui pacienty. Taciau net ir
atsiradus naujiems gydymo metodams, pacientai vis dar kreipiasi | gydytojus dél onichomikozeés
sukelty problemy tik tada, kai skausmas ar infekcijos sukeliami kiti simptomai jau nebegali buti
ignoruojami. Ankstyvi ligos atvejai yra atpazjstami paciy pacienty ar gydytojy gana retai, taip pat retai
jvertinama ankstyvo gydymo svarba. Labai daznai infekcijos atsinaujina ir vél sukelia jvairius

simptomus.

Per paskutinj deSimtmeti moksliniai tyrimai, kuriy metu nagrinéta onichomikozés patogeneze

leido geriau suprasti galimus infekcijos sukéléjus. 2014 metais pradétas gydymas naujais pavirSinio



eikimo vaistais bei vél atkreiptas démesys j onichomikozés ir su ja susijusios tinea pedis infekcijos

diagnostikg bei gydyma [3].

Darbo tikslas:

Atlikti retrospektyving dermatofitijy analize, apzvelgti ir palyginti gautus duomenis bei

kasdien¢je praktikoje taikomus dermatofitijy diagnostikos metodus.

Darbo uzdaviniai:

1.

Atlikti retrospektyving 2014-2018 m. VUL SK Mikrobiologijos laboratorijoje nustatyty
dermatofitijos atvejy analize;

Ivertinti 2014-2018 m. VUL SK Mikrobiologijos laboratorijoje nustatyty dermatofitijy sukéléjy
laboratorinés diagnostikos metodus bei iSanalizuoti sukéléjy jautruma prieSgrybiniams
preparatams;

Atlikti dviejy jautrumo nustatymo metody — disky difuzijos bei minimalios slopinancios
koncentracijos nustatymo metodo — palyginimg tiriant 50 iSauginty gryby rasiy;

Identifikuoti 30 gryby kultiiry taikant du MALDI-TOF metodo protokolus — tiesioginio perkélimo
ir ekstrakcijos skruzdziy rugstimi — bei atlikti §iy metody palyginima.



1. LITERATUROS APZVALGA
1.1. Grybuy sukeliamos infekcijos

Gryby sukeliamos ligos yra skirstomos j tris dideles grupes: pavir§ines mikozes, poodines
mikozes ir sistemines mikozes. DazZniausia 1§ §iy infekcijy yra pavir§iné mikozé - dermatofitija. Tali

pavir$inio odos sluoksnio ir jos dariniy (plauky, nagy) grybinés infekcijos.

Dermatofitija yra pasaulinés svarbos liga, visuomenés sveikatos problema daugelyje pasaulio
Saliy ir ypa¢ daZna besivystandiose Salyse. Si liga tik labai retais atvejais sukelia paciento mirtj,
dazniausiai ji neigiamai veikia gyvenimo kokybe per stigmatizavimg visuomenéje. Didelés
populiacijos, zemas socioekonominis lygis, nevienodas sveikatos prieziiiros paslaugy priecinamumas,
keitimasis avalyne, drabuziais, kirpyklos priemonémis besivystanciose Salyse yra galimi rizikos

faktoriai grybiniy infekcijy plitimui.

Dazniausios mikozes sukelianéios gryby rasys yra Epidermophyton, Microsporum ir
Trichophyton. Odos ir jos dariniy infekcijy, sukeliamy ne dermatofity pelésiy bei mieliy skaiéius taip
pat didéja. Tai lemia labai svarbus rizikos faktorius — cukrinio diabeto atvejy skai¢iaus augimas. Sios
ligos daznj padidino ger¢janti gyvenimo kokybe, ilgéjanti gyvenimo trukmé bei imuniniy gynybos
mechanizmy nusilpimas, kurj sukelia jvairios ligos. Tod¢l Siuo metu Zmonés tampa imlesni ir
grybinéms infekcijoms bei grybams, kurie anks¢iau nebuvo laikomi infekeijy sukéléjais, taciau véliau

jrodyta, jog jie gali sukelti infekcijas.

Dermatofity ir ne dermatofity rasSiy sukelti infekcijy atvejai registruojami visame pasaulyje,
taciau skiriasi jy pasiskirstymas, atvejy skaicius, epidemiologiniai parametrai bei infekcijos taikiniai
(Seimininkai). Tai priklauso nuo geografiniy skirtumy, sveikatos priezitiros lygio, klimato, kulttros,

socioekonominiy salygy [4].
1.1.1. Onichomikozé

Onichomikoze yra dazniausia nagy infekcine liga, sudaranti 50% visy konsultacijy dél nagy
ligy. Manoma, jog §i liga priklauso nuo lyties, amzZiaus ir yra daznesné moterims nei vyrams bei
daznéja su amziumi. Tarp senyvo amziaus Zzmoniy onichomikozés daznis gali siekti daugiau nei 40%.
Predisponuojantys faktoriai yra cukrinis diabetas, periferiniy arterijy ligos, imunosupresija dél ZIV

infekcijos ar imunosupresanty vartojimo [5].

Onichomikoziy sukéléjai apima tris gryby grupes: dermatofitus, mieliagrybius ir ne

dermatofitus (pseudodermatofitai, aplinkos oportunistiniai pelésiai) [6]. Dazniausiai Sias infekcijas
7



sukelia antropofiliniai dermatofitai, tokie kaip Trichophyton rubrum, Trichophyton mentagrophytes
var. interdigitale. Ne dermatofitiniai pelésiai, kaip Scopulariopsis brevicaulis bei Aspergillus spp. gali
biiti pirminiai onichomikozés sukéléjai arba antriniai patogenai. Taip pat i§ pakenkty nagy iSskiriami
ir kiti pelésiniai grybai: Fusarium spp., Acremonium spp., Alternaria spp., Neoscytalidium sp..
Vidutinis ne dermatofitiniy pelésiy sukelty onichomikoziy daznis pasaulyje yra 10-15 %.
Mieliagrybiai (Candida albicans, Candida parapsilosis ir kt.) yra tre¢ioji onichomikoziy sukéléjy
grupé, kuri dazniausiai sukelia infekcijas tik esant predisponuojanciy veiksniy (imunosupresija,

diabetas ir kt.) jtakai.

Dazniausiai yra pazeidziami kojy nagai, Siais atvejais infekcija daznai apima kelis nagus ir

sukelia sauso tipo pady infekcija (Tinea pedis arba ,,Atleto péda‘).

Onichomikozé vaikystéje yra reta ir sudaro nuo 0,5 % iki 2,6 % visy vaiky nagy infekcijy
atvejy. Taip pat kaip ir suaugusiems dazniausia yra distaliné ponaginé onichomikozé, dazniau
pakenkiami kojy nagai, nei ranky nagai. Vaikai infekcija jgyja dél distrofiniy ar trauminiy nagy

poky¢iy arba uzkrecia nuo tévy ar uzkréstos aplinkos.

lateraliné ponaginé onichomikoz¢, baltoji pavir§iné onichomikozé, proksimaliné ponaginé

onichomikozg, ,,Endonyx‘ onichomikoze, visiSka distrofin¢ onichomikozé.

Distaliné ir lateraliné ponaginé onichomikozé (DLPO) dazniausiai pazeidzia viena ar abu
didZiuosius kojy pirStus ir daznai yra susijusi su ,,Atleto péda“. Grybas patenka j naga per panage
(hyponychium) ir apima apating nago ploksteles dalj (1 pav.). Nago plokstelé¢ tampa geltonai balta,
atsiskiria dél onicholizés bei ponaginés hiperkeratozés. Reciau gali biiti matomas nago spalvos pokytis
1 ruda, juoda ar oranzing spalva. Taip pat gali susidaryti dermatofitoma — ponaginé grybiné mase,
sunkiai pasiekiama prieSgrybiniy vaisty, reikalaujanti paZeistos srities paSalinimo bei sisteminio
gydymo. DLPO gali biti siejama su juoda nago pigmentacija, kai patogenas yra melanoidinis T.
rubrum ar kity melaning gaminanciy gryby (Neoscytalidium dimidiatum, Aspergillus niger) variantas.

Ne dermatofity sukeltai onichomikozei biidingas Zymus ponaginis uzdegimas.

Baltosios pavirSinés onichomikozés (BPO) atveju grybas pazeidzia nugaring (dorsaling) nago
plokstele (1 pav.) ir suformuoja kolonijas, kurios atrodo kaip balti, nepermatomi, lengvai nuskutami
dariniai. Klasiking $ios onichomikozés forma sukelia T. interdigitale, kai dermatofitai kolonizuoja

didziaja dalj pavirSiniy nago plokstelés sluoksniy, neprasiskverbdami per juos. Fusarium spp. ir Kiti



pelésiai gali sukelti BPO su gilesniu nago pazeidimu. Daznai pasitaiko ,,Atleto pédos (Tinea pedis

interdigitalis) atvejy, kuriuos sukelia T. interdigitale.

Proksimalinés ponaginés onichomikozés (PPO) atveju grybo elementai yra tipiSkai lokalizuoti
ventralinéje nago ploksteléje (1 pav.) ir sukelia proksimaling leukonychija. PPO sukelta dermatofity
yra labai reta ir anks¢iau ligos forma, susijusi su T. rubrum, buvo laikoma ZIV infekcijos pozymiu.
Si forma pasireigkia kaip baltos srities atsiradimas proksimalinéje nago plokstelés pusménulinéje
dalyje (lunula). PPO daznai pasireiSkia dél nedermatofitinés infekcijos , kurig sukelia Aspergillus spp.,

Fusarium spp. bei yra lydima ponaginio uzdegimo.

»Endonyx*“ onichomikoz¢ apibiidinama kaip masyvi nago plokstelés invazija, neapimanti
nago guolio (1 pav.). Kliniskai pazeistas nagas gali atrodyti kaip suskaldytas i ploksteles, su pieno
baltumo spalvos poky¢iu. Sis infekcijos tipas yra labai retas, jj sukelia T. soudanense arba T.

violaceum.

VisisSka distrofiné onichomikozé yra sunkiausia onichomikozés stadija, galinti pasireiksti

ilgalaike DLPO arba PPO. Nago plokstelé buna difuziskai sukietéjusi, puri ir gelsva [1].

Mieliagrybiy sukeliamos nagy infekcijos taip pat skirstomos pagal kliniking formg. Candida
genties gryby sukelti nagy paZeidimai gali tiiréti keturias klinikines formas: léting paronichija su
antrine nagy distrofija, distaling nago infekcija, léting odos ir gleiviniy kandidoze bei antrine

kandidozg.

Létiné paronichija su antrine nagy distrofija dazniausiai diagnozuojama vaikams (d¢l pirSty
grauzimo) ir suaugusiems, dirbantiems drégnoje aplinkoje. DaZniausiai pazeidziami deSinés rankos I
— III pirSty nagai. PaZeidimo vietos yra skausmingos, apynaginiai audiniai paraude, suting. Jei
infekcija pereina  léting stadija, vystosi distrofiniai nagy ploksSteliy pakitimai, kurie pasireiskia
balk$vy ar zalsvy démiy, i8ilginiy ar skersiniy vageliy atsiradimu, taip pat nago plokstelé darosi trapi

ir atsiskiria nuo nago guolio. DaZniausi sukéléjai — Candida albicans ir C. parapsilosis.

Distaliné nago infekcija yra gana reta ligos forma, kuri i§sivysto asmenims, sergantiems
Raynaud sindromu ar kitais kraujotakos sutrikimais, vartojantiems sisteminius gliukokortikoidus.
Dazniausiai $i infekcija pazeidzia ranky nagus. Kliniskai ji daZniausiai pasireiSskia onicholize ir

ponagine hiperkeratoze. Si infekcijos forma yra panasi j DLPO.

Leétine odos ir gleiviniy kandidozé tai polietiologiné liga, kurios metu susilpnéja lastelinis

imunitetas, dazniausiai pasireiSkianti nago plokStelés sustoréjimu bei ponagine hiperkeratoze.



Antrin¢ kandidoz¢ i$sivysto sergant kitomis ligomis, kurios pazeidzia nago plokstele, 1§ kuriy

dazniausia — zvyneliné [7].

1 pav. Nago sandara [8].

Klinikinis onichomikozés jtarimas turi buti pagristas mikologiskai. Mikologinis
(mikrobiologinis) tyrimas susideda i§ dviejy daliy: tiesioginés patologinés medziagos mikroskopijos
ir kultiiros iSauginimo (pasélio). Mikroskopuojant jvertinamas tik grybo buvimas, jo morfologija
(hifai, sporos), taciau tiksliam rusies nustatymui reikalinga atlikti pasélj bei risies identifikavima.
Taip pat gali biti atliekamas ir histopatologinis tyrimas, kurio metu nukirptos nago dalys yra specialiai

paruo$iamos ir dazomos PAS (Periodic Acid-Schiff) metodu, kuris vizualizuoja gryby hifus.

Elektroniné¢ mikroskopija, dar vadinama onichoskopija yra lengva ir greita procediira, kuri

leidzia diferencijuoti onichomikoze nuo kity nagy distrofijy.

Taip pat diagnostikai pradedama naudoti konfokaliné lazerinio skenavimo mikroskopija.
KLSM (CLSM) - tai optinis vaizdo gavimo metodas, sukurtas siekiant pagerinti mikrografijy
(mikroskopiniy vaizdy fotografijy) kokybe bei padidinti skiriamaja geba. Dermatofitai atrodo kaip
18tjsusiy struktiry tinklas, turintis tiping hify forma. Taip pat pradedami tirti ir mieliagrybiai, o

pelésiniai grybai kol kas dar nebuvo tirti ir aprasyti.

Tai pat yra ir daugiau naujy onichomikozés tyrimo metody, tokiy kaip: dermatofity juostelés,
fluorescenciné mikroskopija ir Raman spektroskopija. Dermatofity testo juostelés yra

imunochromatografiniai testai, kuriuose naudojami monokloniniai antikiinai, reaguojantys su

10



Trichophyton rasimis ir duoda teigiamg signalg po kontakto su bet kuria i$ $iy dermatofity rasiy per
15 minugiy. Tai jau paruostas naudojimui, labai greitas, lengvai atlickamas ir nebrangus tyrimas. Sis
tyrimas turi didelj jautrumg ir neigiamg prognosting vertg, todé¢l gali buti naudojamas atmesti
onichomikozés diagnoze turint abejotiny atvejy. Si metodika jau buvo isbandyta ir nedidelése

onichomikozés studijose.

Fluorescencinés mikroskopijos metu nukirptos nagy dalys, dazytos PAS metodu ir atrinktos
kaip jtartinos, yra tiriamos mikroskopu. Metodas neleidzia diferencijuoti gryby rusiy, nustatyti ar

matomi hifai yra gyvi ar mirg, taciau yra pigesnis, nei dazymas PAS ar kitais metodais.

Raman spektroskopija yra vibracinés spektroskopijos metodas leidziantis tirti méginiy
molekuling sudétj. Sis metodas remiasi spektro juosty molekuliniu specifiskumu vibracijos spektre.

Jau yra tyrimy, rodanciy preliminarius rezultatus, tiriant grybais uzkréstus nagus in vitro [5].
1.1.2. Dermatofitija

Dermatofitijos ar kitos dermatofity sukeltos odos infekcijos yra vadinamos tinea priklausomai
nuo infekcijos lokalizacijos. Pavyzdziui, tinea corporis apima rankas, liemenj ir kojas, tinea capitis —

skalpa, tinea pedis — pédas, kojas.

Priklausomai nuo klimato ir kultiirinés aplinkos ligy pasireiSkimo daznumas gali skirtis: tinea
pedis ir onichomikozé yra dazniausios vakary Salyse, o tinea capitis ir tinea corporis — tropiniuose
regionuose. Jau kelis metus stebimas nedidelio paplitimo tinea capitis atvejy skai¢iaus padidéjimas

Europos Salyse.

Dermatofitai yra skirstomi j tris tarpusavyje susijusias gentis: Epidermophyton, Trichophyton
ir Microsporum. Sie grybai skirstomi pagal ,,gyvenamaja* vieta ir priklauso trims grupéms: geofiliniai
dermatofitai — nattraliai randami dirvoje, zoofiliniai dermatofitai — gyviiny, antropofiliniai
dermatofitai — sukeliantys Zzmoniy ligas. Patogeniniai grybai, sukeliantys zmoniy infekcijas priklauso
daugiausia antrajai ir tre¢iajai grupéms, o geofiliniai dermatofitai infekcijas Zmonéms sukelia daug
reiau. Atropofiliniai dermatofitai yra labiausiai specializuota grupé. Sie grybai retai sukelia infekcijas
kitiems gyviinams, taip pat yra priklausomi nuo kiino dalies lokalizacijos. Kai kurios rasys, tokios
kaip Microsporum audouinii. Trichophyton tonsurans ir Trichophyton soudanense daugiausia sukelia
tinea capitis ir yra retai aptinkamos kitose kiino vietose. Kitos riiSys daugiausia sukelia onichomikozg,
tai T.rubrum — pagrindinis sukéléjas, taip pat T.interdigitale, o Epidermophyton floccosum sukelia tik

odos infekcijas.
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Dermatofitai jprastai vystosi negyvoje pavir§inéje keratinizuotoje ragéjancioje odos sluoksnio
dalyje (stratum corneum) ant ir aplink plaukus bei nagus. Siuose audiniuose augimas susijes su hify
ir artrokonidijy produkcija ir tai yra savybé naudojama Siy infekcijy diagnostikai. Dermatofity
patogeniSkumas yra susijes su jvairiais faktoriais, keratinolitiniy baltymy produkcija, genetine
predispozicija ir jvairiy Seimininko organizmo faktoriy. Faktoriai, susij¢ su tinea pedis gali buti
kraujotakos sutrikimai, cukrinis diabetas, ichtioze, psoriaze, sutrikimai veikiantys lastelinj imunitetg.
Siuo metu onichomikozé yra laikoma vienu i§ diabetinés pédos sindromo prognostiniy veiksniy.
Diabetu serganciy pacienty sergamumas onichomikoze bei ligos paplitimas yra didesnis nei likusios
populiacijos dalies: Danijoje - 20%, Japonijoje — 51%. Spéjama, jog esant didéjanc¢iam diabetu

sergan¢iy asmeny skaiciui pasaulyje ateityje augs ir onichomikozés atvejy skaicius.
1.1.3. Infekcijos plitimo budai
Odos grybinés infekcijos plinta trimis budais:

1. Nuo zmogaus zmogui (antropofiliné mikoz¢e);
2. Nuo gyvino zmogui (zoofiliné¢ mikoz¢);

3. I8 dirvoZzemio zmogui (geofiliné mikoze).
Dazniausias infekcijos Saltinis — sergantis Zmogus.
Vienas asmuo kita asmenj gali uZkrésti dviem biidais:

1. tiesiogiai — saly¢io metu (retais atvejais);
2. netiesioginiu — naudojantis uzsikrétusio ar sergan¢io asmens daiktais (ranksluosciais, batais,
Slepetémis ir kt.).

1.1.4. Simptomai ir pasireiSkimo formos

Dermatomikozes dazniausiai sukelia dermatofitai, mieliagrybiai ir pelésiniai grybai.
Dermatofitija yra daZniausia odos mikozé. Sia infekcija sukelia trijy rasiy grybai — dermatofitai
(Trichophyton, Microsporum, Epidermophyton). Infekcija gali pazeisti ragéjantj epidermio sluoksnj,
nagus bei plaukuotgja galvos dalj;. Dermatofitai dazniausiai sukelia odos pavir§inio sluoksnio
(epidermio), gleiviniy, odos dariniy infekcijas, todél beveik nesukelia nemaloniy pokyciy ir
nesutrikdo sveikatos biiklés. Si infekcija gali biiti ypad pavojinga imunosupresuotiems asmenims,
pacientams, sergantiems cukriniu diabetu. Infekcija gali plisti, pazeisti gilesnius audiniy sluoksnius

arba suformuoti poodinius pulinius.
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Mieliagrybiy sukeliamos infekcijos yra pavojingesnés uz dermatofity sukeliamas infekcijas,
nes gali i8plisti j giliuosius odos ir audiniy sluoksnius, net vidaus organus, pazeisti kvépavimo takus,

virSkinamajj trakta ir sukelti sudétingo gydymo reikalaujancias bukles ar net mirtj.

Dazniausios yra dermatofity sukeltos pédy, ranky, galvos, barzdos, kiino, kirk$niy ir tarpvietés

bei nagy infekcijos.

Pédy grybiné infekcija (tinea pedis), dar vadinama ,,atleto péda‘“ yra dazniausia ligos forma,
jai budingi pady ir tarpupirs¢iy odos pazeidimai. Dazniausiai jg sukelia T. rubrum. Pacientas
pasireiskia tokie pozymiai, kaip pady pleiskanojimas, niezéjimas, skausmingi jtrikimai tarpupirsciy
odoje, erozijos, puslelés. Dazniausiai $i ligos forma pasireiSkia 20 — 40 mety vyrams. Infekcijos

vystymasi skatina pédy prakaitavimas, Siluma, uzdara, 1§ sintetiniy medziagy pagaminta avalyné.

Ranky grybiné infekcija (tinea manum) yra retesné nei pédy infekcijos, pasireiskia uzdegimu,
pleiskanojanciomis démémis ant nugarinio plastakos pavirSiaus, nuolat sausa, pleiskanojancia,
suragéjusia delny oda. Esant delny pazeidimui, daZniausiai tuo pat metu btina pazeidziamos ir pédos.

Dazniausiai pazeidziama viena ranka ir abi pédos, arba abi rankos ir viena péda.

Galvos grybinés infekcijos (tinea capitis) yra dazniausios mokyklinio amziaus vaikams. Jos
pasireiSkia vieno ar keliy ziedo pavidalo ar apskrity odos lopy atsiradimu, jie gali buti apimti
uzdegimo arba be jo, paZzeidimo vietose iskrenta plaukai. Si ligos forma gali biiti panasi j paprasta

pleiskanojima, plaukai gali prarasti zvilgesj, dél juos padengusio grybo spory sluoknio.

Barzdos grybinés infekcijos (tinea barbae) dazniausiai pasireiskia vyrams, dirbantiems su

gyvinais. PaZeidZziami barzdos srities oda. Taip pat kartu gali pasireiksti ir bakterinis folikulitas.

Kiino odos grybinés infekcijos (tinea corporis) dazniausiai pasireiskia $ilto ir drégno klimato
zonose. Ant kiino matomos apskritos plokstelés, su ryskiais, iSkiliais, pleiskanojanciais krastais.
Uzdegimui pra¢jus odoje lieka hiper- ar hipopigmentuoti plotai. DaZnai $i infekcija biina besimptome,

ilgai nepastebima, tod¢l gana greitai iSplinta Seimoje ar kolektyvuose.

Kirk$niy ir tarpvietés grybinés infekcijos (tinea cruris) dazniausiai sukelia simetrinius
pazeidimus vidiniame §launy, kirk§niy pavirSiuje, biidingas zaizdy susidarymas, niezulys. DaZniausiai
Sia ligos forma serga vyrai. Jei ligos sukéléjai yra dermatofitai, nepasireiSkia varpos ir kapselio odos
pazeidimai. Daugeliu atvejy kartu nustatomas ir pédy grybelis. Manoma, jog to priezastis yra sukél€jo

perneSimas rankomis nuo pédy j kirkSniy srit] kasymosi metu.
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Nagy grybinés infekcijos (onichomycosis) yra daznos, jas dazniausiai sukelia dermatofitai
(ypac¢ T. rubrum), re¢iau — mieliagrybiai bei nedermatofitiniai pelésiniai grybai. Sukéléjas palaipsniui
ardo nago plokstele. Si liga nei$nyksta savaime ir gali biti odos grybiniy infekcijy altinis. Dazniausiai
infekcija plinta per baseinus, pirtis, sporto sales, avalyng, nesilaikant higienos reikalavimy. Pazeidimo
paveiktas nagas darosi baltas, geltonas, zalias ar juodas, stor¢ja, lizin€ja, trupa, tampa deformuotas,
taip pat gali buti skausimingas. Ilgai uzsitesusi grybiné infekcija nago guolj bei plokstelés struktiira,

susiformuoja grioveliai, taip pat gali prisidéti ir bakteriné infekcija [1].

1.1.5. Rizikos veiksniali
e uzdara avalyng;
e buvimas vésiose drégnose patalpose;
e létinés medziagy apykaitos ligos (cukrinis diabetas);
e vaikc¢iojimas basomis dusuose, baseinuose, pirtyse;
e nagy pazeidimai, traumos [9];
e vyresnis amzius;

e prasta veniné kraujotaka [10].

