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ĮVADAS 

 

Alergija apibūdinama kaip imuninių mechanizmų sukelta padidėjusio 

jautrumo reakcija į nekenksmingas, netoksiškas, nesidauginančias organizme 

egzogeninės kilmės medţiagas – alergenus (Dubakienė, 2002). Yra ţinoma, 

kad genetiniai veiksniai svarbūs pirminiam alerginių reakcijų išsivystymui, kai 

paţeidţiama odos apsauginė barjerinė funkcija ir aplinkos alergenai lengviau 

patenka į organizmą bei indukuoja padidėjusio jautrumo reakcijas. Paskutiniais 

dešimtmečiais labai padidėjo sergamumas alerginėmis ligomis, šio reiškinio 

vien paveldimumu paaiškinti negalima. Literatūros duomenimis, padaţnėję 

alergijų atvejai susiję su padidėjusiu alergenų kiekiu aplinkoje, uţterštumu ir 

pasikeitusiais higienos įpročiais. Manoma, kad riziką išsivystyti alerginiam 

susirgimui vienodai įtakoja tiek aplinkos, tiek genetiniai veiksniai (Bieber, 

2010; Spergel, 2010; Williams, Grindlay, 2009). 

Kaip ir kitų alerginių ligų atveju, padidėjusio sergamumo atopiniu 

dermatitu (AD) negalima paaiškinti vienu ar keliais dominuojančiais 

veiksniais. Viena iš populiariausių teorijų, aiškinančių didėjantį AD susirgimų 

daţnį, yra taip vadinama ,,higienos hipotezė“. Pasak jos, dėl higienos aplinkoje 

sumaţėjus infekcijų sukėlėjų kiekiui, padidėjus vakcinavimui ir antibiotikų 

vartojimui, organizmas į išorės antigenus reaguoja neadekvačiomis imuninėmis 

reakcijomis (Okada ir kt., 2010). Yra ţinoma, kad AD paţeista oda daţniau 

infekuojama mikroorganizmais. Mikroorganizmai nuo kitų alergizuoti galinčių 

medţiagų skiriasi tuo, kad jie geba kolonizuoti paţeistą odą ir, indukuodami 

alergines reakcijas, sunkinti AD eigą (Baker, 2006; Elias, Steinhoff, 2008; 

Faergemann, 2002).  

Per pastarąjį dešimtmetį išaugo susidomėjimas mikroskopiniais grybais 

kaip alergizuoti gebančiomis medţiagomis. Literatūros duomenimis, 

Malassezia genties mielės yra svarbus veiksnys AD patogenezei, kadangi 30–

80 % vyresnių kaip 14 metų AD sergančių asmenų kraujo serume aptinkama 

prieš šias mieles nukreiptų IgE antikūnų (Scheynius ir kt., 2002). Šiuo metu 

identifikuoti ir klonuoti dviejų Malassezia rūšių 13 alergenų genai (Simon-
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Nobbe ir kt., 2008). Literatūros duomenimis, komensalinės ţmonių gleivinių 

mielės Candida albicans taip pat gali sukelti padidėjusio jautrumo reakcijas 

(Khosravi ir kt., 2009; Mari ir kt., 2003). Du C. albicans ekspresuojami 

baltymai yra įtraukti į tarptautinę alergenų nomenklatūros duomenų bazę 

(www.allergen.org).  

Nustatyta, kad dauguma mikroskopiniuose grybuose esančių 

alergizuojančių baltymų turi savo homologus kitų rūšių ar genčių grybuose. 

Daugelis šių mikroorganizmų išskiria medţiagas, kurios gali pačios sukelti 

alerginę reakciją arba stimuliuoti imuninę sistemą dėl kryţminių reakcijų, 

vykstančių su kitais alergenais. Kryţminėmis reakcijomis tarp šių homologinių 

baltymų aiškinamas pastebėjimas, kad AD sergančio individo kraujo serume 

aptinkama prieš kelias grybų rūšis nukreiptų IgE antikūnų (Simon-Nobbe ir kt., 

2008).  

AD susirgimo metu mikroskopiniai grybai klinikinėse laboratorijose 

identifikuojami retai, nes neinvazinėmis ligomis sergantiems asmenims retai 

atliekami mikrobiologiniai tyrimai. Literatūroje surinkti duomenys apie ne 

Malassezia genčiai priklausančių mielių rūšių paplitimą ant AD paţeistos odos 

yra skurdūs. Atsiţvelgiant į aplinkoje esančių saprofitinių mielių įvairovę ir jų 

konservatyvių baltymų gausą, svarbu nustatyti, kurie šių tranzitinių 

mikroorganizmų geba kolonizuoti AD paţeistą odą ir sukelti specifinių IgE 

antikūnų sintezę.  

http://www.allergen.org/
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Darbo tikslas 

 

Išskirti ir identifikuoti atopinio dermatito paţeistą odą 

kolonizuojančias mielių rūšis ir įvertinti jų įtaką specifinių IgE antikūnų 

sintezei bei kryţminių reakcijų tarp skirtingų mielių rūšių galimybę. 