1.2. Grybiniy odos ir jos dariniy infekcijy paplitimas pasaulyje

Per paskutinj Simtmet] dermatofity ruiSiy spektras pasaulyje stipriai pasikeite, tai léme
geografinés aplinkos skirtumai ir padidéjusi migracija. Pavyzdziui, Vokietijoje dominuojancios rusys,
sukeliancios tinea corporis ir tinea capitis iki 1920 mety buvo E. floccosum, M. audouinii, Siuo metu
jas pakeité T. rubrum, kuris nuo 1950 mety buvo labiausiai paplites dermatofitas Europoje, sukeliantis
daugiausia tinea pedis ir tinea unguium. T. rubrum kaip Giminés tinea corporis sukéléjas paplito
Europoje XIX a., manoma, jog jis atkeliavo 1§ endeminiy sri¢iy piety Azijoje. Nuo 1950 mety §j
sukéléja aktyviai keité antropofilinis T. interdigitale — tinea pedis ir unguium sukeéléjas. Si tendencija
stebima daugiausia $iaurés Europos 3alyse. Svedijos mokslininky atlikta retrospektyviné apzvalga
parodé, jog T. rubrum yra pagrindinis grybiniy odos infekcijy sukéléjas 83% atvejy. Jungtingje
Karalystéje atlikty tyrimy duomenys parodé, jog T. rubrum buvo daZniausia grybines infekcijas
sukelian¢iy dermatofity rasis (70%) 1980 — 2005 metais, antras pagal daznumg sukéléjas buvo T.
interdigitale (20,8%). Vokietijoje T. rubrum sukelia 91% ligos atejy, Belgijoje — 76%, o T.
interdigitale apie 22% atvejy. Lenkijoje atlikty tyrimy duomenimis T. rubrum ir T. mentagrophytes

sukelé 90% visy pavirSiniy grybiniy infekcijy atvejy 2005 — 2010 mety periodu, taciau stebimas Siek
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tieck mazesnis T. rubrum dominavimas, nei kitose Salyse. Slovakijoje 1994 — 1999 metais atliktas

tyrimas parodé¢, jog T. rubrum sudaré 81,61% visy iSskirty dermatofity raisiy.

Didelis T. rubrum paplitimas sudaré geresnes galimybes $ios rasies molekuliniams tyrimams,
kurie parodé, jog Sis dermatofitas yra labiau prisitaikes plisti, nei kitos dermatofity risys. Nustatyta,
jog, dazniausias infekcijos Saltinis yra privatiis vonios kambariai, kuriuose infekcija plinta dél
uzsikrétusiy Seimos nariy ir vertikali transmisija yra daznesné nei horizontali. Yra ir daugiau faktoriy
lemianciy didelj Sios riisies paplitimg. Manoma, jog tai lémé gyvenimo biido pokyciai, susije su
padidéjusiu sporto kluby, baseiny bei kity viety, kuriose pagrindinis infekcijos plitimo Saltinis yra
persirengimo kambariai, dusai, kiliméliai skai¢iaus bei populiarumo didéjimu. Kitas faktorius yra orui
nelaidzios avalynés avéjimas, kuris sukelia drégmés susilaikyma, skatina tinea pedis ir kojy nagy
onichomikozés vystymasi. Tinea pedis yra laikoma grybo $altiniu, i$ kurio infekcija plinta j kitas kiino

vietas ir sukelia tinea manuum, inguinalis ir unguim.

Nuo 1958 mety atsiradus griseofulvinui — sisteminiam vaistui, skirtam gydyti tinea corporis
ir tinea capitis — centrinéje Europoje iSnyko M. audounii ir M. schoenleinii gryby risys. Nuo 1967
mety Vokietijoje nei vienos i$ $iy risiy nebuvo aptikta. 1967-1971 metais atlikty tyrimy duomenimis
tik 18 i§ 38 738 pacienty, sergan¢iy dermatofity sukelta infekcija (tinea capitis), ja sukélé M. canis.
Kito tyrimo, atlikto 1976-1985 metais metu buvo aptiktas tik vienas ligos atvejis, sukeltas M.
schoenleinii ir neaptikta nei vieno atvejo, kuri sukélé M. audouinii. Kity tyrimy duomenys parodé
tokias pacias tendencijas ir centro Europos Salyse. Visy tyrimy rezultatai rodo gliseofulvino

efektyvuma ir jis iki Siol yra laikomas gydymo ,,aukso standartu® kai kuriose Salyse.

VidurZemio jiiros Salyse $iy infekcijy situacija priklauso nuo pasirinktos Salies. Graikijoje T.
rubrum taip pat kaip ir kitose Europos Salyse yra dominuojanti rtsis, tai parodé tyrimas, atliktas 1992
— 1996 metais: T. rubrum sudaré 44,4%, M. canis 24%, T. interdigitale 3,4%, T. verrucosum 1,8%.
Po keleriy mety 1997-2003 ty paciy autoriy tyrimy duomenimis T. rubrum sudaré 48%, M. canis
17,9%, T. interdigitale 14,2%, E. floccosum 6% visy iSskirty rasiy. Ispanijoje atlikty tyrimy
duomenimis 1991-1995 metais dominavo M. canis, sukélgs tinea corporis (44%), bei T.
mentagrophytes ir T. rubrum (18,6%). 1998-2008 metais Ispanijoje atlikto tyrimo duomenys parodeé,
jog duominuojanti rasis buvo T. rubrum (38,2%) ir atvejy skaicius pradéjo didéti nuo 2000 mety, o
M. canis buvo antroji pagal gausuma rasis (22,8%). Italijoje M. canis vis dar yra labiausiai paplitusi
rasis (88,9%), tai parodé 2002 — 2004 metais atliktas tyrimas. Tai siejama su tinea corporis

dominavimu ir tinea pedis atvejy skai¢iaus sumazéjimu iki 6,7% visy grybiniy infekcijy atvejy. 1995—
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2002 mety Klyvlando, Ohajo (JAV) Medicininés mikologijos centro atlikty tyrimy duomenimis T.
rubrum buvo dazniausias patogenas, kurio atvejy skaicius ir toliau didéjo (nuo 32% iki 47% nurodytu
periodu). T. tonsurans, kuris ilgg laikg JAV buvo pagrindinis tinea capitis sukéléjas atvejy skaicius
tyrimo laikotarpiu sumazéjo nuo 32% iki 17,9%. Sie rezultatai buvo priesingi lyginant su 1993-1995
mety tyrimy duomenimis, kurie parod¢, jog Siuo laikotarpiu dominuojanti rasis buvo T. tonsurans
(44,9%), o antra pagal gausuma rtsis buvo T. rubrum (41,3%). Norint padaryti detalesnes i§vadas apie

Siy gryby rusiy paplitimg Siuo metu reikéty atlikti daugiau tyrimy.

Tyrimy duomenys rodo, jog dermatofity sukeltos infekcijos yra daznesnés afroamerikieciy
populiacijoje. 2010 metais jvyko tinea corporis, sukeltos T. tonsurans protriikis tarp medicinos
personalo vienoje i§ JAV vaiky ligoniniy. Manoma, jog infekcija prasidéjo nuo 2 mety amziaus vaiko
atvejo, kai infekcija buvo apémusi skalpa bei rankas, kuris buvo hospitalizuotas kelis kartus dél
pasikartojangios infekcijos. Sis protriikis parodo dermatofity hospitaliniy infekcijy rizika medicinos

jstaigose, taciau tokie atvejai yra gana reti.

T. tonsurans sukelty infekcijy atvejy skaiciaus padidéjimas buvo pastebétas ir Haityje 2005
metais, jis buvo stebimas nuo 1988 mety. Meksikoje nuo 1940 mety atlikti tyrimai parodé didéjantj
T. rubrum sukelty infekcijy, tinea pedis, tinea unguium atvejy skaiciaus padidéjimg ir tinea capitis
atvejy skaiCiaus sumazéjima. Tai patvirtino ir 1996-2006 metais atliktas tyrimas, kuris parod¢, jog
dominuojanti rasis buvo T. rubrum (71,2%), T. mentagrophytes sudaré 5,5%, M. canis 4,5%, E.
floccosum 1,9% atvejy. Du tre¢dalius tinea capitis infekcijy sukélé T. tonsurans, o vieng trecdalj — M.

canis.

Dermatofitijy paplitimas Vidurio Rytuose labai varijuoja priklausomai nuo geografinio
regiono. Irane atlikti tyrimai parodé, jog tinea corporis yra dazniausia klinikiné dermatofitijos forma.
Dazniausi sukéléjai buvo E. floccosum, T. rubrum, T. verrucosum, T. interdigitale, o jy paplitimas ir

ruasinis pasiskirtymas priklausé nuo Salies regiono.

Afrikos Salyse dermatofitijos yra daznos, bet dazniausiai neaptinkamos ir negydomos, nes
pacientai neturi galimybés susimokéti uz gydyma. D¢l Siy priezasCiy yra labai mazai publikacijy,
apibudinanciy dermatofity sukelty infekcijy situacija Siame Zzemyne. Nustatyta, jog dazniausia ligos
klinikiné forma yra tinea capitis. Neseniai atlikto tyrimo metu, buvo tiriami grozio salony klientai,
norint i$siaiSkinti salonuose naudojamy jrankiy tarSos poveikj dermatofitijy plitimui. Nustatyta, jog
naudojant netinkamai apdorotus jrankius, gryby sporos ir propagulés (vegetatyvinés strukttiros, kurios

atsiskiria nuo grybo kiino ir formuoja nauja grybo kiing) buvo pernesamos nuo vieno kliento plauky
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ant kito kliento. 73% nuo naudoty jrankiy paimty paséliy buvo iSaugintos dvi dermatofity riisys:

Microsporum audouinii (53,3%) ir T. soudanense (46,7 %).

Gana zymds rasinés tinea capitis sukéléjy sudéties pokyciai buvo stebimi ir Europos $alyse.
Pavyzdziui Italijoje anksc¢iau iSnaikintos dermatofity rusys, tokios kaip: M. audouinii, T. violaceum ir
T. tonsurans vél buvo registruotos per paskutinius du deSimtmecius. Taip pat 1980 mety duomenimis

M. canis buvo pagrindinis dermatofitijos sukéléjas Italijoje ir dazniausiai buvo tinea capitis priezastis.

Stokholme, Svedijoje, Karolinska Universiteto Ligoninéje 2005-2009 metais atliktas tyrimas
parodé, jog onichomikozé buvo dazniausia klinikiné dermatofitijos forma (14,1%), o T. rubrum buvo
pagrindinis sukéléjas, sukéles 83% $iy infekcijy. T. mentagrophytes sukélé 14% infekcijy. Autoriai
pastebéjo tinea capitis atvejy skai¢iaus padidéjimag nuo 1,4% 2005 metais iki 2,7% 2009 metais. Taip
pat antropofiliniai dermatofitai buvo pagrindiniai $iy infekcijy sukéléjai (63,8%), re€iau Sias infekcijas
sukélé T. soudanense (17,2%), M. oudouinii (8,2%), T. tonsurans (5,8%), M. canis (0,4%). Buvo
pastebétas T. violaceum sukelty atvejy skai¢iaus didéjimas nuo 5 atvejy 1989-1999 mety periodu iki
92 atvejy 1999-2001 metais ir T. violaceum buvo iSaugintas 68% tinea capitis diagnostiniuose
pasélivose. Didéjantis T. violaceum sukelty infekcijy skaiCius siejamas su imigracija i$ Siaurés — ryty
Afrikos Saliy, taip pat Etiopijos, kur $i risis dominuoja kaip mokyklinio amziaus vaiky infekcijy
sukeléja.

Kitose Europos Salyse M. oudouinii yra vis dazniau aptinkamas antropofilinis patogenas.
Neseniai buvo praneSta apie Sios infekcijos protrikki Miuncheno (Vokietija) vaiky darzeliuose ir

pradinése mokyklose. Infekcija nustatyta 20 pacienty: 16 vaiky ir 4 suaugusiems asmenims.

Sveicarijoje atlikta retrospektyviné 2006 — 2013 mety apzvalga parodé¢ didéjantj tinea capitis

atvejy bei atvejy, kuriuos sukélé T. violaceum skaiciy. Apie 30% infekuoty pacienty buvo kile i8

vvvvv

Belgijoje, Briuselio universitete 2001-2002 metais atlikto tyrimo metu nustatyta, jog
dominavo antropofiliniai dermatofitai, kurie sukélé 89,3% tinea capitis infekcijy. Dominuojantys
sukéléjai buvo: M. oudouinii (39,3%), T. soudanense (28,6%), T. violaceum (18%), T. tonsurans (3%).
Tokia pat rusiné sudétis buvo nustatyta ir Briuselio mokyklose ir slaugos namuose. Tyrimas buvo
atlickamas 2 metus, tiriamoji medziaga buvo imama nuo aplinkos pavirsiy, patalynés, gulty, zaisly,
zaidimo pakloty, 1§ kuriy 40% buvo uztersti. Tai rodo, jog netiesioginio plitimo vietos taip pat yra

labai svarbios ir jas reikéty stebéti, tirti bei reguliariai dezinfekuoti, ypac jei aplinkoje yra infekcijos
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atvejy. Molekuliniais tyrimais buvo nustatyta, jog egzistuoja skirtingi $iy gryby risiy genotipai ir tai
priklauso nuo geografinés vietovés, etninés infekuoty asmeny populiacijos kilmés ir gamtinés $iy

gryby padermiy adaptacijos.

Jungtinéje Karalystéje T. tonsurans yra pagrindinis tinea capitis ir tinea corporis sukéléjas,
kurio sukelty ligos atvejy skai¢ius svyruoja nuo 50 iki 90%. Sis sukéléjas yra paplites tarp afrikiediy

ir afrokaribie¢iy berniuky miesto vietovése.

Ispanijoje vis dar dominuoja zoofiliniai dermatofitai, tokie kaip M. canis, kuris yra pagrindinis
tinea capitis sukéléjas, o antras pagal daznumag sukéléjas — T. mentagrophytes. Tai buvo nustatyta
1977-2006 metais atlikto tyrimo metu. Kity tyrimy duomenimis antropofiliniy riisiy sukeliamy atvejy
skaiCius Ispanijoje, ypa¢ miesty regionuose, kuriems btidingi dideli imigracijos mastai, gana Zymiai
did¢ja.

Barselonoje atlikto tyrimo (1305 vaikai) metu buvo nustatytas labai mazas tinea capitis atvejy

skaicius (0,23%). Siame mieste yra didZiausias visoje Salyje imigranty skai¢ius.

Pranciizijoje pagrindinis tinea capitis sukéléjas iki 1970 mety buvo M. canis. Nuo 1980 mety
M. audouinii ir T. soudanense tapo duominuojanéiomis rasimis dél imigracijos i§ vakary Afrikos.
19962010 mety tyrimas, atliktas vienoje Paryziaus ligoniniy parodé¢, jog dazniausia klinikiné
dermatofitijos forma buvo tinea capitis (65,5%), o antra pagal daznuma — tinea corporis (22,3%). Sias
infekcijas daugiausia sukélé M. audouinii (44,4%), T. soudanense (36,1%), T. tonsurans (19,1%).
Pacientai, kuriy paséliuose iSaugo T. tonsurans buvo kile daugiausia i§ Kariby saly ir Vakary Afrikos.
Dauguma tyrimy buvo atlikta ParyZiaus priemiesciuose ir jy rezultatai buvo panasis, taciau kituose
Pranctizijos regionuose situacija buvo kitokia— M. canis isliko pagrindiniu tinea capitis sukéléju (60%
atvejy), o beveik visg likusig dalj infekcijy sukélé antropofiliniai dermatofitai (32%) T. violaceum (19
i§ 38 atvejy) ir M. audouinii (15 i$ 38 atvejy) [11].

Nuo 1950 mety atlikty tyrimy sistemin¢ analizé parode, jog onichomikoze yra dazniausia nagy
liga, sukelianti iki 50% visy nagy ligy. Nagy pokyciai yra gana dazni, i§ 15 000 tirty pacienty, pakite
nagai pastebéti 2505 (16,7%). Buvo analizuota 11 populiaciniy tyrimy, bei 21 ligoninése atliktas
tyrimas. Vidutinis onichomikozés paplitimas Europoje ir Siaurés Amerikoje buvo 4,3% (95% CI: 1,9
— 6,8) tarp populiaciniy tyrimy ir 8,9% (95% CI: 4,3 — 13,6) ligoninése atlikty tyrimy. Abiejy tipy
tyrimai parodé, jog onichomikozé yra daznesné kojy naguose ir dazniausiai pasireiSkia vyrams.

Pagrindiniai sios infekcijos sukéléjai buvo dermatofitai 65% (95% CI: 51,9 — 78,1) atvejy. T. rubrum
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buvo dazniausia gryby rusis iSauginta 44,9% paséliy (95% CI: 33,8 — 56,0). Pelésiniai grybai aptikti
13,3% atvejy (95% CI: 4,6 — 22,1, o mieliagrybiai 21,1% (95% CI: 11,0 — 33,3) atvejy [12].

Informacija apie labiausiai jvairiuose pasaulio regionuose paplitusius dermatofitijos tipus,

infekcijos formas, jos sukéléjus bei lokalizacijg pateikiama 1 priede.
1.3. Grybiniy 0dos ir jos dariniy infekcijy paplitimas Lietuvoje

Uzkreciamyjy Ligy ir AIDS centro duomenimis 2013 metais registruoti 4467 dermatofitijos
atvejai, 2014 m. — 3910 atvejy, 2015 m. — 3080 atvejy, 2016 m. — 2917 atvejy, 2017 m. — 3036 atvejai.

Lietuvoje dazniausiai nagy grybinémis infekcijomis serga suaugusieji, ypa¢ pacientai, kuriy
amzius yra daugiau nei 60 mety. Remiantis statistiniais duomenimis nurodoma, jog Siomis
infekcijomis serga 2 — 14% populiacijos, taciau realiis skaiciai grei¢iausiai turéty buti gerokai didesni.
Taip yra todél, kad daznai pacientai vengia kreiptis | gydytoja, nes grybiniy odos ir jos dariniy

infekcijy nelaiko rimta liga arba jauciasi nepatogiai bei nedrjsta kreiptis ir prasyti pagalbos [10].

80-90% atvejy onichomikozés sukéléjai yra dermatofitai: T. rubrum, T. interdigitale
(mentagrophytes), T. tonsurans, Epidermophyton floccosum, Microsporum spp. Reciau $ig infekcija
sukelia pelésiniai grybai (Scopulariopsis brevicaulis, Aspergillus spp.) bei mieliagrybiai (Candida
albicans, Candida parapsilosis).

Dazniausias tinea pedis ir onichomikoziy sukéléjas Lietuvoje yra T. rubrum. Jei $i infekcija
pereina ] sisteming formg ir yra negydoma, galimi ir mirties atvejai. Infekcijos gydymui naudojami
invaziniai chirurginiai metodai bei cheminis prieSgrybinis gydimas, kuris biina sekmingas apie 80%
atvejy. Likusius 20% atvejy sudaro sunkios létinés dermatofitijos formos, atsparios standartiniams
prieSgrybinio gydymo metodams. Pagrindiniai veiksniai, ribojantys gydymo galimybes yra
nespecifinis prieSgrybiniy vaisty efektyvumo spektras, mazas efektyvumas, saveika su kitais vaistais,

neadekvatus gydymo laikas ar infekcijos atsinaujinimas (recidyvas) [13].

2001-2010 metais VUL SK Mikrobiologijos laboratorijoje ir Dermatovenerologijos centre
atlikto tyrimo (9135 pacientai, 4580 teigiamy dermatomikozés atvejy) duomenimis dermatofity
sukelty ligos atvejy skaicius minétu periodu mazéjo. 2001 metais dermatofitai sudare 64,2%, o 2011
metais — tik 16,7 % visy paséliuose iSauginty gryby risiy. Per §j laikotarpj didéjo ne dermatofity risiy
paplitimas, nuo 3,4% tyrimo pradzioje, iki 35,9% tyrimo pabaigoje. Taip pat buvo pastebétas ir
mieliagrybiy, sukelian¢iy dermatomikoze atvejy skaiCiaus augimas, kuris tyrimo pradzioje buvo

32,4%, o pabaigoje — 47,4%.
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Per visag minéto tyrimo laikotarp; buvo iSaugintos dermatofity raSys, priklausancios
Trichophyton, Microsporum ir Epidermophyton gentims. Rezultatai parodé visy dermatofity skaiciaus
mazgjima. Trichophyton rasys sudaré 56,9% 2001 metais ir tik 13% 2010 metais. Microsporum
genties grybai 2001 metais sudare 7,0%, o 2011 metais — 3,7% visy iSauginty riisiy. Nedidelis skaicius
Epidermophyton genties gryby buvo aptiktas 2001-2003 metais ir sudaré 0,2—-0,8 visy iSauginty gryby
rusiy. 2004-2010 mety periodu Epidermophyton genties gryby riisiy nebuvo nustatyta.

I$ dermatofity, dazniausiai iSskirtas patogenas buvo T. rubrum, kuris 2001 metais sudaré
56,9%, 0 2010 metais — tik 11,0% visy iSauginty gryby, taiau $is sukéléjas vis dar yra laikomas
pagrindiniu. Taip pat buvo aptiktos ir tokios riiSys, kaip: T. mentagrophytes, T. interdigitale, T.
tonsurans ir T. violaceum. Per visa tyrimo laikotarpj buvo pastebétas T. mentagrophytes sukelty atvejy

skai€iaus augimas nuo 0,2% 2001 metais iki 1,4% visy atvejy 2010 metais.

Taip pat buvo aptikta ir Microsporum genties gryby rasiy, M. canis ir M. gypseum sudaré 3,0
— 8,2% visy iSauginty gryby rasiy. Tyrimo laikotarpiu taip pat buvo nustatyta ir E. floccosum sukelty
atvejy, kurie sudaré 0,2 — 0,8% visy iSauginty sukeéléjy 2001 — 2003 metais.

Dazniausia ligos forma buvo tinea unguium (75,5%), o retesnés — tinea capitis (11,7%), tinea
corporis (9,2%) ir tinea pedis (1,2%). T. rubrum buvo dazniausia raisis, sukelianti visus tinea tipus, o
T. violaceum ir T. gypseum dazniausiai sukélé tinea corporis, tinea capitis ir tinea faciei. Tinea capitis

buvo dazniausias M. canis sukeltos infekcijos tipas [14].

1.4. Dazniausi grybiniy odos ir jos dariniy infekcijy sukéléjai
1.4.1. Dermatofitai
1.4.1.1. Trichophyton gentis

Sig gentj iki 2016 mety sudaré 22 rasys, identifikuotos remiantis morfologiniais poZymiais.
2016 metais nustacius visy Siy risiy DNR sekas ir jas palyginus tarpusavyje bei su kity genciy gryby

rasiy DNR sekomis bei morfologiniais pozymiais, Trichophyton gentyje buvo paliktos 16 rasiy.

Trichophyton mentagrophytes var. interdigitale. T. interdigitale yra antropofilinis grybas,
dazniausiai sukeliantis tinea pedis, ypa¢ vezikulinj jos tipa, tinea corporis ir kartais pavir§ines nago
plokstelés infekcijas zmonéms. Néra zinoma atvejy, kai Sis grybas sukelty plauky infekcijas in vivo,
bet sukelia sukelia plauky perforacijas in vitro. Paplites visame pasaulyje. Si riidis gali bati laikoma

klonine zoofilininio T. mentagrophytes atsaka.
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Trichophyton mentagrophytes var. mentagrophytes. T. mentagrophytes tai zoofilinis, visame
pasaulyje paplites grybas turintis platy spektra gyviiny Seimininky, tokiy kaip pelé, jury kiaulyté,
kengiira, katé, arklys, avis, triudis. Sis grybas sukelia uzdegiminius odos ar skalpo paZeidimus
zmonéms, dazniausiai kaimo, tikiy darbininkams. Taip galimos ir plauky folikuly bei skalpo odos
grybinés infekcijos, kurias dar labiau apsunkina tuo paciu metu kylan¢ios bakterinés infekcijos
iSsivystymas. Dazniausiai $is infekcijos tipas iSsivysto barzdoje ar skalpo odoje. Grybo paveikti
plaukai turi pavir$inés plauko dalies infekcijos pozymiy, taciau Wood ‘o lempos ultravioletingje (UV)

Sviesoje nefluorescuoja.

Trichophyton rubrum. T. rubrum yra antropofilinis grybas, $iuo metu tapes labiausiai paplitusiu
zmoniy dermatofitu. Sis grybas daZniausiai sukelia létines odos, nagy ir retais atvejais — skalpo
infekcijas. Kartais inefekcija gali pasireikSti ir granulominiais paZeidimais. UZkrésti plaukai
nefluorescuoja Wood ‘o lempos UV $viesoje ir mikroskopiskai gali atrodyti kaip pavirSinés ar vidinés

plauko dalies pazeidimas.

Trichophyton tonsurans. T. tonsurans yra antropofilinis grybas, paplites visame pasaulyje,
sukeliantis uzdegiminius ar Iétinius neuzdegiminius smulkius odos, nagy, skalpo pazeidimus. Tai
daznas tinea capitis sukéléjas tarp Australijos aborigeny ir afroamerikie¢iy. Uzkréstiems plaukams

budingas vidinés dalies pazeidimas, jie nefluorescuoja Wood ‘o lempos UV $viesoje [15].
1.4.1.2. Microsporum gentis

Sia gentj sudaro tik trys Microsporum rasys: M. oudouinii, M. canis ir M. ferrugineum. Kitos
geofilinés ir zoofilinés rasys, ankséiau laikytos Microsporum rii§imis buvo perkeltos j Lophophyton,

Nannizzia ir Paraphyton gentis.

Microsporum canis. M. canis yra zoofilinis dermatofitas, paplites visame pasaulyje, daznai
sukeliantis Zmoniy grybines infekcijas, ypac vaikams. Infekuoja plaukus, oda, retais atvejais — hagus.
Katés ir Sunys yra pagrindiniai infekcijos Saltiniai. Pakenktiems plaukams budingi pavir§inio
sluoksnio infekcijos pozymiai ir rySki geltonai zalios spalvos fluorescencija Wood ‘o lempos UV
Sviesoje.

Taip pat egzistuoja M. canis var. distortum, tai M. canis atmaina, turinti iskreipta
makrokonidijy varianta. Tai zoofilinis grybas, sukeliantis infekcijas katéms, Sunims ir kitiems
gyviinams. Taip pat jis yra retas, biidingas Naujajai Zelandijai, Australijai ir Siaurés Amerikai tinea
capitis sukéléjas. Klinikiné ligos israiSka yra identiska M. canis infekcijai. Infekuoti plaukai pasizymi
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iSorinio sluoksnio infekcijos pozymiais ir fluorescuoja Zalsvai geltona spalva Wood ‘o lempos UV
Sviesoje.
Dar viena M. canis atmaina yra M. canis var. equinum, kuri $iuo metu yra pripaZinta

genotipiniu M. canis sinonimu. Si atmaina yra reta ir sukelia grybines infekcijas arkliams [16].

1.4.2. Ne dermatofity risys
1.4.2.1. Aspergillus gentis

Aspergillus yra labai didelé gentis, apimanti apie 250 riisiy, kurios $iuo metu yra skirstomos j

septynias pogentes, kurios yra suskirstytos j atskirus skyrius pagal susijusias rusis.

Tradiciskai klinikinés mikrobiologijos laboratorijos kliaunasi morfologiniais pozymiais
paremtais S$iy rusiy atskyrimo metodais. Daugelis rasiy, ypa¢ Fumigati eilés, persidengia
morfologiniais poZymiais su kitomis risimis, o tai lemia keliy genetiSkai skirtingy riisiy klaidingg
identifikavima. Todél buvo nuspresta grupuoti $ias rii§is su persidengianciais morfologiniais
pozymiais ] rusiy kompleksus, tam, kad laboratorijos galéty taikyti labiau morfologiskai tiksly

identifikavima.

Aspergillus flavus kompleksas. Aspergillus skyrius Flavi istoriskai apima rasis, turinéias
konidijy galvutes geltonai zaliuose — ruduose sklerotijos patamsé¢jimuose. A. flavus kompleksas apima
23 rasis bei jy atmainas ir dvi lytines rtsis Petromyces alliaceus ir P. albertensis. Kelios Flavi skyriaus
rusys iSskiria aflatoksinus, i§ kuriy aflatoksinas B yra labiausiai toksiSkas i§ visy nattraliai
produkuojamy antriniy gryby metabolity. Aflatoksinai yra daugiausia produkuojami A. flavus ir A.
parasiticus, kurie auga ir vystosi ant beveik visy javy ir maisto produkty. IS Sio komplekso, A. flavus
yra pagrindinis mediciniSkai svarbus patogenas, sukeliantis Zmoniy ir gyviiny infekcijas. Kitos A.
flavus komplekso rtsys, tokios kaip A. oryzae, A. avenaceus, A. tamari, A. alliaceus ir A. nomius gali

sukelti retas, dazniausiai pavirSines infekcijas.

Tikslus A. flavus komplekso rasiy identifikavimas vis dar iSlicka sudétingas dél
persidengianciy biocheminiy ir morfologiniy charakteristiky. Remiantis morfologiniu apibudinimu,

rekomenduojama visas $ias rasis vadinti A. flavus kompleksu.

Aspergillus flavus. Aspergillus flavus yra paplitgs visame pasaulyje ir normos atveju dirvos
saprofitas, aptinkamas ant daugelio gendanc¢iy organiniy medZziagy, taciau aptinkamas ir kaip Zmoniy

bei gyviiny patogenas. Jis gali sukelti otitg, keratitg, iminj ar létin} invazinj sinusitg bei plauciy ir
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sistemines infekcijas imunosupresuotiems pacientams. A. flavus yra antras patogenas po A. fumigatus,

sukeliantis zmoniy invazines aspergiliozes.

Fumigati skyrius. Aspergillus skyrius Fumigati yra apibiidinamas atskiry konidijakociy, ant
kuriy stulpeliais i§sidésto konidijos - melynai zalio atspalvio ir kolbos formos piislelés. Teleomorfinés
rasys, priklausancios Aspergillus fischeri eilés A. fumigatus grupei buvo perkeltos | Neosartorya gentj
(Trichocomacae $eima). Fumigati skyrius apima daugiau kaip 23 Neosartorya rtsis ir 10 anamorfiniy
rasiy. Aspergillus fumigatus yra svarbiausias zmoniy patogenas lyginant su kitais §iam kompleksui
priklausanciais grybais. Naujausi epidemiologiniai tyrimai parodé, jog kai kurias zmoniy ir gyviiny
infekcijas gali sukelti A. lentulus, A. fumigatiaffinis, A. felis, Neosartorya fischeri, N. pseudofischeri,

N. udagawae, N. hiratsukae ir N. spinsosa.

Nigri skyrius. Juodieji aspergilai, Aspergillus skyrius Nigri apima rtsis, turin¢ias vienalinijines
ir dvilinijines kKonidijy galvutes, sferinés — kriausés formos pusleles, lygiasienius stiebelius ir juodas
ar juodo atspalvio konidijas. Si grupé apima 26 rasis, i§ kuriy A. niger yra dazniausiai iSauginama
rasis. A. niger aptinkamas visuose Zemynuose ir néra reiklus aplinkos sglygoms. Kitos Sios grupés
rasys, siejamos su zmoniy ir gyviiny infekcijomis apima A. acidus, A. aculeatus, A. brasiliensis ir A.
tubingensis. Aspergillus niger yra viena dazniausiy ir lengviausiai identifikuojamy Aspergillus genties
rasiy. Si risis turi balta — geltona kultiiros pavirsiy ant kurio véliau pasirodo juodos konidijos. Si rsis

vvvvv

laboratorinés tarSos agentas (17).

2017 metais atlikta 42 epidemiologiniy tyrimy apzvalga parodé, jog Aspergilus spp. sukelty
onichomikozés atvejy skai€ius svyruoja nuo 1 iki 35% ir yra didesnis pacientams, sergantiems diabetu
(71%) ir vyresnio amziaus Zzmonéms, taip pat Sios infekcijos labai daznos tarp vaiky ir paaugliy. Kojy
nagai yra pazeidziami 25 kartus daZzniau nei ranky nagai. Dazniausios sukéléjy rasys yra: A. flavus, A.
terreus ir A. niger. Kitos retesnés sukéléjy rasys gali bati: A. tubingensis, A. sydowii, A. alliaceus, A.
candidus, A. versicolor, A. unguis, A. persii, A. sclerotiorum, A. uvarum, A. melleus, A. tamarii ir A.
nomius. Klinikinis Aspergillus spp. sukelty infekcijy pasireiskimas néra specifinis, bet dazniausiai

budinga distaliné — lateraliné onichomikozé [18].
1.4.2.2. Fusarium gentis

Dauguma Fusarium rasiy yra dirvos grybai ir yra palite visame pasaulyje. Kai kurie i$ jy yra

augaly patogenai, sukeliantys Sakny ir stiebo puvinius, cirkuliacinés sistemos ar vaisiy pazeidimus.
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Kelios riiSys yra svarbiis oportunistiniai Zmoniy patogenai, sukeliantys hialohifomikozes (ypac
nudegusiems pacientams bei pacientams po kauly ciulpy transplantacijos), mikozinj keratitg ir

onichomikozg. Kitos riiSys sukelia sandéliuojamy produkty puvinius bei yra mikotoksiny gamintojos.

Fusarium gentis apima apie 300 filogenetiskai jvairiy riisiy, 20 riiSiy kompleksy ir devynias
monotipines linijas. Daugiausia identifikuoty Fusarium oportunistiniy patogeny priklauso Fusarium
solani, Fusarium oxysporum ir Fusarium fujikuroi kompleksams. Fusarium genties gryby
identifikavimas yra apsunkintas dél variacijos tarp kulttry ir dél to, jog ne visuomet iSryskéja visi

identifikavimui reikalingi pozymiai.

Fusarium oxysporum kompleksas. Sis kompleksas apima maZiausiai penkias filogenetigkai
skirtingas rasis ir sudaro apie 20% Fusaria sukeliamy zmoniy infekcijy. Visos raiSys yra placiai
paplite, dirvozemio kilmés patogenai, sukeliantys augaly vytima, puvinius ir kitas sekinan¢ias augaly
ligas. Kai kurie i§ $iy gryby taip pat yra svarbiis kliniSkai, nes sukelia lokalizuotas ar giligsias
invazines gyvybei pavojingas infekcijas zmonéms ir gyviinams. Pacienty su vidutine ir sunkia

neutropenija mirtingumas $iy infekcijy atvejy siekia 100%.

Fusarium solani kompleksas. Fusarium solani sudaro apie 45 filogenetiskai skirtingy rasiy
kompleksa, i3 kuriy apie 20 rii$iy yra susije su Zmoniy infekcijomis. Sis kompleksas apima maZiausiai
60 rusiy ir sukelia apie 50% visy Fusaria sukeliamy zmoniy infekcijy. Visos rusys yra dirvos kilmés
patogenai, placiai paplite pasaulyje, sukeliantys jvairias augaly ligas. Kelios ruSys, dazniausiai F.
keratoplasticum, F. petroliphilum, F. Lichenicola ir F. Solani yra kliniskai svarbios, sukelian¢ios

lokalizuotas ar invazines, gyvybei pavojingas zmoniy ir gyviny ligas [19].

1.4.3. I mieliagrybius panasis grybai
1.4.3.1. Candida gentis

Neseniai buvo atlikti keli taksonominiai pertvarkymai ir daugelis gerai zinomy Candida rasiy
buvo pervadintos ir perkeltos j kitas gentis. Sio rii§ys yra: Pichia kudriavzevii (buvo Candida krusei),
Meyerozyma guilliermondii (Candida guilliermondii), Clavispora lusitaniae (Candida lusitaniae),
Kluyveromyces marxianus (Candida kefyr), Diutina catenulata (Candida catenulata), Diutina rugosa
(Candida rugosa), Wickerhamomyces anomalus (Candida pelliculosa), o Candida glabrata ir

Candida parapsilosis buvo pripazinti rasiy kompleksais.

Kelios riisys gali buti etiologiniai agentai, dazniausiai tai Candida albicans, Candida

parapsilosis, C. glabrata, C. tropicalis ir Pichia kudriavzevii (buvusi C. krusei). Visos $ios rasys kartu
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sukelia >95% Zmoniy infekcijy. Taip pat gali biiti iSauginama ir daugelis kity Sios genties rasiy. Visos

Sios rusys yra placiai paplitusios ir natiiraliai aptinkamos ant Zmogaus kiino.

Candida albicans. Candida albicans yra gleiviniy membrany ir virSkinamojo trakto
komensalas. Taip pat $i rusis aptinkama ir gamtinéje aplinkoje, uzterStoje zmoniy ir gyviny

iSmatomis, vandenyje, dirvoje, ore, ant augaly.

Candida glabrata kompleksas. Neseniai Candida glabrata buvo pripaznta kaip rasiy
kompleksas, susidedantis i§ C. glabrata, C. bracarensis (2006) ir C. nivariensis (2005). Sios trys risys

fenotipiskai nesisikiria ir yra geriausiai atskiriamos naudojant molekulinius metodus.

Candida parapsilosis kompleksas. Neseniai Candida parapsilosis buvo pripazinta keturiy rasiy
kompleksu: C. parapsilosis, C. orthopsilosis, C. metapsilosis ir Lodderomyces elongisporus. Sios
keturios rusys yra fenotipiSkai neatskiriamos ir geriausiai identifikuojamos naudojant vidinio

transkribuojamo tarpiklio sekvenavimg ar MALDI-TOF analizg.

Candida tropicalis. Candida tropicalis yra pagrindinis septicemijos ir i$plitusios kandidozés
sukéeléjas. Taip pat §is grybas aptinkamas kaip normali Zzmogaus gleiviniy ir odos flora, bei aplinkos

méginiy: fekalijy, kreveciy, kefyro ir dirvos flora [20].
1.4.3.2. Pichia gentis

Dvi ra8ys, anks¢iau priskirtos Candida genciai, neseniai buvo perkeltos j Pichia gentj. Tai

buvo Pichia kudriavzevii (anks¢iau Candida krusei) ir P. norvegensis (anks¢iau C. norvegensis).

Pichia kudriavzevii. Pichia kudriavzevii yra siejama su kai kuriomis kaidikiy diaréjos formomis
ir kartais su sisteminémis ligomis. Taip pat literatiiros duomenimis, §is grybas kolonizuoja
virSkinamajj trakta, kvépavimo takus, Slapimo takus pacientams su granulocitopenija. Taip pat P.

kudriavzevii buvo iSauginta i$ alaus, pieno produkty, nuo odos, i§ gyviiny ir pauksciy iSmaty [21].
1.4.3.3. Clavispora gentis. Clavispora lusitaniae

Clavispora lusitaniae yra isplitusios kandidozés, septicemijos ir pielonefrito priezastis. Pirmajj
kartg Sis grybas buvo iSaugintas i$ Siltakraujy gyviiny virSkinamojo trakto. Taip pat Sio grybo buvo
aptikta ir aplinkos méginiuose: kukuriizy miltuose, citrusiniy vaisiy zievelése, vaisiy sultyse ir karviy

sergan¢iy mastitu piene [22].
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1.4.3.4. Meyerozyma gentis. Meyerozyma guilliermondii

Meyerozyma guilliermondii buvo iSauginta i$ daugelio zmoniy infekcinés medZziagos paséliy,
dazniausiai — odos kilmés. Taip pat Sis grybas nattiraliai aptinkamas ant sveikos odos, juros vandenyje,

gyviny iSmatose, figose, pasukose, odoje, zuvyje ir aluje [23].
1.4.3.5. Trichosporon gentis

Siai genéiai priklauso $esios klinidkai reik§mingos riisys: T. asahii, T. asteroides, T. cutaneum,
T. inkin, T. mucoides ir T. ovoides. Kitos rtsys, sukelian¢ios zmoniy ir gyviny infekcijas gali bati: T.

dermatis, T. domesticum, T. faecale, T. jirovecii, T. loubieri ir T. mycotoxinovorans.

Trichosporon rasys yra nedidelé dalis normalios odos floros ir yra placiai paplitusios gamtoje.
Sios riys yra daznai siejamos su tinea blanca (plauky grybine infekcija) bei kitomis oportunistinémis
imunosupresuoty pacienty infekcijomis. I$plitusias infekcijas dazniausiai sukelia T. asahii (75%) ir
Jos buvo siejamos su leukemija, organy transplantacija, daugybine mieloma, aplazine anemija,
limfoma, minkStyjy audiniy navikais ir AIDS. ISplitusios infekcijos dazniausiai labai placiai,
pazeidzia kepenis, bluznj, plaucius ir virSkinamgjj trakta. Ne imunosupresuotiems pacientams
dazniausiai $is grybas sukelia endooftalmita po chirurginio kataraktos pasalinimo, endokardita po
Sirdies voztuvy protezavimo, peritonitg pacientams, kuriems atlickama nuolatiné peritoniné dializé

bei intraveniniy narkotiky vartotojams [24].

Buvo aprasyta ir T. mucoides sukelty onichomikozés atvejy. Pavyzdziui, 2015 metais buvo

aprasytas 76 mety kaukazietiSkos kilmés vyro onichodistrofijos atvejis. Pacientas sirgo cukriniu

diabetu (11 tipo) [25].
1.4.3.6. Rhodotorula gentis
Sios genties grybai yra daznai nustatomi gamtiniai bazidiomicetiniai mieliagrybiai, aptinkami
dirvoje, vandenyny ir eZery vandenyje, vaisiy sultyse, piene, ant duSo uZuolaidy ir danty Sepeteliy.

Siuo metu Rhotorula genéiai priklauso 46 riisys, i§ kuriy trys yra patogenai, retais atvejais sukeliantys

zmoniy ligas. Sios rasys yra: R. mucilaginosa, R. glutinis ir R. minuta.

Rhodotorula mucilaginosa yra oru plintantis odos, plauciy, Slaipimo ir iSmaty terSalas. R.
mucilaginosa yra zinomas grybinio peritonito sukéléjas pacientams, kuriems atlickama pastovi

ambulatoriné peritoniné dializé. Tai dazniausiai jvyksta dél kolonizuoty kateteriy ar dializés aparaty
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ir kolonizacijos Saltinio pasalinimas daZniausiai baigiasi simptomy iSnykimu. Si rtsis yra dazniausia

infekcijy sukéléja (74 — 79%), antra pagal daznuma rasis yra R. glutinis (7,7%) [26].

Buvo aprasyta R. mucilaginosa sukelty onichomikozés atvejy. Vienas i$ jy buvo nustatytas 38
mety vyrui, kuriam buvo stebimi pabale visy ranky pirSty nagai. Pacientas dirbo mokytoju ir daznai
naudodavo Slapiag kemping lentai valyti. Pasélio rezultatai bei molekulinis tipavimas parode¢, jog

infekcijg sukélé R. mucilaginosa [27].
1.4.3.7. Scopulariopsis gentis

Dauguma Sios genties gryby yra dirvos grybai, daznai iSskiriami i§ maisto produkty, popieriaus
ir kity medziagy. Taip pat Sie grybai gana daznai gali biiti laboratorinés tarSos sukéléjais. Keletas Sios
genties gryby rusiy buvo pripazintos onichomikoze bei hialohifomikoze sukelianCiomis rasimis.
Dazniausiai klinikinése laboratorijose iSauginamos gryby rasys yra S. brevicaulis, S. gracilis, S.

brumptii, Microascus cinereus, S. candida kompleksas ir Microascus cirrosus [28].
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2. TYRIMO MEDZIAGA IR METODAI
Tiriamyjy imtis:

Tyrimo metu analizuoti V3] Vilniaus Universiteto Ligoninés Santaros Kliniky Mikrobiologijos
laboratorijoje 2014-2018 metais atlikty 3165 teigiamy nagy, odos, plauky paséliy bei mikroskopiniy

tyrimy duomenys.

Tyrimo metu analizuotos gryby rasys buvo identifikuotos MALDI-TOF metodu ir / arba

remiantis jy makroskopiniais bei mikroskopiniais pozymiais.

Pacientai buvo suskirstyti | 5 amziaus grupes, pagal Zzmogaus amziaus ir gyvenimo tarpsnius,
kurie iSskiriami pagal biologinius kriterijus — iki 12 mety (ankstyvoji ir antroji vaikyste), nuo 13 iki
20 (paauglyste ir vélyvoji paauglysté), nuo 21 iki 49 (suaugusio zmogaus tarpsnis), nuo 50 iki 64

(pagyvenusio zmogaus amzius) ir daugiau nei 65 mety (senatve).
Tyrimo metodai:

1. Mokslinés literatiiros analizé;

2. Tyrimo metodiky analizé;

3. Surinkty tyrimy duomeny statistiné analiz¢;
4

Eksperimentas.
Tyrimo eiga:

Tyrimas buvo atliktas VUL SK Mikrobiologijos laboratorijoje nuo 2017 m. rugséjo iki 2019

mety geguzés meénesio.

1. Tyrimo pradZioje buvo analizuojama moksliné¢ literattira, susipaZinta su tyrimo metodikomis;

2. Atlikta pacienty nagy, plauky, odos mikrobiologiniy paséliy bei mikroskopinio tyrimo
duomeny retrospektyviné analizé, jie apibendrinti, palyginti, rezultatai pateikti diagramose bei
lentelése.

3. Atliktas 50-ies gryby, iSaugusiy nagy, plauky, odos mikrobiologiniuose paséliuose rasiy
identifikavimas MALDI-TOF metodu, jautrumo nustatymas disky difuzijos ir minimalios
slopinancios koncentracijos metodais;

4. Palyginti tyrimo metodai: mikroskopinis tyrimas ir mikrobiologinis pasélis;

5. Atliktas 30-ies tirty gryby identifikavimas MALDI-TOF tiesioginio perkélimo ir ekstrakcijos
skruzdziy riigS§timi metodais, bei §iy metody palyginimas;
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6. Suformuluotos darbo iSvados ir pasitilymai.

2.1. Tiriamosios medZiagos paémimas
Tyrimy grupé: Odos pleiskany, plauky, nagy éminiai paséliui ar mikroskopiniam tyrimui.
Eminys:

e Odos pleiskanos;

e Plaukai;
¢ Nagai.
Eminiy talpyklos:

e Eppendorf tipo mégintuvélis ar sterilus sandariai uzsukamas indelis;
e Uzdengiama Petri 1ékstelé, kurios dangtelis pritvirtinamas lipnia juosta;
e MedZiaga, skirta mikroskopiniam tyrimui dedama ant objektinio stiklelio ir uzdengiama kitu

objektiniu stikleliu, stikleliai sutvirtinami lipnia juosta, dedami j sandary konteiner;.
Paciento paruoSimas tyrimui:

1. Odos ar nagy pries tyrima negalima tepti tepalais;

2. Kiek galima ilgiau nekirpti nagy, kad tyrimui biity galima nukirpti kuo daugiau nago;

3. Pries tyrimg nenusveisti pleiskany ir suragéjusio epidermio, kad biity galima nugramdyti kuo
daugiau pleiskany arba nukirpti suragéjusio epidermio;

4. Prie§ imant éminj odg ir nagus reikia nuvalyti dezinfekciniu tirpalu, skirtu odai.
Eminio paémimas:

1. Eminius ima medicinos darbuotojai, kuriems tai atlikti leidZia jy medicinos normos;
2. Odos pleiskanos, odos nuograndos imamos neastriu, steriliu skalpeliu, pries tai ji nuvalius

dezinfektantu, skirtu odai (2 pav.);

29



o o &

~

2 pav. Odos nuograndy paémimas [29].
Mikozinio pazeidimo viduryje aptinkama mazai grybiniy strukttiry, todél patologiné medziaga
éminiui imama i§ pazeidimo Zidinio krasty;
ISburkusios raginio sluoksnio atplaiSos ir pavirSiniai pisleliniai dariniai imami pincetu;
Odos pleiskany ar nuograndy reikia paimti ne maziau kaip 5 mm?;
Pazeisti plaukai yra iSraunami pincetu, i$ pazeidimo vietos iSraunami deformuoti, apliizinéje,
pakeite spalva ir elastinguma plaukai; paimta patologiné medZziaga susmulkinama, atkerpama
iki deSimties 5 mm ilgio plauky gabaliuky;
Nagai kerpami naudojant manikitirines zirkles, kurios prie$ éminio paémima nuvalomos

dezinfekciniu tirpalu, skirtu odai (3 pav.).

3 pav. Nago éminio paémimas [30].

Vienam éminiui (vienam nagui) istirti reikia iki 10 kruopos dydzio (2-3 mm storio ir 2-3 mm

ilgio) nago gabaliuky (4 pav.);
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4 pav. Tinkamas tiriamosios medziagos kiekis [31].
8. Jei pazeisty nagy plokstelés gilieji sluoksniai nugramdomi ir tyrimui paimami purieji raginiai

audiniai, tuomet $iy nuograndy reikia paimti ne maziau nei 5 mm? (5 pav.);

5 pav. Nago plokstelés giliyjy sluoksniy éminio paémimas [31].