 

Darbo uţdaviniai 

 

1. Išskirti ir identifikuoti atopinio dermatito paţeistą odą kolonizuojančias 

mielių rūšis. 

2. Klasikiniais ir molekuliniais metodais identifikuoti netipines mielių 

rūšis. 

3. Įvertinti išskirtų mielių paplitimą ant atopinio dermatito paţeistos odos. 

4. Imunofermentinės analizės ir tėkmės citometrijos metodais nustatyti 

prieš išskirtas mielių rūšis nukreiptus specifinius IgE antikūnus. 

5. Įvertinti kryţminių reakcijų galimybę tarp išskirtų mielių rūšių. 

6. Įvertinti kryţminių reakcijų galimybę tarp išskirtų mielių rūšių ir kitų 

galimų buitinių alergenų. 
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Mokslinis naujumas 

 

 Pirmą kartą Lietuvoje įvertinta atopinio dermatito paţeistą odą 

kolonizuojančių mielių mikroflora ir jos gausa. 

 Pirmą kartą Lietuvoje įvertintas Malassezia genčiai priklausančių mielių 

paplitimas atopinio dermatito paţeistoje odoje. 

 Pirmą kartą aptikti prieš Candida famata ir Candida pelliculosa nukreipti 

specifiniai IgE antikūnai atopiniu dermatitu sergančių ţmonių kraujo 

serume. 

 Pirmą kartą nustatyta, kad atopiniu dermatitu sergančių ţmonių kraujyje 

cirkuliuoja specifiniai IgE antikūnai, nukreipti prieš kryţmiškai 

reaguojančius Candida famata, Candida pelliculosa, Candida 

guilliermondii ir Rhodotorula rubra antigenus. 

 Pirmą kartą nustatyta, kad Candida pelliculosa ir namų dulkių erkių 

Dermatophagoides pteronyssinus ir Dermatophagoides farinae alergenai 

gali turėti panašius epitopus. 

 

Darbo praktinė reikšmė 

 

1. Mūsų darbo metu gauti rezultatai rodo, kad būtina sekti mielių 

mikrofloros paplitimą atopinio dermatito paţeistoje odoje ir atitinkamai 

skirti prevencines priemones. 

2. Iš 51 % mėginių, paimtų nuo suaugusių ţmonių odos, išskirti mieliniai 

grybai. Būtina imti mikrobiologinius pasėlius nuo vyresnių kaip 16 metų 

atopiniu dermatitu sergančių ţmonių odos. 

3. Mūsų darbo rezultatai patikimai rodo, kad atopinio dermatito paţeistą odą 

kolonizuojančios komensalinės mielės Candida famata, Candida 

pelliculosa, Candida guilliermondii ir Rhodotorula rubra gali turėti įtakos 

atopinio dermatito eigai, sukeldamos prieš jas nukreiptų specifinių IgE 

antikūnų sintezę. 
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Gynimui pristatomi teiginiai 

 

1. Atopinio dermatito paţeistą odą kolonizuoja Candida, Malassezia ir 

Rhodotorula gentims priklausančios mielės. Jų kiekybinis ir kokybinis 

paplitimas ant odos priklauso nuo paciento amţiaus. 

2. Atopiniu dermatitu sergančių ţmonių kraujo serume aptinkami prieš 

kryţmiškai reaguojančius odą kolonizuojančių mielių antigenus 

nukreipti specifiniai IgE antikūnai. 

3. Candida pelliculosa ir namų dulkių erkių Dermatophagoides 

pteronyssinus ir Dermatophagoides farinae alergenai gali turėti 

panašius epitopus. 

 

Darbo aprobavimas 

 

1. Darbo tema paskelbti trys moksliniai straipsniai ţurnaluose, įrašytuose į 

Mokslinės informacijos instituto sąrašą (ISI). 

2. Išskirtas netipinėmis fiziologinėmis savybėmis pasiţymintis Malassezia 

furfur kamienas M47 deponuotas Amerikos tipinių kultūrų kolekcijoje. 

3. Išskirtas netipinėmis fiziologinėmis savybėmis pasiţymintis Malassezia 

restricta kamienas M8 deponuotas Japonijos mikroorganizmų 

kolekcijoje. 

 

Darbo apimtis 

 

Darbą sudaro 106 puslapiai. Jis suskirstytas į 7 skyrius: Įvadą, Literatūros 

apţvalgą, Medţiagas ir metodus, Rezultatus, Rezultatų aptarimą, Išvadas, 

Literatūros sąrašą. Jame yra 8 lentelės, darbas iliustruotas 18 paveikslų. Rašant 

disertaciją buvo panaudoti 223 literatūros šaltiniai. 
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1. LITERATŪROS APŢVALGA 

 

Atopinis dermatitas (AD) yra lėtinė odos liga, kuriai būdingi nieţtintys, 

uţdegiminiai odos ţidiniai. Tai vienas daţniausių alerginių susirgimų 

išsivysčiusiose šalyse. Pagal literatūroje aprašomus duomenis, AD serga 10-20 

% vaikų ir 1-3 % suaugusiųjų visame pasaulyje. Sergamumas padidėjo 2-3 

kartus per pastaruosius trisdešimt metų. Nustatyta, kad 85 % atvejų AD 

suserga vaikai iki 5 metų amţiaus, o 60 % AD sergančių ţmonių išsivysto kiti 

alerginiai susirgimai (Asher ir kt., 2006; Batlles Garrido ir kt., 2010; Hwang ir 

kt., 2010; Johansson ir kt., 2004; Simpson ir kt., 2009; Williams ir kt., 1999). 