9. Patologiné medZziaga turi biiti susmulkinama. Susmulkinti éminiai dermatomikoziy sukéléjy
paséliui imami  sterily uzsukama indelj, mikroskopiniam tyrimui — 1,5 ml talpos mégintuvelj
su dangteliu ar uzdengiama Petri 1ékstele, kurios dangtelis pritvirtinamas lipnia juosta. Jei
tyrimui imami keliy nagy éminiai, ar pazeisto nago €miniai (iki 10 gabaléliy) paimti nuo
skirtingy pirsty, jie turi biiti dedami j atskirus mégintuvélius, paZymint, kurios kojos / rankos,
kuris nagas buvo paimtas tyrimui;

10. Eminys odos grybelio mikroskopiniam tyrimui:

10.1. Odos nuograndos, pleiskanos, skutmenos dedamos ant objektinio stiklelio ir
uzdengiamos kitu objektiniu stikleliu, stikleliai sutvirtinami lipnia juosta ir dedami
sandary konteinerj. Taip pat tiriamoji medziaga gali buiti imama j Eppendorf tipo
meégintuvelj ar Petri 1ékstelg, kurios dangtelis sandariai uzklijuojamas lipnia juosta (6

pav.);
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6 pav. Odos nuograndy éminio paémimas [31].
10.2.Pazeisti nagai mikroskopiniam tyrimui dedami | sterily, uzsukama indelj ar 1,5 ml
talpos Eppendorf tipo mégintuvélj su dangteliu arba uzdengiama Petri 1ékstele, kurios

dangtelis pritvirtinamas lipnia juosta (7 pav.);

7 pav. Nagy éminys Eppendorf tipo mégintuvélyje (autoriaus nuotrauka).

11. Eminys j laboratorija pristatomas per 24 valandas, laikomas 18 — 25 °C temperatiiroje [32].
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Nago dalys, imamos tyrimui:

Priekinis vaizdas Skersinis pjuvis Soninis vaizdas
1
Q
2
/| L]
L 10
.
3 ~ . - 11
L
4 - ~ 12
- r 13
3 - .
? . 14
7 . 13
6 g
1 — Laisvasis nago krastas; 6 — Kutikulé (eponychium); 11 — Nago guolis;
2 — Antnagis; 7 — Nago guolio epitelis (hyponychium); 12 — Pusménulis;
3 — Nago plokstelé, dengianti nago guolj (rausvas); 8 — Soniné vaga; 13 — Kutikulé;
4 — Soninis guolio epitelis (perionychium); 9 — Laisvasis nago krastas; 14 — Nago Saknis;
5 — Pusménulis (lunula); 10 — Nago plokstelé; 15 - Mantija

8 pav. Nago dalys, imamos tyrimui [33].

2.2. Nagu, odos nuograndy, pleiskanu, plauky mikrobiologinis pasélis

2.2.1. Pirminiam tiriamosios medZiagos paséliui naudojamos mikrobiologinés terpés

1 lentelé. Pirminiam tiriamosios medziagos paséliui naudojamos mikrobiologinés terpés ir jy
paskirtis [34-36].

Terpés .
o Sudétinés medziagos Paskirtis
pavadinimas

v Mikologinis peptonas;

v’ Gliukozé; 5 I X

ermatofity ir kity gryby rasiy
Saburo agaras v' Agaras; o
o o kultivavimas.
v' 5% levomicetino spiritinis

tirpalas.
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Kukuruzy

milty agaras

v" Kukurtizy milty ekstraktas;
v’ Agaras;
v’ 5% levomicetino spiritinis

tirpalas.

Agaras skirtas mikologiniam Candida
albicans chlamidospory augimo

skatinimui bei rusies identifikavimui.

Dermatofity

agaras

v" Sojy peptonas;

v’ Gliukoze;

v" Fenolio raudonasis;
v’ Agaras;

v" Dermatofity suplementas.

Dermatofity risiy identifikavimui pagal
spalvos poky¢ius (i raudong spalvag —

augant T. rubrum ir kt.).

2.2.2. Odos ir jos dariniy pasélio atlikimo eiga

1. Gavus tiriamaja medziagg sutikrinami paciento identifikaciniai duomenys siuntimo lape ir ant

tiriamosios medziagos talpyklos;

2. Ant paséliui skirty mégintuvéliy uzraSomas tyrimui suteiktas laboratorijos identifikacinis

numeris, pas¢lio s¢jimo data;

3. Tiriamoji medziaga i$sé¢jama j keturis mégintuvélius (9 pav.): 2 mégintuvéliai Saburo agaro

(D, 1 mégintuvélis kukurtizy milty agaro (II) ir 1 mégintuvélis dermatofity agaro (11D);

9 pav. Tyrimui naudojamy terpiy mégintuvéliai (autoriaus nuotrauka).

4. Tiriamoji medZiaga | mégintuvel] perkeliama naudojant 1 ar 10 mikrolitry tiirio sterilias

mikrobiologines kilpeles (10 pav.), pries tai jas staigiu judesiu jsmeigus j agarg (11 pav.), kad

sudrekty jy pavirsius ir tirlamoji medziaga galéty prikibti;
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10 pav. Mikrobiologinés kilpelés (autoriaus 11 pav. Kilpelés jsmeigimo vieta
nuotrauka). (autoriaus nuotrauka).

5. Jvertinamas tiriamosios medziagos kiekis ir ji tolygiai paskirstoma j mégintuvélius, kilpele

jterpiant jg j agarg (12 pav.);

/

12 pav. | agarg jterptas tiriamo nago gabalélis (autoriaus nuotrauka).

6. Mégintuvéliai dedami | stovelj, kuris patalpinamas j 28 °C tempratiiros termostata, kuriame

vyksta inkubacija, trunkanti 14 pary (13 pav.);

13 pav. Inkubacija termostate (autoriaus nuotrauka).
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7.

14

10.

Po 14 pary mégintuvéliai i§imami i$ termostato, jvertinamas gryby augimas juose (14-15

pav.);

pav. T. rubrum augimas dermatofity 15 pav. Candida genties gryby augimas
terpéje (autoriaus nuotrauka). Sabouraud agare (autoriaus nuotrauka).
ISaugusios gryby kultiros identifikuojamos remiantis morfologinémis savybémis,

mikroskopija, panaudojant chromogeninj Candida agara (4 lentel¢) ar MALDI-TOF
identifikavimo metoda;

Priklausomai nuo nustatytos gryby rasies atlickamas jautrumo prieSgrybiniams vaistams
nustatymas disky difuzijos ir minimalios slopinancios koncentracijos (MIC) metodais;
Jautrumo nustatymui naudojamos terpés: Mueller Hinton agaras su gliukoze ir metileno méliu,

RPMI agaras (3 lentel¢);

2.2.3. Jautrumui prieSgrybiniams vaistams nustatyti naudojamos terpés

2 lentelé. Jautrumui prieSgrybiniams vaistams nustatyti naudojamos terpés [37-38].

TERPES SUDETINES MEDZIAGOS PASKIRTIS
PAVADINIMAS
v' Jautienos buljonas; Naudojama jautrumui
v : 1 e . .. .
MUEL LER i(aezc:)r;(; ;{drohzatas rugStimis prlis%rxb;glimz '\;als.t.ams
HINTON AGARAS -, Kprapkmolas" Ir;uestc?d}tl;[1 SR
SU GLIUKOZE IR v Agaras. ' '
METILENO MELIU | Gliukozé;
v’ Metileno mélis.
v" RPMI 1640 su MOPS 0,165 M ir
RPMI AGARAS L- glutaminu:
v’ Gliukoze;
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v’ Agaras.

Naudojama jautrumui
prieSgrybiniams vaistams
nustatyti mininimalios
slopinancios koncentracijos
(MIC) metodu.

2.2.4. Terpés skirtos Candida genties grybams identifikuoti

3 lentelé. Terpés skirtos Candida genties grybams identifikuoti [39].

TERPES
PAVADINIMAS

TERPES SUDETIS

PASKIRTIS

CHROMOGENINIS

CANDIDA
AGARAS

Peptonai;

Augimo faktoriai;
Neorganingés druskos;
Chloramfenikolis;
Chromogeninis miSinys;
Agaras.

ASANENENENEN

v’ Tai selektyvi terpé, skirta

Candida genties gryby
1$skyrimui ir preliminariam
kliniskai svarbiy Candida
genties gryby (C. albicans C.
tropicalis ir C. krusei),
identifikavimui.

v Spalviné Candida rasiy

indentifikacija gaunama del
reakcijos su specifiniais
baltyminiais substratais.

2.2.5. Terpiuy kokybés kontrolé (remiantis europoje galiojan¢iomis normomis EN 12322,

EN ISO 11133, CLSI ir EUCAST standartais bei LMC Mikrobiologijos

laboratorijos vidaus kokybés normomis)

4 lentelé. Naudojamy terpiy kokybés kontrolé [34-39].

Terpé

Tikrinama savybé

Normos ribos

Dermatofity agaras

Spalva Tamsiai gelsva
Skaidrumas Skaidri
Terpés iSvaizda Standi
pH 25 °C temperattroje 56+0,2

Mikroorganizmy augimas

Geras §iy padermiy augimas:
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v Geras T. rubrum ATCC 28188
— terpés spalvos pokytis i
raudona;
v Microsporum gypseum ATCC
24102 terpés spavos pokytis |
raudona;
v" E. coli WDCM 00012/ATCC
25922 augimo inhibicija;

Saburo agaras

Inkubacijos salygos v Y 3(.) i 1%
aerobinés salygos.
Spalva Sviesiai gelsva
Skaidrumas Skaidri
Terpés iSvaizda Standi
pH 25 °C temperaturoje 56+0,2

Mikroorganizmy augimas

Geras $iy padermiy augimas:

v" Geras C. albicans WDCM
00054;
v" A brasiliensis WDCM 00053;
v S. cerevisiae WDCM 00058.

v" C. albicans 32,5 + 2,5 °C, 24-
48 h;

Kukuriizy milty
agaras

Inkubacijos salygos v Kitiems minétiems grybams -
22,5+ 2,5°C, 5 dienas,
aerobings salygos.
Spalva Balksva
Skaidrumas Skaidri
Terpés iSvaizda Standi
pH 25 °C temperattroje 6,0+ 0.2

Mikroorganizmy augimas

Geras $iy padermiy augimas:

v" T. rubrum ATCC 28188;
v" C. albicans ATCC 90028;

Inhibuojamas $iy padermiy
augimas:

v' S. aureus ATCC 29213 ;
v" E. coli ATCC 25922.
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v" T. rubrum ATCC 28188 - 28
°C £1°C, 6 paros;
v" C. albicans ATCC 90028 - 28

Mueller Hinton
agaras su gliukoze
ir metileno méliu

Inkubacijos salygos °C +1°C, 3 paros;
v S.aureus - 36 + 1 °C, 2 paros;
v' E.coli ATCC 25922 -36+ 1
°C, 2 paros.
Spalva Gintariné
Skaidrumas Skaidri
Terpés i$vaizda Standi
pH 25 °C temperattroje 7,3+0,2

Mikroorganizmy augimas

Geras $iy padermiy augimas:

v" C. albicans ATCC 10231;
v" C. krusei ATCC 14243.

Inkubacijos salygos

35 + 2 °C, 24h, aerobinés salygos

Mikroorganizmy suspensijos
paruoSimas bei naudojamas
jautrumo nustatymo metodas

v' 0,5 Mac Farlando suspensija;
v disky difuzijos metodas

RPMI agaras

Spalva Rausva

Skaidrumas Skaidrus
Terpés iSvaizda Standi

pH 25 °C temperatiiroje 7,1+0,1

Mikroorganizmy augimas bet
kontroliniy MIK zony riby
atitikimo nustatymas

Geras $iy padermiy augimas:

v C. albicans ATCC 6258;
v' C. parapsilosis ATCC 22019;
v" C. albicans ATCC 90028

augimas;
v' Priesgybiniy preparaty MIK
zony atitikimas gamintojo
nurodytoms zonoms (X
lentelé).

Inkubacijos salygos

v’ 48h;
v' 35 °C, aerobinés sglygos.
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Mikroorganizmy suspensijos v 0,5 Mac Farlando suspensija;

paruosimas bei naudojamas v" Minimalios slopinancios
jautrumo nustatymo metodas koncentracijos (MIC) metodas.
Spalva Lengvai gelsva
Skaidrumas Skaidri
Terpés iSvaizda Standi
pH 25 °C temperattroje 6,0+0,2
v C. albicans ATCC 10231-
Chromogeninis geras augimas, zaliai
Candida agaras melsvomis kolonijomis;
Mikroorganizmy augimas v C. tropicalis NCPF 8841 —

geras augimas, melynai
pilkomis kolonijomis.

v 35-37°C;

Inkubacijos salygos v’ 48 h.

2.3. ISauginty grybuy kultiry identifikavimo metodai
2.3.1. Identifikavimas remiantis morfologinémis grybu risiy savybémis

Mikrobiologiniuose odos ir jos dariniy paséliuose iSauge grybai yra identifikuojami remiantis
ju makroskopinémis (kolonijy augimas, dydis, spalva, pavirSiaus i§vaizda, konsistencija ir kt.) bei
mikroskopinémis (konidijy buvimas / nebuvimas, jy forma, kiekis, i§sidéstymas ir kt.) savybémis (2

priedas).
2.3.2. Mikroskopinis tyrimas naudojant kalio hidroksida

Sis mikroskopijos bidas yra naudojamas greitam grybo forminiy elementy aptikimui
klinikiniame méginyje. Jo metu suardomas tiriamasis méginys ir iSrySkéja bei tampa geriau matomos

jvairios grybo sudedamosios dalys tiesioginés mikroskopijos metu.

Kalio hidroksidas (KOH) yra stipriai Sarminé¢ medziaga. SumaiS$ius tiriamaji meéginj (oda,
plaukai, nagai, seilés ir kt.) su 20% KOH tirpalu, jis suminkstina, iStirpdo ir iSvalo audinius
(pavyzdziui kerating esant] odoje ir jos dariniuose), supancius gryba ir padeda mikroskopu geriau

matyti hifus bei konidijas.
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Sis metodas naudojamas diagnostinése laboratorijose kaip pagrindinis atrankinis metodas,

skirtas nustatyti grybines infekcijas. KOH metodas yra tinkamas atrankai, jo metu galima matyti grybo

elementus, taciau sunku tiksliai identifikuoti grybo rai§j. Tikslesniam rasies identifikavimui reikéty

naudoti 1Saugintg grybo kultiira, ar pasitelkti molekulinius metodus.

Procedura:

1. Ant gauto tyrimui objektinio stiklelio uzlaginamas lasas 20% KOH tirpalo;

2. Meéginys, ar jo smulkesnés dalys sustumiamos j tirpalo lasa, uzdengiama objektiniu stikleliu;

3. Jei néra galimybés meéginj iStirti i§ karto, paruoStas objektinis stiklelis gali buti dedamas
uzdengiama Petri 1¢kstele kartu su drégnu vatos ar filtrinio popieriaus gabaléliu ir uzdengiamas
dangteliu. Taip méginys bus apsaugotas nuo i8dzitivimo;

4. Norint gauti rysky mikroskopinj vaizda, tiriami plauky gabaléliai neturéty bati ilgesni nei 5
mm, 0 odos nuograndos, atplaiSos, nukirpti nagy gabaléliai ar jy nuograndos — ne ilgesni nei
2 mm ilgio bei skersmens;

5. Méginiui iStirpus, jis tiriamas naudojant 10x ir 40x padidinimo objektyvus, uzdarius
kondensoriaus lgSio membrang tiek, kad bty matomas vaizdas su geru kontrastu,

6. Jeinaudojamas per stiprus Sviesos Saltinis, kontrastas nebus tinkamas ir grybo elementai nebus
matomi;

7. Mikroskopijos metu ieSkoma grybo elementy (konidijy, spory ir kt.);

8. Rasti grybo elementai pazymimi tyrimo protokole (pvz.: rasta / nerasta, aptikta / neaptikta)

[40].
2.3.3. MALDI-TOF identifikacijos metodas

MAVLDI-TOF masiy spektrometrija yra Svelnioji jonizacijos technika, leidZianti atlikti stambiy,

nelakiy molekuliy, tokiy kaip lastelés vidiniai baltymai, jonizacija ir garinima. Si technika padeda

atskirti vienodai jkrautus jonus, todél anali¢iy masés-kriivio santykis atspindi jy masés verte.

Kiekvienas MALDI-TOF masiy spektrometras yra sudarytas i$ trijy pagrindiniy daliy. Pirmoji

dalis yra jony Saltinis, kuris leidzia vykti jonizacijai ir perveda molekuliy jonus j dujing biiseng.

Antroji dalis yra masiy analizatorius, kuris atskiria jonus pagal jy masés-kriivio santykj. Trecioji dalis

yra prietaisas, aptinkantis atskirtus jonus (detektorius).
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Pradiné medziaga, reikalinga mikroorganizmy klasifikacijai naudojant ,,JIVD MALDI Biotyper*
yra viena kultiiros kolonija, iSaugusi agaro lékstel¢je / mégintuvélyje. Méginys (kolonija ar jos dalis)

yra uzneSamas ant specialios MALDI plokstelés duobutés ir iSdziovinamas kambario temperatiiroje.

Meéginiui i§dzitvus, jis padengiamas nedideliu kiekiu (1 mikrolitru) matricos tirpalo. Matricos
sudétyje esantis organinis tirpiklis ekstrahuoja baltymus i§ mikroorganizmy. Dazniausiai iSsiskiria
didelé ribosominiy baltymy koncentracija. Matricai baigus kristalizuotis, meéginiy paruoSimo

procediira yra baigta ir galima atlikti jy analizg.

MALDI TOF masiy spektrometrija yra pagrindinis analizés metodas, naudojamas ,,IVD
MALDI Biotyper*. Lazeris, esantis MALDI TOF masiy spektrometre apSviecia matricos — méginio
junginj iSgarindamas matricg ir atpalaiduodamas teigiamai jkrautus baltymus — tai vadinama
»Svelniuoju® jonizacijos procesu. Matricos gebéjimas absorbuoti ultravioleting Sviesg ir pernesti

protonus ant i$siskyrusiy baltymy yra labai svarbus tyrimo procesui.

Baltymy jonai yra elektrostatiSkai pagreitinami nedideliu atstumu ir patenka i lékio vamzdelj
greiCiu, proporcingu jy masei. Skirtingos masés baltymy jonai patenka j 1ékio vamzdelj skirtingais
laiko tarpais. Fiksuojant laikg (nanosekundziy diapazone) nuo baltymy jony suzadinimo iki
atsakomojo detektoriaus signalo, galima labai tiksliai iSmatuoti baltymy jony greitj ir jj konvertuoti j

tikslig molekuling masg.

MALDI Biotyper analizé¢ generuoja daugiausia ribosominiy baltymy biidingg mase ir krivio
intensyvumo pasiskirstyma. Masiy spektras yra specifinis daugeliui mikroorganizmy risiy ir jj galima
naudoti kaip skiriamajj bruoza (molekulinj ,,pirSto atspauda®). NeZinomi mikroorganizmai gali biti
identifikuoti lyginant jy masiy spektra su daugybe kity masiy spektry, esanc¢iy MALDI TOF etalony

duomeny bazéje.

Pirmasis duomeny apdorojimo etapas yra gauto masiy spektro pavertimas smailiy (piky)
sgraSais. Antrame etape Sie smailiy sgrasai yra lyginami su kiekvienu IVD MALDI Biotyper etalony

bibliotekos jrasu.

Smailiy ir etalony palyginimui yra naudojamas panaSumo algoritmas, kuris padeda apskaiciuoti

tris skirtingas pagrindines meéginio ir etaloninio spektro charakteristikas:

1. Pirmiausia skai¢iuojamas etaloninio spektro signaly, turin¢iy sutampantj ar artimg atitikmenj
nezinomame spektre, skai¢ius. VisiSkas nesutapimas vertinamas 0 baly, o visiSkas sutapimas

—1 balu;
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2. V¢éliau nustatomas nezinomo spektro signaly skaicius, turintis sutampantj atitikmenj. Visiskas
nesutapimas vertinamas 0 baly, visi§kas sutapimas — 1 balu;

3. Galiausiai yra apskaiCiuojama visy sutampanciy signaly pory simetrija. Jei didelio
intensyvumo etaloninio spektro signalai sutampa su nezinomo spektro didelio intensyvumo
signalais ir mazo intensyvumo signalai taip pat sutampa, gaunama didelé simetrijos reikSme ir
vadinamosios koreliacijos matricos reik§mé artima vienetui. Jei tarp sutampanciy pory signaly

néra jokios simetrijos, gaunami rezultatai, artimi nuliui.

Sios trys reik§més sudauginamos tarpusavyje, o rezultatas padauginamas i§ 1000. Po to
skai¢iuojamas gautos reik§meés logaritmas. Sio skaiiavimo rezultatas yra baly skai¢ius. Didziausia

galima baly reikSme yra 3.

Ranguojant baly skaicius, auk$¢iausioje pozicijoje atsiduria geriausia koreliacija. Kuo didesnis
gauty baly skaicius, tuo labiau tikétinas yra mikroorganizmy rasies identifikavimas. Baly skaiciai yra
rodomi kompiuterio ekrane ir Zymimi skirtingomis spalvomis, tod¢l galima greitai ir paprastai jvertinti

rezultatus.

Baly skaicius >2 gali biiti vertinamas kaip tikétinas mikroorganizmy rusies identifikavimas su
tam tikrais apribojimais. Svarbu atkreipti démesj j tai, kad MALDI Biotyper pateikiamos baly vertés
iSreiskia tikimybe, kuria neZinomas mikroorganizmas atitinka IVD MALDI Biotyper etalony
bibliotekoje jraSyta rasj. Dél Sios prieZasties labai svarbu, kad vertinty ir rezultatus interpretuoty
patyres klinikinés mikrobiologijos specialistas. Taip pat labai svarbu vertinant ir interpretuojant [VD
MALDI Biotyper pateikiamus duomenis atsizvelgti ir j visg turimg taikyting informacija apie méginj

ir pacienta.
2.3.4. Microflex masiy spektrometras

VUL SK Mikrobiologijos laboratorijoje MALDI-TOF MS yra vienas i$ naujausiy analizatoriy.

Jis pakeicia daugelj anks¢iau naudoty rutininiy indentifikacijos metody.

Nuo 2007 mety, kai Bruker pristat¢ MALDI Biotyper mikrobiologijos laboratorijoms, jis tapo

metodu, pakei¢ianciu tradicinius biocheminius mikroorganizmy identifikavimo metodus.

Stalinis microflex serijos prietaisas (16 pav.) — tai masiy spektrometras, naudojantis
technologija, vadinamg MALDI (matrica paremta lazerio desorbcija/jonizacija) t.y. leékio trukmes
masiy spektrometrija. Prietaise jmontuoti Bruker microScout jonizatorius, vertikaliai nukreiptas jony

lekio vamzdelis, turintis optinj reflektoriy ir dvigubus mikrokanalinés plokStelés detektorius.
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Prietaisas yra pritaikytas automatiniam baltymy identifikavimui ir charakterizavimui, biomarkeriy
aptikimui, oligonukleotidy kokybés kontrolei ir VNP (vieno nukleotido polimorfizmas)

genotipavimui.

Trumpai tariant, MALDI-TOF — tai masiy spektrometrijos metodu paremtas tyrimo metodas,

leidziantis greitai, tiksliai, paprastai ir taupant léSas identifikuoti jvairias mikroorganizmy rasis.

MALDI-TOF mikroorganizmy biblioteka yra nuolat papildoma, ple¢iama ir tobulinama, tai

leidzia Siam analizatoriui lengvai, be konkurencijos i§stumti tradicinius biocheminius tyrimo metodus.

16 pav. Microflex masiy spektrometras (autoriaus nuotrauka).

Bruker Microflex MALDI — TOF yra sudarytas i$ dviejy pagrindiniy komponenty (16 pav.):

1. Masiy spektrometro;

2. Duomeny sistemos (kompiuterio).
Microflex masiy spektrometras turi tris pagrindinius pavirsius (16 pav.):

1. Valdymo skyda;
2. Idéjimo liuka (anga su dangciu);
3. Galinj skyda;

Bruker MALDI Biotyper mikrobiologinés identifikacijos sistema padeda taupyti 1ésas ir laika,
lyginant su tradiciniais biocheminiais testais bei atliekanti auk$to patikimumo mikroorganizmy

identifikacija.
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2.3.4.1. Méginiy ruoSimas tiesioginio perkélimo metodu
Tiesioginio perkélimo metodas yra pagrindinis méginiy ruosSimo metodas. Medziaga yra

lastelés, uzaugintos agaro 1éksteléje esancioje vienoje kolonijoje.
Procediira:

1. Isitikinama, kad méginys turi unikaly identifikacijos koda, priskirta naudojant laboratorijos

meéginiy registracijos sistema, jis pazymimas MALDI plokstelés méginiy lape (17 pav);

® i -} KER
12

(]

= W S
Spectra Check:
MSP:

Bruker Datonit Genb

17 pav. MALDI plokstelés méginiy registracijos lapas (autoriaus nuotrauka).

2. Ant iSvalytos MALDI plokstelés, naudojant pipetés antgalius, s¢jimo kilpeles ar medinius

pagaliukus plonu sluoksniu uztepama biologinés medziagos (18 pav.);

.

18 pav. Analizuojamos kolonijos uznesimas ant MALDI plokstelés (autoriaus nuotrauka).

3. Patikrinama ar kiekvieno méginio padétis MALDI ploksteléje sutampa su duomenimis,
Jvestais meéginiy registravimo sistemoje, jvertinama preparato iSvaizda. Jis turi buti
homogeniskas;

4. Ant kiekvieno meéginio uzlasinama po 1 ul 98% skruzdziy riigties, jai 1Sdzitivus laSinama 1 pl

IVD HCCA matricos tirpalo (19-21 pav.).
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19 pav. Méginiy apdorojimas 98% trifluoracto rastimi (autoriaus nuotrauka).

21 pav. Méginiy padengimas matrica (autoriaus nuotrauka).
Matrica padengtam méginiui leidZiama i8dziiiti patalpos temperattroje. Preparatas turi biiti
homogeniskas;
Dar kartg patikrinama, ar méginiai tinkamai iSdéstyti ir ar matricos laseliai tarpusavyje
nesusilieje;

Paruos$ta méginiy plokstelé nedelsiant dedama | MALDI-TOF masiy spektrometrg (22 pav.).
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22 pav. Méginiy plokstelés jdéjimas j analizatoriy (autoriaus nuotrauka)

Ivedami méginiy identifikaciniai duomenys (23 pav.);

Analyte Placement

1 Please specify the target positions for your analytes by drawing a rectangle, clicking on row/column names or directly on | &
the appropriate spots. Analytes are inserted using the Insert key or with Add Analytes from the context menu. Available
target spots are shown in hollow . Spots containing analytes of the cumrent project are white (not yet measured) or green
{already measured). Please fill in the 1D column if it is empty.

12 3 45 6 7 8 9 101112
A Oe
E000000000000
CO00000O0OOCOOOSS
N X X N N N N N R N N N |
N N X X NN NN NN XN

FO00000000000 ¢
CO000000000O0O d
o X N X R N N N N N N N | b
PDsitiDn| Chip|CreatiBn Date | MName [optional] | D | Diescription [optional] | -
| AR 0 4N42016 72428 A6 167000014962 L
7 AT 0 414201672430 AT 167000014503
AR 0 AN42016 72425 AR 167000015078 t
AS 0 AN42016 72425 AS 167000014838
AlD 0 AN42016 7:2429  A10 167000014804
» Al 0 - A

T~
Validation Position:

[ Cancel |[ <<Back | Mews> |[ Fmsh |[ Hep |

23 pav. Tyrimy identifikaciniy kody jvedimas (autoriaus nuotrauka).

Ivedus reikiamus identifikacinius duomenis, pradedama méginiy analizé. Analizatorius
vidutiniSkai identifikuoja 200 méginiy per valandg. Analizés metu atsivérusiame lange

matomos masiy spektro kreives, kurios yra lyginamos su etalonais, saugomais duomeny bazéje
(24 pav.);
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24 pav. Analizés eiga (autoriaus nuotrauka).

10. Pasibaigus analizei, atsiveria langas, kuriame matomi jos rezultatai (25 pav.).
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25 pav. Analizés rezultaty langas(autoriaus nuotrauka).

11. Atspausdinamas identifikavimo rezultaty protokolas (26 pav.)

44 44 4444444944944
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Result Overview

Sample Score Organism (second-best Score

Sample ID Organism (best match)

Name Value match) Value

Ad 19'?0{!0?121‘25# No Organizm Identification No Organizm Identification
(-1 {C) (Standard) Pozzible ozsible

AS 197000011967# . .

(-i—-—)(A) 1 Malassezia pachydermatis Malassezia pachydermatis
(Standard)

a5 19?990?1 1785# e Feeer 176 | Mo Organism Identification

(+) (B) (Standard) - abeans N Possible
7 197000011681# - sy - -

_A_- 1 Debaryomyces hansenii 183 No Organizm ¥denuﬁcalmn
©E (Standard) Possible

A8 197000013501
Y 1 Elebsiella oxvtoca Elebziella oxvtoca
(Standard)

Rezuit overview fable—contfinued on next page

26 pav. Analizés rezultaty protokolas (autoriaus nuotrauka).

2.3.4.1. Méginiy ruosSimas ekstrakcijos skruzdziy riugstimi metodu

Ekstrakcijos skruzdziy riig§timi metodas taikomas nepavykus mikroorganizmy identifikuoti

tiesioginio perkélimo metodu.
Procedura:

1. Naudojamas tas pats méginys, kurio nepavyko identifikuoti tiesioginio perkélimo metodu;
2. Isitikinama ar méginys yra pazymeétas unikaliu identifikavimo kodu, naudojamu
laboratorijoje;
3. Viena mikroorganizmy kolonija (pakanka vienos s¢jimo kilpelés) perkeliama j Eppendorf
meégintuvel] su 300 ul HPLC grynumo klasés vandens;
4. Isiurbiant ir iSstumiant pipete, maiSant sukurinéje maiSykléje gaunama j Eppendorf
megintuvel] perkelty lasteliy homogeniska suspensija;
5. | gauta suspensija jpilama 900ul gryno (96%) etanolio ir maZiausiai vieng minut¢ maiSoma
stikurin¢je maiSykléje;
Lasteliy suspensija etanolyje gali biiti tiesiogiai naudojama baltymy ekstrakcijai arba ne ilgiau
kaip 6 ménesius laikoma saldiklyje, -18 °C temperatiiroje. Be to Sig suspensijg galima naudoti
prireikus pergabenti deaktyvintus mikroorganizmus aplinkos temperatiiroje, nes ji lieka stabili keletg

dieny.
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Vykdomas lgsteliy centrifugavimas 2 minutes, 13000 aps./min. grei¢iu, nusiurbiamas
supernatantas (pavirsinis skysc¢io sluoksnis be nuosédy);
Siekiant visiSkai pasalinti etanolio likucius, dar kartg kartojamas 7 etapas, pakartotinai pipete

nusiurbiamas supernatantas;

Ypac svarbu pasalinti visg etanolj, nes dél jo likuciy gali pakisti galutiniy masiy spektry kokybé.

Ruosiant , kritiniy* (pavyzdziui, mazos lgsteliy koncentracijos) mikroorganizmy méginius, reikia

patalpos temperatiiroje keleta minuciy dziovinti gautas nuosédas.

8.

10.
11.
12.
13.

14.

15.
16.

17.

18.

I Eppendorf mégintuvélj jpilama 30 ul HPLC grynumo klasés vandens ir 70 pl 100%
skruzdziy rugsties, gerai iSmaiSoma stkurin¢je maisSykléje. Gautas misinys yra 70% skruzdziy
rigsties vandeninis tirpalas;

Ant nuosédy uzpilama 50 pl 70% skruzdziy rugsties vandeninio tirpalo ir gerai iSmaiSoma
siurbiant ir iStumiant pipete bei maiSant stkurin¢je maisykléje;

Pridedama 50 pl acetonitrilo ir siurbiant bei i§stumiant pipete gerai iSmaiSoma;
Mikroorganizmy ekstraktas centrifuguojamas 2 minutes 13000 aps./min. greiciu;

Ant i§valytos MALDI plokstelés uzlaSinamas 1 pl mikroorganizmy ekstrakto supernatanto;
Patikrinama ar kiekvieno méginio padétis MALDI ploksteléje su duomenimis naudojamoje
méginiy registracijos sistemoje;

LeidZziama méginiui i8dziliti patalpos temperatiiroje, patikrinama ar preparato iSvaizda yra
tinkama. Preparatas turi biiti homogeniskas.

Ant kiekvieno méginio uzlasinama po 1 pul IVD HCCA matricos tirpalo;

Matrica padengtam méginiui leidZziama i8dZiiiti patalpos temperatiiroje, preparatas turi biti
homogeniskas;

Dar kartg patikrinama ar méginiai tinkamai iSdéstyti plokstel¢je ir ar tarpusavyje nesusilieje
matricos laseliai;

Paruosta méginiy plokstelé nedelsiant dedama 1 MALDI-TOF masiy spektrometra

2.3.4.2. MALDI-TOF rezultaty interpretavimas ir tolesné tyrimo eiga
1. Perzitirima, kokios gryby riiSys buvo identifikuotos;
2. Pagal grybo rasj, remiantis EUCAST ir CLSI standartais parenkama, kokiy prieSgrybiniy
preparaty jautrumg numatoma tirti;
3. Jei standartuose nenumatyta jautrumo nustatymo galimybé, jis netiriamas, iSraSomas

galutinis atsakymas [41].
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2.3.5. Candida genties gryby identifikavimas naudojant cromogeninj Candida agara

Chromogeninis Candida agaras yra selektyvi ir diferenciné terpé, naudojama kliniskai
svarbioms Candida spp. grybams auginti bei nustatyti galima jy rasj. Sis agaras leidzia identifikuoti
tris gryby rasis: C. albicans, C. tropicalis ir C. krusei. Terpés selektyvumas pasiekiamas | jos sudétj
pridéjus chloramfenikolio (antibiotikas). Chromatiné diferenciacija yra paremta grybo saveika su

terpés sudétyje esanciais specifiniais fermentiniais substratais bei kitomis specifinémis reakcijomis.
Atlikimo metodika:

e Tiriamoji medziaga ar grybo kultiira s¢jama tiesiogiai i chromogeninio agaro lekstele
naudojant mikrobiologines kilpeles;
o [ékstelés inkubuojamos 35-37 °C temperatiiroje;

e Rezultatai vertinami po 24 -48h.

Rezultaty vertinimas. Chromatinés grybu kolonijy charakteristikos vertinant augima po 48 h

inkubacijos (27 pav.):

1. Zalios, mélynai zalios kolonijos — C. albicans;

2. Pilkai mélynos kolonijos su violetiniu atspalviu ir/ar violetinés spalvos ‘“aureole” — C.
tropicalis;

3. Rozinés, rausvai violetinés, stambios, Siurk¢iu pavir§iumi, plintan¢ios kolonijos — C. krusei;

4. Baltos, rozinés, rausvai violetinés kolonijos — kitos Candida spp. rasys.

Rekomenduojama identifikavimag chromogeninio agaro metodu patvirtinti kitais identifikavimo

metodais, kad biity gauti patikimi rezultatai [39].

27 pav. Candida genties gryby identifikavimas naudojant chromogeninj agarg (autoriaus
nuotraukos).
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2.4. Jautrumo priesgrybiniams vaistams nustatymo metodai

Mieliagrybiy jautrumui priesgrybiniams vaistams nustatyti gali biiti naudojami disky difuzijos

ir minimalios slopinancios koncentracijos (MSK) metodai.

Jautrumo nustatymo eiga:

1. Jei grybo kultiira yra gryna, 1 mikrolitro kilpele paimama jos dalis, telpanti | kilpelés tiirj;

2. Jei kultura néra gryna, pasirenkamos grybo kolonijos, kurios prie$ tai buvo identifikuotos
MALDI-TOF ar kitais metodais;

3. IS paimtos grybo kolonijos ar kulttiros dalies yra padaroma 0,5 McF suspensija 2 ml 0,9%

NaCl tirpale (28 pav.);

28 pav. Naudojamos priemonés (autoriaus nuotrauka).

4. Pagaminta suspensija iSglaistoma tamponéliu Mueller Hinton agaro su gliukoze ir metileno
méliu ar RPMI agaro pavirsiuje (priklauso nuo pasirinkto jautrumo nustatymo metodo);

5. I8glais¢ius suspensijg, ant terpés pavirSiaus dedami jautrumui nustatyti skirti diskai (29
pav.), MSK juostelés, 1ékstelés patalpinamos j termostatg (35 °C), 24 — 48h;
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29 pav. Terpés lékstelé su uzdétais diskais [42].

6. Praéjus reikiamam inkubacijos laikui, 1ékstelés iSimamos i$ termostato, matuojamos liniuote
ir vertinamos disky ir MSK juostely slopinamyjy zony ribos (pazymétos apskritimais).
Vertinama remiantis EUCAST arba CLSI standartais (1 lentelé): disky slopinamosios zonos
matuojamos milimetrais (30 pav., pazyméta rodykle), 0 MSK zonos — vertinamos pagal

minimalig slopinanc¢ig koncentracija (31 pav., pazyméta rodykle) [43-44].

30 pav. Disky difuzijos metodo rezultaty 31 pav. MSK metodo rezultaty vertinimas
vertinimas (autoriaus nuotrauka). (autoriaus nuotrauka).

7. lvertinus jautrumg prieSgrybiniams vaistams, i§raSomas galutinis tyrimo atsakymas.
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1 lentelé. Jautrumo nustatymas remiantis CLSI ir EUCAST standartais bei gamintojo rekomendacijomis [45-47].

MSK Diskai MEK Diskai
CLSI EUCAST CLSI EUCAST
J vi| A J A J VA A|Eg J A A J A J A A|Eg
Amfotericinas B 2 € | Amfotericinas B 2 S
C. albicans =1 >1 Mikafunginas | <95 | o5 >1 | <0016 | >0016 | 22 | 20-21 | <19
C. glabrata <1 >1 C. albicans
— : >15 | 11-14 | <10 | &
C. tropicalis Nera <1 >1 = = < C. glabrata <0,06 0,12 >0,25 | <0,03 >0,03 | >30 | 28-29 | <27
C. krusei <1 >1 = C. tropicalis <0,25 0,5 >1 - - >0 [ 20-21 | <19 | 4
O
C. parapsilosis <l >1 C. krusei <0,25 0,5 >1 - - >22 | 20-21 | <19
Anidulafunginas <025 | 05 >1 <0,03 >0,03 C. parapsilosis <2 4 >8 <0,002 >2 >16 | 14-15 | <13
C. albicans C. guilliermondii <2 4 >8 - - >16 | 14-15 | <13
C. glabrata <0,12 | 0,25 | 20,5 | <0,06 >0,06 Posakonazolis <0.06 >0.06
ol Néra ; - '
C. tropicalis <0,25 | 05 >1 <0,06 >0,06 C. albicans Néra Néra
C. krusei <0,25 | 05 >1 <0,06 >0,06 C. parapsilosis <0,06 >0,06
C. parapsilosis <2 4 >8 <0,002 >4 C. tropicalis <0,06 >0,06
C. guilliermondii <2 4 >8 Néra Vorikonazolis | 415 | 92505 >1 <0.12 s>012 | =217 | 15-16 | <14
Kaspofuninas <025 | 05 >1 >17 | 15-16 | <14 C. albicans _
C. albicans C. krusei 0,5 1 >2 - - >15 | 13-14 | <12 | 9
O
C. glabrata <0,12 | 0,25 | >0,5 - - - C. parapsilosis <0,12 | 0,25-0,5 >1 <0,12 >0,12 | >17 | 15-16 | <14
C. tropicalis <0,25 | 05 >1 Nera >17 | 15-16 | <14 | 94 C. tropicalis <0,12 | 0,25-0,5 >1 <0,12 >0,12 | >17 | 15-16 | <14
o
C. krusei <0,25 05 >1 >17 | 15-16 | <14 Nistatinas - >21 | 15-20 | <14
C. parapsilosis <2 4 >8 >13 | 11-12 | <10 Mikonazolis - >15 | 11-14 | <10 -
C. guilliermondii <2 4 >8 >13 | 11-12 | <10 Ekonazolis - >15 | 11-14 | <10 ‘<’E
- - =
Flukonazolis < 4 >8 < >4 >17 | 14-16 | <13 Ketokonazolis - - =15 | 11-14 | <10
C. albicans Klotrimazolis - >15 | 11-14 | <10
C. glabrata - 32 >64 | <0,002 >32 - <15 4| 5
C. parapsilosis <2 >8 <2 >4 >17 | 14-16 | <13 6'
C. tropicalis <2 >8 <2 >4 >17 | 14-16 | <13
Nesusij¢ su rasimi - - - <2 >4 - - -
Itrakonazolis <0.,06 >0,06
C. albicans Néra Néra
C. parapsilosis <0,12 >0,12
C. tropicalis <0,12 >0,12




3. TYRIMO REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Retrospektyvinés analizés rezultatai

Tiriamuoju laikotarpiu buvo atlikti 16149 mikrobiologiniai paséliai bei 19286 mikroskopiniai
tyrimai grybui nustatyti. Atrinkti 3165 teigiami 2014-2018 metais tirti pacienty nagy, odos, plauky,
pleiskany paséliai, i$ kuriy 1550 buvo mikroskopiskai teigiami, 907 — mikroskopiskai neigiami, o 708
— mikroskopiskai netirti. Toliau buvo analizuojama atrinkta teigiamy paséliuose méginiy imtis

N=3165.

ISanalizavus 2014-2018 mety laikotarpio duomenis buvo stebétas tyrimy skaic¢iaus augimas
nuo 2014 metais atlikty 2319 paséliy ir 3163 mikroskopiniy tyrimy iki 2018 metais atlikty 4110
mikrobiologiniy pas¢liy ir 5043 mikroskopiniy tyrimy (1 pav.)

E Paséliy skaicius = Mikroskopinig tyrimy skaiéius
0000 5043
5000 4110=
4000 3163 3505 333g3797 37193778 _ =
3000 2319= 2903= == == ==
w0 EE BE BE B BEE
0 E=E EE BE= == ==
0 |—| = = = =
2014 2015 2016 2017 2018
1 pav. Mikrobiologiniy paséliy ir mikroskopiniy tyrimy skaiciaus kaita 2014-2018 m

Analizuojant pacienty duomenis, nustatyta 43,2% (1367) paséliy sudaré vyriskos lyties pacienty
mikrobiologiniai paséliai, 56,8% (1798) — moteriSkos lyties pacienty mikrobiologiniai paséliai.
Pacienty amziaus vidurkis buvo 49,2 (+17.5) metai, minimalus amzius — 1 metai, maksimalus — 91
metai. Vidutinis vyry amzius buvo 48,2 metai, motery — 50 mety. Ly¢iy pasiskirstymas pagal metus
pateikiamas 2 paveikslélyje.
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2 pav. Ly¢iy pasiskirstymas skirtingais metais.

Visy tirty gryby pasiskirstymas pagal tipus matomas 4 paveikslélyje. Didziausig tirty

gryby dalj sudaré mieliagrybiai (1740, 55%).

s Dermatofitai = Nedermatofitiniai pelésiniai grybai = Mieliagrybiai

u 1328, 42%

OSSO,
NN
ALY
L
.
— —
LAY
AT
AW
N
A

#1742, 55%

% 95, 3%

3 pav. Gryby tipy pasiskirstymas.
Rasti statistiSkai reikSmingi skirtumai tarp pacienty lyties bei paséliuose iSauginty gryby tipo.

Dermatofitai (746; 56,2%) ir nedermatofitiniai pelésiai (56; 58,9%) dazniau sukelé infekcijas vyrams,

o mieliagrybiai (1177; 67,6%) — moterims (p<0,05) (1 lentel¢).
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1 lentelé. Gryby tipy pasiskirstymas pagal pacienty lytj.

Lytis .
Vyras Moteris IS viso

Dermatofitai 746 582 1328
56,2% 43,8% 100,0%

o Nedermatofitiniai 56 39 95
Gryby tipai pelésiniai grybai 58,9% 41,1% 100,0%
. .. 565 1177 1742

Mieliagrybiai

32,4% 67,6% 100,0%

& viso 1367 1798 3165
43,2% 56,8% 100,0%

IS viso 2014-2018 mety laikotarpiu buvo iSaugintos 57 skirtingos gryby riisys, kuriy sudétis
matoma 3 lenteléje. Dazniausia iSauginta gryby riisis buvo T. rubrum (1226, 38,7%), Siek tiek reciau
buvo iSauginti nenustatytos risies Candida spp. grybai (671, 21,2%), C. parapsilosis (481, 15,2%),
C. albicans (332, 10,5%), C. tropicalis (89, 2,8%) ir M. canis (42, 1,3%) (2 lentelé).

2 lentelé. Gryby rasiy pasiskirstymas.

.. [Sauginty kulth [Sauginty kultn

Girybo rusis gskailféius - skiiégis (%)m
A. candidus 1 0,03
A. flavus 7 0,22
A. fumigatus 15 0,47
A. niger 23 0,73
A. sydowii 1 0,03
A. terreus 1 0,03
A. versicolor 7 0,22
Aspergillus spp. 4 0,13
C. albicans 332 10,49
C. allociferri 1 0,03
C. boidinii 1 0,03
C. catenulata 1 0,03
C. inconspicua 2 0,06
C. duobushaemulonii 1 0,03
C. glabrata 34 1,07
C. guilliermondii 19 0,60
C. intermedia 1 0,03
C. lusitaniae 13 0,41
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C. metapsilosis 3 0,09

C. ortopsilosis 1 0,03

C. parapsilosis 481 15,20

C. pararugosa 2 0,06

C. saitoana 1 0,03

C. sphaerica 1 0,03

C. tropicalis 89 2,81

C. zeilanoydes 9 0,28
Candida spp. 671 21,20
Cladosporium spp. 1 0,03
D. hansenii 2 0,06

F. oxysporum 1 0,03

F. solani 1 0,03

H. uvarum 1 0,03
Lodderomyces elongisporus 1 0,03
M. canis 42 1,33
Metschnikowia pulcerima 1 0,03
Microsporum spp. 2 0,06

P. kudriavsevii 29 0,92

P. lilacinus 5 0,16
Paecilomyces lilacinus 3 0,09
Penicillium spp. 5 0,16

R. mucilaginosa 33 1,04
Rhodotorula spp. 5 0,16

S. brevicaulis 19 0,60
Scopulariopsis spp. 1 0,03
T. interdigitale 13 0,41

T. mentagrophytes 6 0,19

T. mucoides 3 0,09

T. rubrum 1226 38,74

T. tonsurans 5 0,16

T. violaceum 1 0,03
Torulaspora delbrueckii 1 0,03
Trichophyton spp. 33 1,04
Wickerhamomyces anomalus 1 0,03
Yarrowia lipolytica 2 0,06
IS viso 3165 100,0
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IS minéty dazniausiai iSauginty gryby rasiy T. rubrum statistiSkai reik§Smingai dazniau iSaugo
vyry paséliuose (694, 50,8%), Candida spp. (477, 26.5% ), C. parapsilosis (304, 16.9%), C. albicans
(266, 14.8%), C. tropicalis (48, 2.7%) — motery paséliuose (p<0,05) (3 lentelé).

3 lentelé. Gryby riisiy pasiskirstymas pagal pacienty lytj.

Lytis i
Vyras Moteris 15 viso
A. niger = L :
. nig 0,8% 0,7% 0,7%
C. albicans o6 ot o
' 4,8% 14,8% 10,5%
C. guilliermondii 05% 0,7% 0,6%
P. kudriavsevii 0.9% 0,9% 0,9%
C. parapsilosis 17 > =
- parap 12,9% 16,9% 15,2%
C. tropicalis a 48 o
. trop 3,0% 2,7% 2,8%
_ 233 477 /10
Candida spp. 17.0% 26.5% 22,4%
% M. canis 2 2 W
Z ) 1.7% 1,2% 1,4%
"; R. mucilaginosa > > >
2 : g 1.1% 1,3% 1,2%
S. brevicaulis 10 3 =
: 1.2% 0,2% 0,6%
T. rubrum 094 o2 e
. 50,8% 29,6% 38.7%
- 29 29 58
Trichophyton spp. 21% 1,6% 1,8%
10 24 34
C. glabrata 0.7% 1,3% 1,1%
Aspergillus s s : &
perg Pp. 1,0% 0,4% 0,7%
A. fumigatus 0.6% 0,4% 0,5%
___ 11 15 26
*
Kiti grybai 0.8% 0,8% 0,8%
IS viso 1367 21 000
100,0% 100,0% 100,0%

*Cladosporium spp., D. hansenii, F. oxysporum, F. solani, Y. lipolytica, P. lilacinus, Penicillium
spp., T. mucoides, T. delbrueckii, W. anomalus.
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Taip pat buvo pastebétas rySys tarp pacienty amziaus grupiy ir pas¢liuose iSauginty gryby tipo.

Dermatofity rasys buvo dazniausios iki 12 mety amziaus grupéje (p<0,05), mieliagrybiy riisys — virs$

65 mety amziaus grupéje (p<0,05), o nedermatofitiniy pelésiniy gryby — 21-49 ir 50-64 mety amziaus

grupése (p<0,05). Tai matoma 4 lenteléje.

4 lentelé. Gryby tipy pasiskirstymas pagal amziaus grupes.

Amziaus grupés

. 13-20 21-49 50 - 64 Vir§ 65 | IS viso
Iki 12 m.
m. m. m. m.
Dermatofitai 50 39 620 386 232 1327
64,1% 45,3% 44,6% 40,6% 35,3% 42,0%
Gryby | Nedermatofitiniai 1 0 47 32 15 95
tipai | pelésiniai grybai 1,3% 0,0% 3,4% 3,4% 2,3% 3,0%
Mieliagrybiai 27 47 723 533 410 1740
34,6% 54,7% 52,0% 56,0% 62,4% 55,0%
It viso 78 86 1390 951 657 3162
100,0% | 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% | 100,0%

Lyginant sukelty pazeidimy lokalizacija skirtingais tiriamojo laikotarpio metais, buvo nustatyta,

jog kojy nagy pazeidimy skaicius statistiSkai reikSmingai didéjo visg tyrimo laikotarpj. Ranky nagy

pazeidimy skaicius kito skirtingais tyrimo metais nezymiai ir vidutiniskai sudaré 19,9% (622) atvejy.

Kity ktino viety (odos, plaukuotos galvos dalies) pazeidimy skai¢ius visg tyrimo laikotarp] mazgjo

(p<0,05) (5 lentelé).

5 lentelé. PaZzeidimo lokalizacijos pasiskirstymas pagal pasélio atlikimo metus.

Metai

2014 2015 2016 2017 2018 | SViso
Kojy 286 319 510 576 588 2279
nagai | 68,9% 68,8% 742% | 747% | 746% | 72,9%
Pazeidimo | Ranky 69 107 127 162 157 622
lokalizacija | nagai | 16,6% 23.1% 185% | 21,0% | 19.9% | 19,9%
Kitos 60 38 50 33 43 224
vietos* | 14,5% 8.2% 7.3% 4.3% 5,5% 7.2%
S vico 415 464 687 771 788 3125
1000% | 1000% | 100,0% | 100,0% | 100,0% | 100,0%

*Abiejy galtiniy nagal, oda, plaukuota galvos dalis.

Rysys pastebétas ir tarp grybo riiSies bei pazeidimo vietos lokalizacijos. Candida genties grybai

dazniau sukélé ranky nagy pazeidimus (C. albicans — 197, 31,7%, C. parapsilosis — 124, 19,9%,
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nenustatytos rasies Candida spp. grybai — 235, 37,8%), Trichophyton genties grybai — kojy nagy
pazeidimus (1135, 49,8%), o kitos gryby rusys (35, 42,7%) — plaukuotos galvos dalies pazeidimus.
Ivairios lokalizacijos odos (39, 48,1%) bei abiejy galtiniy nagy (21, 34,4%) pazeidimus dazniausiai

sukélé Trichophyton genties grybai (p<0,05) (6 lentelé).

6 lentelé. Gryby riisiy pasiskirstymas pagal pazeidimo lokalizacija.

Vieta
) Abiegj Plaukuota -
Kojy | Ranky galﬁli]illi Oda galvos IS viso
nagai nagai . .
nagai dalis
C. albicans 104 197 7 13 6 327
' 4,6% 31,7% 11,5% 16,0% 7,3% 10,5%
C. parapsilosis 335 124 10 4 2 475
' 14,7% 19,9% 16,4% 4,9% 2,4% 15,2%
o Candida spp 566 235 17 13 11 842
2 ' 24.8% | 37,8% 27,9% 16,0% 13,4% 26,9%
f;f: Trichophyton spp. |18 43 21 39 28 1266
) " | 49,8% 6,9% 34,4% 48,1% 34,1% 40,5%
Aspergillus spp el 9 2 L 0 o9
' 2,1% 1,4% 3,3% 1,2% 0,0% 1,9%
Kitos riisys* 92 14 4 11 35 156
4,0% 2,3% 6,6% 13,6% 42,7% 5,0%
& viso 2279 622 61 81 82 3125
100,0% | 100,0% 100,0% 100,0% | 100,0% 100,0%

*Cladosporium spp., D. hansenii, F. oxysporum, F. solani, Y. lipolytica, M. canis, P. lilacinus,
Penicillium spp., P. kudriavsevii, R. mucilaginosa, S. brevicaulis, T. mucoides, T. delbrueckii, W.
anomalus.

Rasti statistiskai reikSmingi skirtumai tarp vyry ir motery pazeidimo viety lokalizacijos. Motery
ranky nagai buvo pazeidziami dazniau nei vyry (509, 81,8% vs. 113, 18,2%). Taip pat, vyrams dazniau

buvo paZeisti abiejy galiiniy nagai (34, 55,7%). Kojy, odos ir plaukuotos galvos dalies pazeidimy

daznumas buvo panasus abiems lytims (p<0,05) (7 lentelé).

7 lentelé. PaZzeidimo viety pasiskirstymas pagal pacienty 1ytj.

Vieta
Kojq_ Rank}lt Abiejy ga_lﬁniq Oda Plaukuotq IS viso
nagai nagai nagai galvos dalis
Vyras 1119 113 34 40 42 1348
Lytis 49,1% 18,2% 55,7% 49,4% 51,2% 43,1%
Moteris 1160 509 27 41 40 1777
50,9% 81,8% 44,3% 5,6% 48,8% 56,9%
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2279

622

61

81

82

3125

IS viso

100,0%

100,0%

100,0%

100,0%

100,0%

100,0%

Rasti skirtumai tarp pacienty amziaus ir pazeidimo vietos lokalizacijos. Kojy nagai dazniausiai

buvo pazeisti 50-64 mety amziaus grupé€je, ranky nagai — 21-49 mety amziaus grupéje, abi galtinés —

vir§ 65 mety amziaus grupéje, plaukuota galvos dalis ir kiino oda — iki 12 mety amziaus grupéje.

Taciau Siems rezultatams statistinio reikSmingumo nustatyta nebuvo (p>0,05) (8 lentelé).

8 lentelé. PaZzeidimo viety pasiskirstymas pagal pacienty amziaus grupes.

Amziaus grupés I viso
Iki12m. | 13-20m. | 21-49m. | 50-64m. | Vir§ 65 m.
Kojy nagai 31 59 998 705 483 2276
o 40,3% 69,4% 73,2% 74,5% 74,2% 72,9%
’g Ranky nagai 13 17 284 193 115 622
& 16,9% 20,0% 20,8% 20,4% 17,7% 19,9%
~ Abiejy 1 0 20 18 22 61
o | galiniynagai | 1,3% 0,0% 1,5% 1,9% 3,4% 2,0%
£ 6 2 31 22 20 81
= Oda
£ 7,8% 2,4% 2,3% 2,3% 3,1% 2,6%
= | plaukuota 26 7 30 8 11 82
galvos dalis | 33,8% 8,2% 2,2% 0,8% 1,7% 2,6%
K viso 77 85 1363 946 651 3122
100,0% | 100,0% | 100,0% | 100,0% 100,0% | 100,0%

Stebétas statistiSkai reikSmingas rySys tarp gryby tipo ir pazeidimo vietos lokalizacijos. Kojy

nagy (1137, 49,9%), kiino odos (47, 58,0%), plaukuotos galvos dalies (62, 75,6%) pazeidimus

dazniausiai sukélé dermatofitai, ranky nagy (566, 91,0%) bei abiejy galtiniy nagy (37, 60,7%)

pazeidimus — mieliagrybiai (p<0,05) (9 lentelé).

9 lentelé. Gryby tipy pasiskirstymas pagal pazeidimo viety lokalizacija.

Pazeidimo lokalizacija

. Abiejy Plaukuota .

KOJQ. Rankyz galliniy Oda galvos I§ viso
nagai nagai . .
nagai dalis

Dermatofitai 1137 43 21 47 62 1310
= 49,9% 6.9% 34.4% 58.0% 75.6% 41.9%

[= Nedermatofitiniai 78 13 3 1 0 95
pelésniai grybai 3.4% 2,1% 4,9% 1,2% 0,0% 3,0%
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Mieliagrybai 1064 566 37 33 20 1720
46,7% 91,0% 60,7% 40,7% 24,4% 55,0%

It viso 2279 622 61 81 82 3125
100,0% | 100,0% | 100,0% | 100,0% | 100,0% | 100,0%

Nustatytas statistiSkai reikSmingas rySys tarp tiriamyjy amziaus grupiy ir grybo riisies. C.
albicans dazniausiai augo pacienty iki 12 mety amziaus grupés pasélivose (10, 12,8%), C.
parapsilosis — vir$ 65 mety amziaus grupés paséliuose (117, 17,8%), nenustatytos rusies Candida spp.
grybai — 13-20 mety amziaus grupés paséliuose (195, 25,1%), Trichophyton spp. grybai — 21-49 mety
amziaus grupés paséliuose, Aspergillus spp. grybai — 50-64 mety amziaus grupés paséliuose, kiti

grybai — amziaus grupés iki 12 mety paséliuose (p<0,05) (10 lentel¢).

10 lentelé. [Sauginty gryby riiSiy pasiskirstymas pagal pacienty amziaus grupes.

AmZiaus grupés % viso
Ikil2m. | 13-20m. | 21-49m. | 50-64 m. | Vir§ 65 m.
C. albicans 10 8 150 93 71 332
12,8% 9,3% 10,8% 9,8% 10,8% 10,5%
C. parapsilosis 5 11 206 141 117 480
' 6,4% 12,8% 14,8% 14,8% 17,8% 15,2%
S Candida spp 8 27 337 277 202 851
2 ' 10,3% 31,4% 24,2% 29,1% 30,7% 26,9%
,-; Trichophyton spp. 26 35 607 386 229 1283
O 33,3% 40,7% 43,7% 40,6% 34,9% 40,6%
Aspergillus spp L 0 25 23 10 59
' 1,3% 0,0% 1,8% 2,4% 1,5% 1,9%
Kiti grybai* 28 5 65 31 28 157
35,9% 5,8% 4,7% 3,3% 4,3% 5,0%
& viso 78 86 1390 951 657 3162
100,0% | 100,0% | 100,0% 100,0% 100,0% 1000%

*Cladosporium spp., D. hansenii, F. oxysporum, F. solani, Y. lipolytica, M. canis, P. lilacinus,
Penicillium spp., P. kudriavsevii, R. mucilaginosa, S. brevicaulis, T. mucoides, T. delbrueckii, W.
anomalus.

Taip pat stebéti statistiSkai reikSmingi skirtumai tarp rasSiy pasiskirstymo ir pacienty lyties. C.
albicans (266, 14,8%), C. parapsilosis (304, 16,9%), nenustatytos raSies Candida spp. grybai (477,
26,5%) dazniau augo moteriskos lyties pacienty paséliuose, o T. rubrum (694, 50,8%) — vyriskos lyties

pacienty paseliuose (11 lentele).
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11 lentelé. [Sauginty gryby rasiy pasiskirstymas pagal pacienty lytj.

Lytis < vl
Vyras Moteris [§ viso
A. niger = L &
0,8% 0,7% 0,7%
C. albicans 06 2 o
4,8% 14,8% 10,5%
C. guilliermondii ! e &
0,5% 0,7% 0,6%
P. Kudriavsevii 0.9% 0,9% 0,9%
C. Parapsilosis L - S
: 12,9% 16,9% 15,2%
- a1 48 89
C. Tropicalis 3.0% 2.7% 2,8%
Candida spp 233 il v
- 17,0% 26,5% 22,4%
cr% M. canis 23 o W
.i 1,7% 1,2% 1,4%
'% R. mucilaginosa L = >
ke 1,1% 1,3% 1,2%
S. brevicaulis 10 . o
1,2% 2% 6%
T. rubrum oot o3 =
: 50,8% 29,6% 38,7%
_ 29 29 58
Trichophyton spp. 21% 1,6% 1,8%
10 24 34
C. glabrata 0.7% 1,3% 1,1%
Aspergillus spp. 14 ! =
1,0% 0,4% 0,7%
A. fumigatus 0.6% 0,4% 0,5%
Kiti grybai 0.8% 0,8% 0,8%
IS viso 1367 21 0,01
100,0% 100,0% 100,0%

*Cladosporium spp., D. hansenii, F. oxysporum, F. solani, Y. lipolytica, P. lilacinus, Penicillium
spp., T. mucoides, T. delbrueckii, W. anomalus.
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3.2. Mikrobiologinio pasélio ir mikroskopinio tyrimo palyginimas

Atlikus iSauginty gryby rusiy bei atlikty mikroskopiniy tyrimy analize buvo nustatyta, kad dalis
mikroskopiniy tyrimy rezultaty nesutapo su pasélio rezultatais arba mikroskopinis tyrimas nebuvo
atliktas (p<0,05). Geriausiai mikroskopiniu tyrimo metodu buvo aptinkami buvo dermatofitai (886,
66,7%), prasCiau - nedermatofitiniai pelésiniai grybai (50, 52,6%), o pras¢iausias rezultaty sutapimas
buvo mieliagrybiy grupéje (614, 35,2%) (p<0,05) (15 lentele).

15 lentelé. Mikroskopinio tyrimo rezultatai pagal gryby tipus.

[Sauginty gryby tipai
Dermatofitai Nedg r'm'at‘ofltlnla}l Mieliagrybiai 1§ viso
pelésiniai grybai

Rasta 886 50 614 1550
) o 66,7% 52,6% 35,2% 49.0%

Mlktr;filr(r?g o Nerasta 156 28 723 07
rezultatas 11,7% 29,5% 41 5% 28,7%

Netirta 286 17 405 708
21,5% 17,9% 23,2% 22,4%

5 viso 1328 95 1742 3165
100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

Taip pat lyginant §iuos du tyrimo metodus buvo apskaiciuotos mikroskopinio tyrimo jautrumo,

specifiSkumo, teigiama (TPV) ir neigiama prognostin¢ (NPV) vertés. Gauti rezultatai pateikiami 16

lentel¢je.
16 lentelé. Metody palyginimo rezultatai
Teigiamas pasélis Neigiamas paselis TPV NPV
Teigiama mikroskopija 1550 3019
Neigiama mikroskopija 907 6347 0 0
Jautrumas 63.09% 33.92% | 87.50%
SpecifiSkumas 67.77%

3.3. Mieliagrybiy jautrumo prieSgrybiniams vaistams palyginimas

Lyginant jautrumo duomenis tarp gryby risiy, buvo nustatyta, jog i§ visy Candida genties gryby
rasiy didziausias atsparumas nistatinui buvo tarp C. parapsilosis rasies gryby (32, 6,7%), o maziausias
—tarp C. albicans riisies gryby (3, 0,9%) (p<0,05) (9 pav.).
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9 pav. Jautrumas nistatinui pagal gryby rusis.
Didziausias atsparumas flukonazoliui buvo tarp C. glabrata izoliaty (30, 90,9%), 0 maZiausias
- C. parapsilosis (23, 4,8%) (p<0,05) (10 pav.).
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10 pav. Jautrumas flukonazoliui pagal gryby rusis.

Didziausias atsparumas itrakonazoliui buvo nustatytas C. albicans izoliatams (85, 25,9%), o
maziausias — C. parapsilosis (12, 2,5%) (p<0,05) (11 pav.).
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11 pav. Jautrumas itrakonazoliui pagal gryby rasis.

Didziausias atsparumas ketokonazoliui nustatytas C. albicans rtsies grybams (16, 4,9%), o

maziausias — C. parapsilosis (1, 0,2%) (p<0,05) (12 pav.).

13 (1600

L]

Candida spp.

o 1(11%
C. tropicalis 2.3%
84 (96.6%)

o 1603%
C. parapsilosis | _1(0.2%
472 (98,5%)

= 36 (11.0%)

C. albicans 16 (4.9%
LL00%) s (84.1%)

200 400 600 800

684 (96.,6%)

b

=

= Vidutiniskai jautru = Atsparu = Jautru

12 pav. Jautrumas ketokonazoliui pagal gryby rusis.
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3.4. Mieliagrybiy jautrumas prieSgrybiniams vaistams ir jo interpretacija

Istyrus 50 iSauginty gryby kultary, buvo nustatyta jy rasis (MALDI-TOF metodu), jautrumas
prieSgrybiniams vaistams disky difuzijos (DDM) ir minimalios slopinancios koncentracijos (MSK)
metodais. DD metodu interpretacijos neturinciy (NI) prieSgrybiniy vaisty jautrumo kategorija buvo
nustatyta remiantis MSK vertémis. Toks interpretavimo biidas buvo pasirinktas todél, kad MSK
metodas yra laikomas ,,aukso standartu““. MSK metodas laikomas tikslesniu uz disky difuzijos metoda,
todél esant rezultaty nesutapimui tarp Siy dviejy metody buvo pasirinkta interpretacija gauta MSK

metodu.

Tirti grybai buvo suskirstyti pagal rusis, nes jautrumo priesgrybiniams vaistams interpretacija
priklauso nuo grybo riSies. Jautrumas prieSgrybiniams vaistams buvo interpretuojamas remiantis

EUCAST ir CLSI standartais bei gamintojo rekomendacijomis (MAST diagnostics).

Buvo lyginti gryby jautrumo rezultatai dviems prieSgrybiniams vaistams (flukonazoliui ir
itrakonazoliui) gauti dviem jautrumo tyrimo metodais — DDM ir MSK nustatymo metodu. Jautrumo
flukonazoliui, nustatant jj disky difuzijos ir MSK metodu, interpretacija buvo galima remiantis abiem
minétais standartais. Jei kuri nors gryby riiSis neturéjo interpretacijos, priklausomos nuo grybo riisies,
buvo pasirinkta vertinti pagal ,,nesusije su rasimi“ interpretacijg. Jautrumas itrakonazoliui gali biiti
nustatomas tik MSK metodu, nes nustatymas disky difuzijos metodu neturi interpretacijos pagal nei
vieng minétg Standartg. DD metodo rezultaty interpretacija buvo atlikta remiantis MSK metodu

gautais rezultatais (17 lentele).

Atlikus interpretacija pagal minétus kriterijus, vis dar liko gryby rtsiy, kuriy interpretacija
tiriant jautrumg MSK ir / arba disky difuzijos metodu buvo negalima dé¢l turimy standarty duomeny
apie kai kuriy gryby risiy (zr. 17 lenteléje) jautrumo nustatymg trukumo. Su Siomis gryby riiSimis

reikéty atlikti daugiau tyrimy, kurie leisty padaryti iSvadas apie jy jautruma prieSgrybiniams vaistams.

Tirty 50 gryby kultury rezultaty nepakanka padaryti tikslioms i§vadoms apie tai, koks statistinis
rySys sieja disky difuzijos ir MSK metodais gaunamas jautrumo prieSgrybiniams vaistams reikSmes,
todél gauti rezultatai turéty buti vertinami atsargiai. Norint atlikti detalesnj metody palyginima, reikéty

didinti tiriamaja imt;.
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17 lentelé. Jautrumas priesgrybiniams vaistams bei jo interpretacija pagal gryby rasis.

wE | & 2 c | S :czdﬂx 2 2 e | S :gx 2 2 e |8 2 c| .S
Rusis £E5 159|585 528 | 55|62/ 85| 52 55|58 ¢5|52|£5| 58
20| 5S| 25| 5S| 58|22 |¢5|5S 58| £2| 2582|508
| = =N = = 8| = “ N = = 8 o o 0O = =0 =
~ | = L~ | £ = LL == £ = = ¥ = | = X = =
C. albicans 21 J 34 J J 15 6 NI A 0,25 40 J 32 J
C. albicans 24 J 34 J J 0,75 30 NI A 0,38 26 J 28 J
C. albicans 24 J 28 J J 2,00 24 NI A 1,00 38 J 24 J
C. albicans 22 J 30 J J 1,50 30 NI A 0,50 40 J 30 J
C. albicans 24 J 34 J J 0,50 28 NI A 0,25 44 J 38 J
C. albicans 22 J 30 J J 1,50 28 NI A 0,25 42 J 32 J
C. albicans 22 J 30 J J 2,00 26 NI A 0,38 46 J 34 J
C. albicans 22 J 30 J J 0,19 34 NI A 0,064 42 J 34 J
C. albicans 24 J 28 J J 1,00 28 NI A 0,125 40 J 30 J
C. albicans 28 J 30 J J 0,38 24 NI A 0,19 36 J 26 J
C. albicans 24 J 28 J J 3,00 26 NI A 6,00 38 J 18 J
C. allociferii 18 A 6 NI J 0,75 28 NI NI 0,19 44 J 34 J
C. guilliermondii 19 VJ 24 NI J 0,25 25 NI NI 0,19 46 J 38 J
C. guilliermondii 18 V] 24 NI J 0,25 26 NI NI 0,023 34 J 28 J
C. guilliermondii 22 J 26 NI J 0,38 24 NI NI | 0,023 44 J 40 J
C. guilliermondii 22 J 6 NI J 0,19 6 NI NI 0,032 42 J 40 J
C. guilliermondii 21 J 26 NI J 0,19 22 NI NI | 0,064 50 J 40 J
C. guilliermondii 22 J 30 NI J 0,19 22 NI NI 0,047 36 J 26 J
C. guilliermondii 21 J 27 NI J 0,75 24 NI NI | 0,125 30 J 24 J
C. lusitaniae 26 J 44 NI J 0,75 36 NI NI | 0,094 32 J 24 J
C. lusitaniae 22 J 36 NI J 0,25 34 NI NI | 0,047 40 J 28 J
C. lusitaniae 28 J 34 NI J 0,25 32 NI NI | 0,047 40 J 24 J
C. parapsilosis 18 A 34 J J 0,25 30 NI J 0,042 36 J 24 J
C. parapsilosis 21 J 34 J J 1,50 30 NI A 0,50 38 J 22 J
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C. parapsilosis 22 J 38 J J 1,00 36 NI J 0,023 40 J 30 J
C. parapsilosis 22 J 32 J J 0,25 30 NI J 0,023 32 J 28 J
C. parapsilosis 22 J 40 J J 0,25 36 NI J 0,023 38 J 34 J
C. parapsilosis 24 J 36 J J 0,13 26 NI J 0,032 38 J 34 J
C. parapsilosis 22 J 34 J J 0,38 30 NI J 0,023 30 J 24 J
C. parapsilosis 22 J 40 J J 0,19 32 NI J 0,047 36 J 26 J
C. parapsilosis 24 J 40 J J 0,19 36 NI J 0,012 34 J 30 J
C. parapsilosis 26 J 40 J A 256 32 NI A 32,00 30 J 6 A
C. parapsilosis 20 VJ 14 VJ A 256 28 NI A 1,00 32 J 30 J
C. parapsilosis 18 VJ 18 J J 0,25 28 NI J 0,047 36 J 28 J
C. parapsilosis 18 V] 22 J J 0,50 28 NI A 0,064 38 J 30 J
C. parapsilosis 22 J 22 J J 1,00 30 NI A 0,75 36 J 16 J
C. parapsilosis 21 J 22 J J 0,25 27 NI A 0,094 36 J 28 J
C. parapsilosis 20 VJ 16 J J 0,38 26 NI A | 0064 | 40 J 30 J
C. parapsilosis 22 J 24 J J 0,19 30 NI A 0,064 44 J 34 J
C. parapsilosis 24 J 28 J J 0,38 30 NI A | 0,094 32 J 22 J
C. parapsilosis 24 J 24 J J 0,50 30 NI A 0,064 36 J 26 J
C. parapsilosis 24 J 22 J J 2,00 30 NI A 1,00 36 J 22 J
C. parapsilosis 24 J 26 J J 1,00 30 NI A 0,064 40 J 26 J
C. parapsilosis 22 J 20 J J 0,50 28 NI J 0,032 30 J 24 J
C. parapsilosis 24 J 24 J J 0,75 30 NI A 0,25 32 J 26 J
C. parapsilosis 24 J 17 J J 0,50 28 NI A 0,19 30 J 24 J
C. parapsilosis 21 J 28 J J 0,19 30 NI A 0,064 32 J 26 J
C. parapsilosis 20 VJ 20 J J 0,75 28 NI A 0094 | 40 J 30 J
C. parapsilosis 24 J 26 J J 2,00 30 NI A 0,38 38 J 28 J
C. parapsilosis 22 J 26 J J 2,00 28 NI A 1,50 38 J 20 J
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3.5. Jautrumo priesgrybiniams vaistams nustatymo metody palyginimas.

Atlikus gauty itrakonazolio ir flukonazolio DDM rezultaty palyginimg (13-14 pav.) su MSK
metodu, kuris buvo laikytas ,,aukso standartu®“ buvo gauta AUC (plotas po kreive) ir CI
(pasikliautinasis intervalas) reikSmeés. AUC reikSmeés galimos ribos yra nuo 0 iki 1. ReikSmei artéjant
prie 0 tyrimo metodas pateikia atvirkstines jautrumo reikSmes, reik§mei esant 0,5 — remiantis tyrimo
metodu negalima tarpusavyje atskirti gauty jo reikSmiy, reikSmei artéjant prie 1, tai rodo tyrimo
galimybe naudojant analizuojamg metodg gauti teisingas reikSmes. Pasikliautinasis intervalas (CI) —
intervalas, kuriame, tikétina, jog yra matuojamo dydzio parametras (pvz., aritmetinis vidurkis).
Tikimybé, jog vidurkis i$ tiesy yra Siame intervale, vadinama reikSmingumo lygmeniu (moksliniams
tyrimams - 0,95 arba 95%).

Itrakonazolio ir flukonazolio DD ir MSK metody palyginimas rodo, jog vertinant gryby
jautrumg prieSgrybiniams vaistams reikéty remtis MSK metodu gautais rezultatais, nes DD metodu
gauti rezultatai yra maziau patikimi. Tai rodo gautos AUC reiksmés. IC intervalas nurodo, jog atlikus

tyrimg su 100 méginiy 95 i jy gautos reikSmes patekty i nurodyta intervalg.

Nustatyta AUC reikSmé parodé, jog jautrumo flukonazoliui nustatymas DD metodu yra
patikimesnis nei jautrumo itrakonazoliui nustatymas (AUC 0,714 vs. 0,678). Norint patikrinti, ar gauti

duomenys yra tikslis, reikéty atlikti tyrimg su didesne tiriamaja imtimi.

ROC Kreivé

DB

Jautrumas

0.4+

AUC: 0,678 (0,507-0,849)

024

oo T T T T
0o 02 04 06 o8 1.0

1 - SpecifiSkumas

13 pav. Itrakonazolio DDM palyginimo su MSK metodu ROC kreivé.


https://lt.wikipedia.org/wiki/Aritmetinis_vidurkis
https://lt.wikipedia.org/wiki/Reik%C5%A1mingumo_lygmuo
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14 pav. Flukonazolio DDM palyginimo su MSK metodu ROC kreive.

3.6. Tirty grybu kultiiry identifikavimo tiesioginio perkélimo bei ekstrakcijos skruzdziy

riig§timi metody palyginimas

Buvo atliktas dviejy MALDI-TOF metodo protokoly — tiesioginio perkélimo ir
ekstrakcijos skruzdziy ragstimi - palyginimas. Taikant abu protokolus iStirta 30 gryby rasiy.
Rezultatai matomi 19 lenteléje. Minimali galima patikimumo reik§mé yra 0, o maksimali — 3. Artéjant

link 0 rezultaty patikimumas mazéja, o artéjant link 3 — didéja.

19 lentelé. Tirty gryby rusiy indentifikavimo patikimumo reikSmés.

Patikimumo reikSmé . . ..
.. L 1 Patikimumo reikSmé ekstrakcijos
Gryby rusis tiesioginio perkelimo ey
metodu skruzdziy riigStimi metodu
C. albicans 1,72 2,05
C. albicans 1,59 2,06
C. albicans 2,05 2,16
C. albicans 1,72 2,16
C. albicans 1,90 2,32
C. albicans 1,94 2,37
C. albicans 1,82 2,16
C. albicans 1,82 2,30
C. albicans 1,96 2,18

72



C. albicans 1,92 2,11
C. albicans 1,93 2,13
C. albicans 1,77 2,15
C. albicans 1,79 2,21
C. albicans 1,93 2,20
C. albicans 1,89 2,27
C. dubliniensis 1,85 1,81
C. dubliniensis 1,98 2,09
C. dubliniensis 1,89 2,05
C. glabrata 2,02 2,08
C. glabrata 2,14 2,21
C. jadinii 1,94 1,90
C. lusitaniae 1,71 2,28
C. parapsilosis 1,55 1,98
C. parapsilosis 1,90 2,16
P. kudriavsevii 1,96 2,23
P. kudriavsevii 2,34 2,05
P. kudriavsevii 2,09 2,06
K. marxianus 2,24 1,95
K. marxianus 2,47 2,13
K. marxianus 2,28 2,06

Gauty rezultaty palyginimas pateiktas 20 lenteléje. 15-16 paveiksléliuose matomas

kiekvienu metodu gauty patikimumo reikSmiy pasiskirstymas: apacioje — minimalios reikSmés,

virSuje — maksimalios reikSmés, viduryje — vidutinés reikSmes.

Atlikus statisting abiejy identifikavimo metody patikimumo reik§miy analize, gauti

rezultatai parode, jog skirtumai tarp Siy metody nebuvo statistiSkai reik§mingi (p=0,076). Manoma,

jog tai gal¢jo lemti per maza tiriamoji imtis, nes gauta p reikSmé buvo artima reikSmingai reikSmei, 0

gauty rezultaty vidutinés reikSmés ekstrakcijos skruzdziy riig§timi metodu buvo didesnés.

20 lentelé. Metody palyginimo rezultatai.

Tirty kulttry | Minimalios | Maksimalios Vidutinés Standartinis
skaiCius reikSmeés reikSmeés reikSmeés nuokrypis
Tiesioginio
perkélimo 30 1,55 2,47 1,94 0,20
metodas
Ekstrakcijos
skruzdziy 30 1,81 2,37 2,13 0,12
rugstimi
metodas
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227

21

2.0

15 pav. Tiesioginio perkélimo metodo patikimumo reikSmiy pasiskirstymas.

250 29
o
26
o
2.257
2,00
1.757
1.507

16 pav. Ekstrakcijos skruzdziy rigstimi metodo patikimumo reik$miy pasiskirstymas.



3.7. Tyrimo rezultaty aptarimas

Gryby sukeliamos infekcijos vis dar yra aktuali visuomenés sveikatos problema visame
pasaulyje (11). Remiantis statistiniais duomenimis nurodoma, jog gryby sukeltomis nagy ir jos dariniy
infekcijomis serga 2—14% populiacijos, taciau realiis skaiciai grei¢iausiai turéty buti gerokai didesni
[10]. Siame tyrime mieliagrybiy rasys (55,04%) sudaré¢ didZiausia dalj visy pasélivose iSauginty
gryby, Siek tiek mazesn¢ dalj sudaré dermatofitai (41,96%) bei nedermatofitai (3,00%). PanaSius

tyrimo rezultatus apraso ir Paskevicius A. et al.

Didziausiag dalj iSauginty mieliagrybiy sudaré Candida genties grybai (95,47%), o likusig
gryby dalj kitos mieliagrybiy rusys, tokig pat situacija atspindi ir literatiiros $altiniy duomenys [14].

Candida genties grybai dazniausiai sukelia odos ir nagy infekcijas. Taip pat $ie grybai yra
laikinosios ar komensalinés tam tikry Zzmogaus kiino viety mikrobiotos dalis. Tai oportunistiniai
patogenai, kurie tampa patogeniski tik tam tikroms pacienty grupéms, sergancioms sisteminémis ar
lokalizuotomis ligomis. Candida ir kiti mieliagrybiai taip pat gali biiti naginio audinio saprofitai,
tiesiogiai pazeidziantys nago plokstele, kai Seimininko apsauginiai mechanizmai yra sutrike,

pavyzdziui imunosupresijos atveju [14].

Nedermatofity riiSys dazniausiai yra laitkomos antriniais patogenais, sukelianciais jau pazeisty
nagy infekcijas, taciau Sie grybai gali biiti ir pirminiai infekcijos sukéléjai, sukeliantys nedidele dalj
$iy infekcijy. Nedermatofity paplitimas pasaulyje yra 1,5 —17,6% [12-14]. Sio tyrimo metu nustatytas

nedermatofity rtsiy skai¢ius sutampa su minimu literatiiroje ir sudaro 3,0%.

Atlikta iSauginty gryby riiSiy analizé parodé¢, jog dazniausias infekcijos sukéléjas buvo T.
rubrum (38,74%). Tai patvirtina ir analizuoti literatiiros Saltiniai. T. rubrum yra patogenas, paplites
visame pasaulyje ir sukeliantis jvairius tinea tipus. Sis grybas gali paZeisti kojy ir ranky nagus,
tarpupirSciy, pédy ar bet kurios kitos kiino vietos odg [12]. Gauti duomenys atitinka ir situacija
Lietuvoje, literatiiros Saltiniuose T. rubrum minimas kaip dazniausias odos ir jos dariniy infekcijy

sukéléjas [14].

Atlikto tyrimo metu iSanalizavus gautus duomenis nustatyta, jog statistiSkai reikSmingai
daugiau mikrobiologiniy paséliy buvo atlikta moterims, todél galima teigti, jog moterims gryby
sukeliamos odos ir jos dariniy infekcijos buvo daznesnés. Si situacija literatiiros $altiniuose aprasoma
gana jvairiai, infekcijos paplitimas pagal pacienty lytj skirtinguose pasaulio regionuose skiriasi, o tai
lemiantys faktoriai kol kas dar néra visiS8kai aisktis [12]. Manoma, jog to prieZastis galéty buti
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daznesnis motery naudojimasis manikitiro salony paslaugomis. Atliekant manikitira bei kitas
procediiras visad iSlieka uzsikrétimo grybine infekcija tikimybe, jei naudojami jrankiai néra tinkamai
apdorojami dezinfekcinémis medziagomis ar sterilizuojami. Si problema yra aktualesné
besivystanciose Salyse, kuriose triikksta Ziniy bei supratimo apie tinkamg higieng. Taip pat, atlickant
Jvairias nagy prieziiiros procediiras, jie gali biti pazeidziami naudojamy jrankiy, o net ir nedideli nago

pazeidimai gali tapti infekcijos i$sivystymo priezastimi [1, 6, 9, 11-12, 48-50].

Analizuojant pacienty amziaus bei infekcijg sukélusiy gryby tipy duomenis buvo nustatyta,
jog dermatofity rusys dazniausiai infekcijg sukele iki 12 mety amziaus grup¢je, mieliagrybiai — virs§
mety amziaus grupéje, o nedermatofitai — 21-49 ir 50-64 mety amziaus grupése. Gauti duomenys yra
panasiis | literatiiroje minimas dazniausias pacienty amziaus grupes. Dazniausiai grybine infekcija

uzsikre¢ia 10-20, 20— 39 mety arba vyresnio amziaus pacientai (nuo 60 mety) [51-52].

Dazniausia nustatyta pazeidimo vietos lokalizacija buvo kojy nagai (72,9%), antra pagal
daznuma — ranky nagai (19,9%), trecia - abiejy galiiniy nagai (1,9%). Kojy nagai abiejy lyciy
pacientams buvo pazeisti panasiu daznumu, ranky nagai dazniausiai buvo pazeisti moterims, abi
galiinés — vyrams. Stebéti skirtumai tarp pazeidimo lokalizacijos skirtingose amziaus grupése. Kojy
nagai dazniausiai buvo pazeisti 51-62 mety amziaus grupéje, ranky nagai, plaukuota galvos dalis — 1
— 36 mety amziaus grupéje, abi galtines bei oda — 63-91 mety amziaus grupéje. Dazniausiai kojy nagy,
odos bei plaukuotos galvos dalies pazeidimus sukelé dermatofitai (49,9%), o ranky nagy ir abiejy
galiniy nagy pazeidimus mieliagrybiai (atitinkamai 91,0% ir 60,7%). Gauti duomenys atitinka
minimus literatiiroje, nurodomas pazeidimo viety lokalizacijos pasiskirstymas, pazeidimai pagal

amziaus grupes ir gryby gentis sutampa [6, 9, 11-12, 53].

Lyginant teigiamy mikrobiologiniy paséliy ir mikroskopinio tyrimo rezultatus buvo nustatyta,
kad dermatofitai mikroskopiskai buvo nustatyti 66,7% atvejy, nedermatofitai — 52,6% atvejy,
mieliagrybiai — 35,2% atvejy. Atlikus iSauginty gryby rasiy bei atlikty mikroskopiniy tyrimy analizg
buvo nustatyta, kad dalis mikroskopiniy tyrimy rezultaty nesutapo su paselio rezultatais arba
mikroskopinis tyrimas nebuvo atliktas (p<0,05). PanaSts rezultatai apraSomi ir nagrinétuose
literatiiros Saltiniuose. Mikroskopinio tyrimo metu nustatomy teigiamy atvejy skaicius sudaro 54 —

56%, o mikrobiologinio pas¢lio — 35 — 40% [54-55].

Tiesioginis mikroskopinis tyrimas, naudojant kalio hidroksidg (KOH) yra paprastas, greitas ir
nebrangus tyrimas, nerikalaujantis dideliy techniniy iStekliy ir jj galima atlikti greitai $alia paciento
(POCT — Point of Care Testing). Sio tyrimo vertinimas reikalauja praktinés vertintojo patirties.
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Lyginant su paséliu, mikroskopinis tyrimas suteikia galimybe nustatyti didesn;j kiekj grybiniy sukéléjy
tiriamojoje medziagoje. RaSoma, jog mikroskopinio tyrimo jautrumas lyginant su paséliu svyruoja
nuo 25 iki 80%, o klaidingai neigiami rezultatai sudaro apie 30% visy gauty rezultaty. Mikroskopinio
tyrimo klaidingai neigiamy rezultaty skai¢ius taip pat yra gana aukstas, taciau jis gali pralenkti pasélio
metoda galimybe dazniau aptikti grybinius infekcijy sukéléjus. Pasélio metodas yra laikomas aukso
standartu, todé¢l, kad tai vienintelis metodas, leidziantis identifikuoti gryby risis, sukeliancias odos ir
jos dariniy infekcijas. Klaidingai neigiamy rezultaty skaicius yra didelis ir gali varijuoti priklausomai

nuo laboratorijos darbo patirties.
Manoma, jog didelio klaidingai neigiamy rezultaty skaiciaus priezastys galéty buti tokios:

1. Sukéléjas tiriamosios medZiagos €éminyje gali biiti nebegyvybingas ir dél to neiSaugti;
2. Eminys paimtas per toli nuo pazeidimo vietos (pvz.: nagas nukirptas distaliau nuo jo
pazeidimo;

3. Eminys po jo paémimo nepakankamai susmulkintas;

Klaidingai neigiami $iy tyrimy rezultatai yra nepriimtini, todél yra reikalingi diagnostikos
metodai, turintys didesnj jautruma bei trumpesn;j atlikimo laikg. DNR nustatymu paremti metodai jau
yra naudojami identifikuoti daugeli patogeniniy gryby riiSiy ir artimiausiu metu turéty pakeisti dabar
naudojamus pasélio bei mikroskopinio tyrimo metodus. Sie metodai daznai yra brangesni ir gali biti
prieinami ne visiems sveikatos prieziliros jstaigy centrams, dirbantiems su grybiniy infekcijy

sukéléjais [54-55].

Analizuojant mieliagrybiy jautruma nistatinui pagal gryby risis, buvo nustatyta, jog
jautriausia $iam vaistui gryby rusis buvo C. albicans (93,9%), o atsparis $ios rasies grybai sudaré tik
0,9%. Maziausiai jautri nistatinui gryby risis buvo C. parapsilosis (86,8%), atspartis Sios riisies grybai
sudar¢ 6,7%. Panasiis rezultatai apraSomi ir literatiiros Saltiniuose, tac¢iau nurodomas kiek mazesnis
jautriy Siam vaistui C. albicans skaicius (70,8%), o atspariy gryby nebuvo nustatyta. C. parapsilosis
rusies grybams palyginti su kitais moksliniais tyrimais nepakanka duomeny, nes tiriamas vaistas
naudojamas vis reciau ir todél yra retai jtraukiamas tarp moksliniy tyrimy mety analizuojamy vaisty.

[56].

Nistatinas — tai polieny grupés prieSgrybinis vaistas, kuriam yra jautris daugelis pelésiniy
gryby bei mieliagrybiy. Vaistas gali biiti toksiSkas vartojant intraveniskai, taciau néra absorbuojamas

per nepaZzeista oda ar gleiviniy membranas. Nistatinas laikomas gana saugiu vaistu, tinkamu gydyti
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kvépavimo taky ir virSkinamojo trakto grybines infekcijas, pavirSines odos ir jos dariniy infekcijas.

Galimos vaisto formos yra: geriamoji, intravening bei tepalas [57].

Palyginus jautrumg flukonazoliui tarp visy tirty mieliagrybiy rasiy, buvo nustatyta, jog
maziausiai jautrios Siam vaistui rasys buvo C. glabrata (9,1%) bei C. albicans (56,4%), o atspariy $iy
rusiy gryby skacius buvo 90,9% ir 12,4%. Literattiroje nurodomas C. albicans jautrumas §iam vaistui
yra apie 80 - 95%, atspartis grybai kai kuriy Saltiniy duomenimis sudaro 1 - 11%, vidutini$kai jautrts
2,9 — 13,9% [56, 58-62]. Gauti duomenys Siek tiek skiriasi nuo literatiiroje nurodomy. Taip galéjo
atsitikti dél didelio vidutiniskai jautriy C. albicans rusies gryby skaiCiaus (31,2%), kuris tiriant

jautruma buvo ribiniy verciy ribose ir todél buvo priskirtas kategorijai ,,vidutiniSkai jautru®.

Flukonazolis — tai prie$grybinis vaistas, naudojamas sisteminéms bei pavir§inéms grybinéms
infekcijoms, pasireiSkian¢ioms jvairiose audiniy grupése, gydyti. Jis priklauso azoly priesgrybiniy
vaisty grupei, kartu su tokiais vaistais kaip ketokonazolis ir itrakonazolis. Flukonazolis turi gana daug
privalumy lyginant su kitais prieSgrybiniais vaistais, vienas i$ jy — galimybe skirti geriamaja Sio vaisto

forma. Sio vaisto nepageidaujamas poveikis yra minimalus [63].

Lyginant jautrumg itrakonazoliui pagal tirtas gryby rai$is, buvo nustatyta, jog maZiausiai jautri
Siam vaistui gryby rasis buvo C. albicans (42,7%), o jautriausia C. parapsilosis (94,2%), Siy rasiy
atspariy gryby skaicius atitinkamai buvo 25,9% ir 2,5%, o vidutiniskai jautriy gryby — 31,4% ir 3,3%.
Literatiiros duomenimis C. albicans jautrumas minimam vaistui buvo 60 —96%, C. parapsilosis —apie
66%, atspariy gryby skaicius atitinkamai buvo 4 - 33,7% ir 3,5%, vidutiniSkai jautriy C. albicans
gryby 4 — 33,3% [62]. Gauti duomenys S$iek tiek skiriasi nuo literatiiroje nurodomy. Taip galéjo
atsitikti dél didelio vidutiniSkai jautriy ar jautriy gryby skaiciaus, kuris tiriant jautrumg buvo ribiniy

verciy ribose ir todél buvo priskirtas kategorijai ,,vidutiniSkai jautru* arba ,,jautru®.

Itrakonazolis — tai azoly grupés prieSgrybinis vaistas, naudojamas grybiniy maksties, burnos,
odos ir nagy infecijy gydymui. Gali biiti naudojamos geriamosios arba intravenings $io vaisto formos

[64-65].

Analizuojant tirty gryby risiy jautrumg ketokonazoliui nustatyta, jog maziausiai Siam vaistui
jautri rasis buvo C. albicans (84,1%), jautriausia — C. parapsilosis (98,5%). Atspariy ir vidutiniSkai
jautriy gryby skaicius atitinkamai sudaré 4,9% ir 0,2% bei 11,0% ir 1,3%. Literatiiroje nurodomas

atsparumas ketokonazoliui yra: C. albicans - 9,4%, C. parapsilosis — 3,5% [62].
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Ketokonazolis - tai plataus spektro prieSgrybinis vaistas, ilgg laikg ir didelémis dozémis
naudojamas imunosupresiniy pacienty grybinéms infekcijoms gydyti. Gali biiti naudojamas tepalo
forma, geriamoji forma naudojama reciau, tik rimtoms ir iSplitusioms infekcijoms gydyti. Dazniausia

panaudojimo sritis — grybiniy odos infekcijy gydymas [66-67].

Brangiai kainuojantis gydymas, ilga jo trukmé, neefektyvus infekcijos valdymas, pacienty
nepaklusnumas, hepatotoksinis vaisty poveikis ir jy sukeliami virSkinamojo trakto sutrikimai turi
neigiamy pasekmiy paciento gydymo eigai. D¢l Sios priezasties tarptautiniai komitetai kuria ir nuolat

atnaujina gydimo S$iais vaistais protokolus bei rekomendacijas.

Nagy grybinéms infekcijoms gydyti yra naudojami pavirSinio ir sisteminio veikimo vaistai.
Flukonazolis, itrakonazolis, imidazolai (klotrimazolis, ketokonazolis ir mikonazolis) ir alilaminali
(terbinafinas) — tai pagrindiniai onichomikozés gydymui veiksmingi vaistai, saugiis naudoti zmonéms.
Nustacius, jog infekcijg sukélé dermatofitai, jai gydyti galima pasitelkti terbinafing, nes atlikti
moksliniai tyrimai rodo, kad toks gydymas duoda gerus rezultatus. Jei infekcija sukélé mieliagrybiai,
ja galima efektyviai gydyti azoly grupés prieSgrybiniais vaistais, dazniausiai — itrakonazoliu.
Onichomikozés gydymas pavirSinio veikimo vaistais ne visuomet yra efektyvus, Siais atvejais
reikalingas sisteminis gydymas. Vaistai, naudojami sisteminiam gydymui, skirstomi j dvi dideles

farmakologines grupes: alilaminus ir azoly derivatus [59, 61].

Deja, tyrimy, kuriuose analizuojamas gryby jautrumas onichomikozes ir kity odos bei jos
dariniy infekcijy atvejais, yra labai nedaug. Siy infekcijy atvejai daznai apraSomi kartu su gleiviniy,
Slapimo taky ir kraujo infekcijy atvejais. D¢l Sios priezasties, palyginti odos ir jos dariniy infekcijy

atvejy paplitimg yra gana sudétinga [61].
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ISVADOS

1. Retrospektyvinés analizés metu nustatyta, jog dazniau gryby sukeltomis odos ir jos dariniy
infekcijomis sirgo moterys. Dazniausi motery infekcijy sukéléjai - mieliagrybiai, vyry —
dermatofitai. Dazniausias gryby tipas - mieliagrybiai, ta¢iau dazniausias infekcijos sukéléjas -
T. rubrum, kuris dazniau sukélé infekcijas vyrams. Motery ranky nagai buvo pazeidziami
dazniau nei vyry. Vyrams daznesni abiejy galiiniy nagy pazeidimai. Dazniausiai kojy nagy,
odos bei plaukuotos galvos dalies pazeidimus sukélé dermatofitai, o ranky bei abiejy galiiniy
nagy pazeidimus — mieliagrybiai. Gryby tipas priklausé nuo pacienty amziaus, dermatofitai
infekcija dazniausiai sukélé iki 12 mety, mieliagrybiai — vir§ 65 mety, o nedermatofitai — 21-
49 ir 50-64 mety amziaus grupése. Kojy nagy pazeidimai daznesni vir§ 65 mety, ranky nagy
— 21-49 mety, abiejy galiiniy nagy — vir§ 65 mety, plaukuotos galvos dalies ir odos — iki 12

mety amziaus grupése.

2. Tiksliausiai mikroskopiniu tyrimo metodu lyginant su mikrobiologiniu paséliu yra nustatomi
dermatofitai, praséiausiai — mieliagrybiai. Apskai¢iuotas mikroskopinio metodo jautrumas
buvo 63,09%, specifiskumas- 67,77%. Jautriausia nistatinui gryby rasis buvo C. albicans,
atspariausia — C. parapsilosis. Jautriausia flukonazoliui — C. parapsilosis, atspariausia — C.
glabrata. Jautriausia itrakonazoliui ir ketokonazoliui — C. parapsilosis, atspariausia — C.

albicans.

3. Atlikus 50 iSauginty gryby kultiry itrakonazolio ir flukonazolio DD ir MSK metody
palyginimg nustatyta, jog vertinant gryby jautrumga prieSgrybiniams vaistams reikéty remtis

MSK metodo rezultatais dé¢l didesnio jy tikslumo.

4. Palyginus gryby identifikavimo MALDI-TOF metodu tiesioginio perkélimo bei ekstrakcijos
skruzdziy rags$timi protokolus patikimesni rezultatai buvo gauti ekstrakcijos skruzdziy
rugstimi metodu. Atlikus statistin] palyginimg tarp rezultaty nebuvo statistiskai reik§mingo
skirtumo. Tikslesniam palyginimui atlikti reikéty didinti tiriamajg imtj bei | ja jtraukiamy

gryby rusiy skaiciy.
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SANTRAUKA

Dermatofitijy sukéléju paplitimas ir laboratorinés diagnostikos metody taikymas

Darbo tikslas: Atlikti retrospektyving dermatofitijy analize, apzvelgti ir palyginti gautus duomenis

bei kasdiengje praktikoje taikomus dermatofitijy diagnostikos metodus.

Darbo uzdaviniai: Atlikti retrospektyvine 2014-2018 m. VUL SK Mikrobiologijos laboratorijoje
nustatyty dermatofitijos atvejy analizg; Ivertinti 2014-2018 m. VUL SK Mikrobiologijos
laboratorijoje nustatyty dermatofitijy sukéléjy laboratorinés diagnostikos metodus bei iSanalizuoti
sukéléjy jautruma prieSgrybiniams preparatams; Atlikti dviejy jautrumo nustatymo metody — disky
difuzijos bei minimalios slopinancios koncentracijos nustatymo — palyginimg tiriant 50 iSauginty
gryby rasiy; Identifikuoti 30 gryby kulttiry taikant du MALDI-TOF metodo protokolus — tiesioginio

perkélimo ir ekstrakcijos skruzdziy riigstimi — bei atlikti $iy metody palyginima.

Tyrimo objektas ir metodai. Analizuoti VS$] Vilniaus Universiteto Ligoninés Santaros Kliniky
Mikrobiologijos laboratorijoje 20142018 metais atlikty 3166 teigiamy 0dos ir jos dariniy paséliy bei
mikroskopiniy tyrimy duomenys. Gryby riisys identifikuotos remiantis MALDI-TOF metodu ir / arba

remiantis jy makroskopiniais bei mikroskopiniais poZymiais.

Rezultatai. Nustatyta, jog dazniau gryby sukeltomis infekcijomis sirgo moterys. Dazniausi motery
infekeijy sukéléjai - mieliagrybiai, vyry — dermatofitai. Dazniausias gryby tipas - mieliagrybiai, o
infekcijos sukéléjas - T. rubrum, dazniau sukélgs infekcijas vyrams. Motery ranky nagai buvo
pazeidziami dazniau nei vyry. Vyrams daznesni abiejy galtiniy nagy paZeidimai. DaZniausiai kojy
nagy, odos bei skalpo pazeidimus sukélé dermatofitai, o ranky bei abiejy galiiniy nagy pazeidimus —
mieliagrybiai. Kojy nagy paZeidimai daznesni vir§ 65 mety, ranky nagy — 21-49 mety, abiejy galtiniy
nagy — vir§ 65 mety, skalpo ir kiino odos — iki 12 mety amziaus grupése. Geriausiai mikroskopiniu
tyrimo metodu nustatomi dermatofitai, prasCiausiai — mieliagrybiai. Jauriausia nistatinui — C.
albicans., atspariausia — C. parapsilosis. Jautriausia flukonazoliui — C. parapsilosis, atspariausia — C.
glabrata. Jautriausia itrakonazoliui ir ketokonazoliui — C. parapsilosis, atspariausia — C. albicans.
Itrakonazolio ir flukonazolio DD ir MSK metody palyginimas parode, jog vertinant gryby jautruma
priesSgrybiniams vaistams reikéty remtis MSK metodo rezultatais dél didesnio jy tikslumo. Palyginus
gryby identifikavimo MALDI-TOF metodu tiesioginio perkélimo bei ekstrakcijos skruzdziy rugstimi
protokolus geresni rezultatai gauti antruoju metodu, taciau tarp rezultaty nebuvo statistiSkai

reik§mingo skirtumo.
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SUMMARY

Prevalence of patogens causing dermatophytosis and application of laboratory diagnostic

methods

The aim of the Thesis: To perform a retrospective analysis of dermatophytosis, review and compare

its laboratory diagnostic methods used in everyday practice.

Objectives: To perform retrospective analysis of dermatophytosis cases examined in Vilnius
university hospital Santaros clinics (VUH SC) Microbiology laboratory (ML) in 2014 — 2018 period;
To compare laboratory diagnostic methods of dermatophytosis used in VUH SC ML in 2014-2018
period; To compare two antifungal susceptibility testing methods — disk diffusion method and minimal
inhibitory concentration method - in 50 fungal samples. To identify 30 fungal cultures using MALDI-
TOF methods and compare two different identification protocols.

Methods: A retrospective analysis of five-year period was performed at VUH SK CLM. There were
3165 clinical samples tested for dermatophytosis and susceptibility to antifungals. Susceptibility to
antifungals was evaluated according to manufacturer’s recommendations (MAST diagnostics,
Germany). Fungal species were identified by MALDI-TOF method, morphological and microscopic

characteristics.

Results. Female patients were more frequently affected than male patients. Female infections mostly
were caused by yeasts and male infections — by dermatophytes. Yeasts were the most common type
of isolated fungi, but the most frequent causative agent was T. rubrum, which was more common in
male cases. The lesions of toe nails, skin and scalp mainly were caused by dermatophytes and lesions
of hand nails and nails of both limbs by yeasts. Lessions of toenails and nails of both limbs were more
common in age group above 65 years, lessions of hand nails — in 21-49, lessions of scalp and skin —
in below 12 years age groups. The most susceptible to nystatin was C. albicans, the most resistant —
C. parapsilosi. The most susceptible to fluconazole was C. parapsilosis, the most resistant — C.
glabrata. The most susceptible to itraconazole and ketoconazole was C. parapsilosis, the most resistant
— C. albicans. The evaluation of DDM and MIC methods shows that susceptibility to itraconazole
and fluconazole should be determined using MIC method. Results of evaluation of two MALDI-TOF

protocols have not shown no statistical significant results.
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1 PRIEDAS

Labiausiai paplit¢ dermatofitijy tipai skirtinguose pasaulio regionuose [2, 4, 11-12, 48-53, 68-70].

Dazniausios infekcijos

Dazniausi infekcijos

Dazniausia infekcijos

Regionas formos sukéléjai lokalizacija
. o T. verrucosum; Galvos plaukuotos dalies;
Onichomikozé, .
. o T. rubrum; Ranky, delny, pady,
Tinea capitis; ) S Y :
. L T. tonsurans; kirkSniy, kity kiino viety
. Tinea cruris; ) :
Vakary Azija . . T. mentagrophytes; oda;
Tinea manuum; . i ) .
Tinea pedis; C. Alblcgns, Kojy nagai;
’ M. canis; Pady ir tarpupirsciy oda.
E. floccosum.
Tinea corporis; T mentagmphy_teS; Jvairiy ktino viety oda;
. e T. tonsurans; g
) .. Tinea capitis; ; Galvos plaukuota dalis;
Piety Azija . . T. rubrum; VI
Tinea cruris. . Kirks$niy sritis.
M. gypseum;
M. canis.
.. '_I'lnea pedl_s; T. rubrum; Pédy oda;
Ryty Azija Tinea unguium T tonsurans Koiu nagai
(onichomikozé). ' ' J4 nagat.
. e T. soudanense; Galvos plaukuotos dalies
Tinea capitis; ) )
Vakary Afrika Tinea unguium T rubrl_Jm, 'oda, .
' M.canis; Kojy nagai.
C. Albicans.
Ryty ir . . . Galvos plaukuotos dalies
Piety Afrika Tinea capitis; T. violaceum oda.
. . . . . T. rubrum; . .
Siaures Afrika Onichomikozé, C. Albicans. Kojy ir ranky nagai.
Tinea pedis; T. rubrum; Pédy oda, tarpupirsciai,
Vakary Europa Onichomikozé T. tonsurans. Kojy ir ranky nagai.
Pietvakariy Tinea capitis; T men.tagrophyFes; Galvos plaukuota dalis;
Europa Tinea corporis T. violaceum; [vairiy ktino viety oda
P poris. M. canis. U ty oda.
Siaurés ir : o T. rubrum; : .
Ryty Europa Onichomikoze, T. mentagrophytes. Kojy nagar;
S D . . Kojy nagai;
Siaurés ir Piety Tinea pedis; : AR
Amerika Onichomikozeé. T. rubrum Ko tarpugclj{ascm ir pady
. Tinea pedis; T. rubrum; . .
Australija Onichomikozé. T. mentagrophytes Kojy nagar;




2 PRIEDAS

Gryby rusiy identifikavimas remiantis makroskopinémis ir mikroskopinémis jy savybémis.

Gentis

Ruasis

Makroskopiné morfologija

Mikroskopiné morfologija

Trichophyton

T. Interdigitale

Kolonijos plokscios, kreminés -
baltos spalvos, milteliy pavidalo,
ar | zomsg panasus pavirsius (1
pav.);

Budinga gelsvos - rausvai rudos
spalvos pigmentacija;

I1gé¢jant kulttiros amZiui ji jgauna
tamsesnj rausvai rudg atspalvij.

1 pav. Geltonai balta T. interdigitale
kolonija Sabouraud agare, po savités
inkubacijos [71].

Pusapvalés, kriausés formos
mikrokonidijos (2-3 pav.);

Kartais - spiraliniai hifai ir sferiSkos
chlamidosporos, kuriy did¢jant kulttiros
amziui daugéja;

Matomos plonos, kuokos formos,
plonasienés, multiseptuotos
makrokonidijos.

2 pav. T. interdigitale mikrokonidijos,
makrokonidijos ir spiraliniai hifai [15].

~ S .; ; ..l
3 pav. T. interdigitale chlamidokonidijos
[15].
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T. mentagrophytes

Kolonijos dazniausiai plokscios,
baltos - kreminés spalvos, milteliy
ar granuliy pavidalo pavir§iumi (4
pav.);

Kai kulttiroms biidingas jdubimas
ar i8kilimas kolonijos centre,
pleomorfinés, primenancios
zomsa, tarsi ,,pukuotos zonos;
Dazniausiai budinga geltonai ruda
— rausvai ruda pigmentacija.

4 pav. T. mentagrophytes kultiiros
[15].

Suformuoja daug vienalgsciy
mikrokonidijy, ypac¢ tankesnése dalyse
(5 pav.);

Mikrokonidijos hialininés, plonasienés,
dazniausiai sferiskos ar pusiau sferiSkos
formos;

Gali pasitaikyti ir kuokos ar kriausés
formos mikrokonidijy;

Gali buti aptinkami jvairiis kiekiai
sferiSky chlamidospory, spiraliniy hify
ar lygiy, plonasieniy, kuokos formos
daugialqs‘Eeljgil;'_makrokonidijq.

5 pav. T. metagrophytes mikrokonidijos,
makrokonidijos, chlamidokonidijos ir
spiraliniai hifai [15].

T. rubrum

Kultiiros pavirSiaus struktiira gali
varijuoti nuo pukuotos iki panasios
1 zoms$a;

Pigmentacija nuo baltos ar
kreminés iki intensyviai raudonos;
Galimi spalvos skirtumai nuo
bespalves iki gelsvos ar geltonai
rudos iki raudonojo vyno
raudonumo spalvos (6 pav.).

6 pav. Galimos T. rubrum pigentq
spalvos [15].

Mikroskopiskai mikrokonidijos
dazniausiai neaptinkamos, o jei jy
aptinkama — jy kiekis buna vidutinis —
gausus, forma varijuoja nuo kuokos,
kriau$eés formos iki plony, cilindriniy ar
cigaro formos konidijy, kurioms
biidinga plona sienelé bei gausus septy
skaiCius (7-10 pav.).

Senesnése kultiirose galima aptikti
nemazg kiekj chlamidospory su keliomis
kuokos ar kriauseés formos
mikrokonidijomis;

Makrokonidijy skai¢ius varijuoja nuo jy
nebuvimo iki menky konidijy ar gausaus
Jju kiekio, jos gali turéti arba neturéti
terminaliniy isSikiSimuy;
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[15].

[15].

9 pav. T. rubrum mikrokonidijos ir cigaro
formos makrokonidijos [15].

10 pav. T. rubrum mikrokonidijos ir
makrokonidijos [15].
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Kolonijos varijuoja savo
pavirSiaus ir spalvinémis
savybémis (11 pav.).

Jos gali buti tarsi zomsSinés ar
milteliy iSvaizdos, ploksc¢ios su
iSkilusiu centru ar jdubusios,
dazniausiai su radialialiniais
grioveliais.

Spalva - nuo blyskios iki geltonos
ar tamsiai rudos. Apatinio
kolonijos pavirSiaus spalva - nuo
geltonai rudos iki rausvai rudos ar

Hifai santykinai platiis, nevienodi,
stipriai besi$akojantys su daug septy (12
pav.);

Mikrokonidijos varijuoja dydziu ir
forma nuo ilgy kuokos pavidalo iki
placiy kriausés formos, yra
prisitvirtinusios prie hify;

Kai kuriose kultiirose gali biiti matomos
atsitiktinés lygios, plonasienés,
nevienodos, kuokos formos
makrokonidijos;

Senesnése kultiirose gali biiti matomos

13 pav. M. canis kultiiry morfologija
[16].

(%2}
g raudonmedZio gigantinés mikrokonidijy formos ir
§ chlamidosporos.
e
~
11 pav. T. tonsurans kultiiry
morfologija [15].
12 pav. T. tonsurans hifai, mikrokonidijos ir
makrokonidijos [15].
Kolonijos yra plokscios, Makrokonidijos - tipinés verpstés
plintancios, baltos — kremingés formos, su 5-15 celiy (kamery),
spalvos su tankiu j medvilne storasienés su terminaliniais
panasiu pavir$iumi, kuriame gali sustoré¢jimais, 35-110 x 12-25
matytis keli radialiniai grioveliai mikrometry dydzio (14 pav.);
(13 pav.); Gali buiti matomos kelios kuokos —
Dazniausiai turi ryskia, auksing kriausés formos mikrokonidijos;
e geltong — rudai geltong Makrokonidijos ir/arba makrokonidijos
2 K%) pigmentacija po kolonijomis, beveik niekad neaptinkamos
§ § taciau gali biiti padermiy, kurios pirminiuose paséliuose
g . neprodukuoja pigmento. (rekomenduojami pakartotiniai
=

pers¢jimai sporuliacijai padidinti).
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14 pav. M. canis makrokonidijos ir
mikrokonidijos [16].

Aspergillus

A. flavus

Kolonijos dazniausiai granuliy
strukttiros, plokscios, su
radialiniais grioveliais, pirmiausia
geltonos, o véliau tampa ryskiai ar
tamsiai geltonai zalios,
priklausomai nuo kulttiros amziaus
(15 pav.).

15 pav. A. flavus kultiara ir konidijos
galvute [17].

Konidijy galvutés dazniausiai
spinduliskos, véliau atsiskiriancios ir
formuojancios atskirus stulpelius (300-
400 mikrometry diametro),
besigrupuojancius i dvi eiles, bet
turincios kelias galvutes su fialidémis
(koteliais ar gijomis jungianciomis su
konidijomis ar spermatozine dalimi)
gulinCiomis tiesiogiai ant puslelés (16
pav.);

Konidijos rutuliskos ar pusrutulio
formos (3-6 mikrometry diametro),
Sviesiai zalios ir pastebimai
echinuliuotos (tarsi padengtos smulkiais
spygliukais);

Kai kurios padermes turi rusva
sklerotija.

16 pav. A.ﬂdvus konidijy galvutés [17].
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A. fumigatus

Kolonijos yra Zalsvai mélynos,
zom§iniu pavirSiumi, kuris yra
tankus ir primena veltinj, sudaryta
i$ konidiofory (32 pav.).

Konidijy galvutés yra stulpelinés
struktiros, iki 400 x 50 mikrometry
dydzio (daznai mazesnés), vienaeilés;
Konidiofory stiebeliai trumpi,
plonasieniai, turi kigio formos
terminalines pisleles, ant kuriy
prisitvirtina vienas sluoksnis fialidziy
virSutiniuose dviejuose piislelés
tre¢daliuose;

Konidijos produkuojamos bazinéje
eil¢je formuodamos ilgas grandinéles,
yra rutulio ar pusrutulio formos, 2,5 —
3,0 mikrometry diametro, zalios,
smulkiai grudétos (17 pav.).

U \ & )
"R ~\ W 2l & 2
17 pav. Keturiy A. fumigatus komplekso

rusiy morfologiniai pozymiai (is kairés j

desing): A. fumigatus, A. lentulus,
Neosartorya fischeri, A. felis [17].

A. niger

Kolonijos susideda i§ kompaktisko
balto ar geltono bazinio sluoksnio,
kurj dengia tankus juodai rudy ar
visiSkai juody konidijy galvuciy
sluoksnis (18 pav.).

18 pav. 4. m'éer kultiira [17].

Konidijy galvutés yra dideles, iki 3
milimetry dydzio, 15 — 20 mikrometry
diametro, rutulio formos, tamsiai rudos,
su amZiumi tampa spinduliSkomis ir
pradeda atsiskirti j atskirus laisvus
stulpelius (19 pav.);

Konidiofory stiebeliai yra lygiasieniai,
permatomi tarsi stikliniai ar su
patamséjimu netoli piislelés;

Konidijy galvutés yra dvieilés, su
fialidémis, padengtomis rudomis,
dazniausiai septuotomis metulémis (lot.
metula). Konidijos yra rutulio ar
pusrutulio formos, 3,5 — 5 mikrometry
diametro, tamsiai rudos — juodos,
SiurkSc¢iomis sienelémis
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19 pav. 4. niger konidijy galvutés [17].

Fusarium

F. oxysporum

Kolonijos iSauga greitai, pasiekia
4,5 cm per keturias dienas, orinis
micelis yra baltas, tampa violetiniu
su pavienémis oranzinémis
sporodochijomis kai kuriose riiSyse
(20 pav.).

Apatinis kolonijos pavirSius yra
stiklo skaidrumo — tamsiai mélynas
ar violetinis.

20 pav. F. oxyspoum kultara [72].

e Konidioforai trumpi, pavieniai, biidingos

e Makrokonidijos yra verpstés formos,

e Mikrokonidijos

¢ Chlamidosporos

lateralinés ~ monofialidés oriniame
micelyje, véliau susigrupuojancios |
tankiai Sakotus telkinius (21-22 pav.).

lengvai raukslétos, nukreiptos link
vir§iinés, dazniausiai su trimis septomis,
bazinés lastelés turi kotelius, yra 23 — 54
X 3,0 — 4,5 mikrometry dydzio.

gausios, niekad
nesidésto  grandinélémis, dazniausiai
neseptuotos, elipsoidinés — cilindrings,
tiesios ar daznai lenktos, 5 — 12 X 2,3 —
3,5 mikrometry dydZio.

yra terminalinés ar
interkaliarings, stiklo skaidrumo,
lygiomis ar Siurks¢iomis sienelémis, 5 —

21 pav. F. oxysporum mikrokonidijos ant
trumpy fialidziy [19].

4

22 pav. F. oxysporm makrokonidijos [19].
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F. solani

Kolonijos yra greitai augancios,
iSauga iki 4,5 cm per keturias
dienas, suformuoja baltg — kreminj
orinj micelj, kuris tampa melsvai
rudas atsiradus sporodichijoms (23

pav.).

23 pav. Makroskopinis F. solani
vaizdas [73].

Makrokonidijos susiformuoja per 4-7
dienas i$ smulkiy Sakoty konidiofory,
kurie gali formuoti sporodichijas;

Jos yra 3-5 septy (dazniausiai 3),
verpstes, cilindro formos, vidutiniskai
iSlenktos, turin€ios pamating cele su
plonu stiebeliu ir trumpg buka apikaling
cele, 28 — 42 x 2 — 4,5 mikrometry
dydzio chlamidosporos yra skaidrios,
rutulio formos, SiurkS¢iomis ar lygiomis
sienelémis, iSsidéstancios pavieniui ar
po dvi ant trumpy lateraliniy hify Saky
ar interkaliariai, 6 — 10 mikrometry
dydzio (24-26 pav ).

M///;P
NS
24 pav F. solani mzkrokomdljos ant ilgy
fialidziy [19].
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25 pav. F. solani chlamldosporos [19].
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26 pav. F. solani chlamidosporos [19].

Candida

C. albicans

Bidingos baltos — kreminés
spalvos kolonijos, lygiu
pavirSiumi, panaSios | mieles (27
pav.).

27 pav. Candida albicans augimas
[74].

sferiSkos ar pusiau sferiskos
blastokonidijos, 2-7 x 3-8 mikrometry
dydzio (28-29 .

28 pav. Candida albicans mikroskopinis
vaizdas (autoriaus nuotrauka).
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29 pav. C. alblcans konlduos ir hlfal [75].

kreminés spalvos kolonijos, lygiu | e

pavir§iumi, panaSios i mieliy (30

pav.).

ovoidinés elipsoidinés  formos,
pumpuruojancios blastokonidijos 3,4 x
2,0 mikrometry dydzio. Neprodukuoja
pseudohify ir chlamldosporq (31 pav.).
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30 pav. C. glabrata augimas [76]. e €o

31 pav. C. glabrata mlkroskoplms vaizdas
[77].
e kreminés spalvos kolonijos, lygiu | ® dazniausiai mazos, apvalios — ovoidinés,
pavir§iumi, panaSios | mieliy (32 3-4 X 5-8 mikrometry dydzio
blastokonidijos, kartais gali buti
» didesnés, iSilgéjusios (33
.(7) 7 .‘, 2
o
2
s
I
o
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32 pav. C. parapsilosis augimas [78]. : \

33 pav. C. parapsilosis mikroskopinis
vaizdas [79].

e kreminés spalvos kolonijos, lygiu | e sferiSkos ar  pusiau sferiskos,
pavir§iumi, panaSios | mieliy (34 pumpuruojanc¢ios | mieles panaSios
pav.). le}steles ar blastokonldljos 3,5-7%x5,5%
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34 pav. C. troplcalls augimas [80].

i € ¢
35 pav. C. tropicalis mikroskopinis vaizdas
[81].
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36 pav. C. tropicalis mikroskopinis vaizdas
[82].

Pichia

P. kudriavzevii

e kreminés spalvos kolonijos, lygiu
pavirSiumi, panasios ] mieliy (37

pav.);

37 pav. P. kudriavzevii augimas [83].

e ovoidinés 2-5 X 4-5 mikrometry dydzio
blastokonidijos (38-39 pav.).
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38 pav.'P. kudriavzevii mikroskopinis
vaizdas [84]

39 p:av. P. kudriavzevii rﬁﬂikroé'kbpinis
vaizdas [84].

100



kreminés spalvos kolonijos, lygiu
pavirSiumi, panasios | mieliy (40

e ovoidings ar elipsoidinés

pumpuruojancios blastokonidijos, 1.5-

s | 8

S c
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40 pav. C. lusitaniae augimas [85]. | 41 pav. C. lusitaniae mikroskopinis vaizdas

[86].

e kreminés spalvos kolonijos, lygiu | e sferinés ar pusiau sferinés,
pavirSiumi, panasios | mieliy (42 pumpuruojancios, | mieles panaSios
pav.). lastelés ar blastokonidijos, 2.0-4.0 X 3.0-

= 6.5 um dydzio (43 pav.).
2|5
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42 pav. M. guilliermondii augimas
871 43 pav M. guilliermondii mikroskopinis

vaizdas [88].

e kreminés spalvos, miltingos, tarsi | ¢ pumpuruojancios lastelés ir lateralinés
zoms$inés — ,,apibarstytos miltais®, konidijos nebudingos, artrokonidijos —
su radialinémis  vagomis ir statinés formos, apresorijos — nebiidingos
netaisyklingomis rauksSlémis (45 44 pav

§ — pav.).
g | &

S | 3
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=

44 pav. T. asahii augimas ir mikroskopinis
vaizdas — hifai ir artrokonidijos [24].
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Rhodotorula

R. mucilaginosa

Kolonijos rausvos spalvos, lygios,
kartais tinkliSkos su jlinkimais ar
gofruotos, drégnos — gleivétos,
panasios ] mieles (45 pav.).

45 pav. R. mucilaginosa augimas
[89].

sferiSkos ar 1Silgéjusios,
pumpuruojancios, | mieles panaSios
lastelés ar blastokonidijos, 2.5-6.5 X 6.5-
14.0 um dydzio (46 pav.).

46 pav. R. mucilaginosa mikroskopinis
vaizdas (dazytame tepinélyje) [90].

Scopulariopsis

S. brevicaulis

Kolonijos greitai augancios, baltos,
kreminés, pilkos, tamsiai geltonos,
rudos, juodos, taciau dazniausiai
biina $viesiai rudos (47 pav.).

47 pav. S. brevicaulis augimas [91].

vienalas¢iy konidijy grandinglés,

konidijos yra apvalios, ar kriausés

formos, sutrumpéjusios, tarsi nupjautos,

su suapvaléjusia distaline dalimi, lygios

arba Siurkscios, permatomos tarsi stiklas

arba rudos spalvos (48-49 pav‘;
®
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48 pav. S. brevicaulis konidioforai ir
konidijos [28].
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« & oy

49 pav. S. bi-’eviculis §epetélio formos
konidioforai su konidijomis [91].
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