Atopinio dermatito išsivystymui ir uţdegiminio atsako pasireiškimui turi 

įtakos paveldimumas, gyvenimo būdas ir aplinka, odos barjerinės funkcijos 

paţeidimai bei mikroorganizmai. Negalima išskirti kelių pagrindinių veiksnių, 

atsakingų uţ AD patogenezę. Manoma, kad skirtingose populiacijose, 

priklausomai nuo jų genetinio fondo ir gyvenamosios aplinkos, skirtingi 

veiksniai atsakingi uţ didţiausią riziką susirgti AD (Bieber, 2008; Williams, 

Grindlay, 2009). 

 

1.1 Atopinio dermatito imuninis mechanizmas 

 

Atopija apibūdinama kaip genetiškai determinuotas padidėjęs jautrumas 

įprastiems aplinkos antigenams, kuris pasireiškia aktyvia specifinių IgE 

antikūnų sinteze. Atopinėms ligoms priskiriami alerginis rinitas, alerginė 

(atopinė) astma, alerginė gastroenteropatija ir atopinis dermatitas (Johansson ir 

kt., 2004). Sergant AD kontaktas su antigenu (alergenu) organizme sukelia 

neadekvatų imuninį atsaką ir prasideda uţdegimas. Paţeistose odos vietose 

telkiasi imuninės sistemos ląstelės: eozinofilai, putliosios ląstelės ir T ląstelės, 

o kraujo serume būna padidėjęs IgE antikūnų kiekis. 
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1 pav. Atopinio dermatito imuninis mechanizmas. 

Ag – antigenas; FcεRI – receptorius E klasės imunoglobulino Fc fragmentui; 

IgE – imunoglobulinas E; IL – interleukinas; MCB-1 – monocitų chemotaksio 

baltymas 1; Th1, Th2 – efektoriniai T limfocitai, TNF-α – navikų nekrozės 

faktorius; UEDL – uţdegiminės epidermio dendritinės ląstelės. 

 

Pirmame paveiksle pavaizduota AD metu vykstančių reakcijų schema: 

 Antigenui (alergenui) patekus į organizmą jį suriša epidermyje 

cirkuliuojančios specialios dendritinės (Langerhanso) ląstelės, kurios 

išskiria interleukiną 4 (IL-4) ir taip skatina naiviąsias T ląsteles 

diferencijuotis į Th2 limfocitus. 

 Th2 ląstelės išskiria IL-4, IL-5, IL-13, kurie taip pat skatina Th2 

diferenciaciją, putliųjų ląstelių ir eozinofilų proliferaciją. 

 IL-4 ir IL-13 skatina B limfocitų proliferaciją ir diferenciaciją į IgE 

antikūnus sintetinančias plazmines ląsteles. Pasigaminę IgE antikūnai 

fiksuojami putliųjų ląstelių ir bazofilų paviršiuje per FcεRI receptorius. 

 Į organizmą pakartotinai patekęs alergenas kryţmiškai sujungia dvi IgE 

molekules ir taip aktyvina putliąsias ląsteles. Įvyksta pastarųjų 
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degranuliacija, išsiskiria putliųjų ląstelių citoplazmoje esantys pirminiai 

uţdegiminiai mediatoriai (histaminas, chemokinai, proteazės) ir 

skatinama antrinių mediatorių sintezė (prostaglandinų, leukotrienų, 

citokinų). Pirminiai ir antriniai mediatoriai skatina lygiųjų raumenų 

susitraukimus, didina kraujagyslių pralaidumą ir gleivių sekreciją. 

Tai ankstyvoji greitų padidėjusio jautrumo reakcijų fazė, vykstanti praėjus 

5–10 minučių nuo alergeno patekimo. Putliųjų ląstelių išskirti antriniai 

mediatoriai į alergeno patekimo vietą sutelkia kitas uţdegimines ląsteles: 

eozinofilus, bazofilus, T limfocitus. Gali prasidėti vėlyvoji greitų padidėjusio 

jautrumo reakcijų fazė, trunkanti 8–12 valandų nuo alergeno patekimo į 

organizmą. Šios fazės metu taip pat skatinama T ląstelių sintezė, telkiasi 

uţdegiminės ląstelės, paţeidţiamas epitelis. Vykstantis imuninis audinių 

uţdegimas gali išsivystyti į chronišką atopinį dermatitą: 

 Ūmios atopinio dermatito fazės metu, alergenui aktyvinus Langerhanso 

ląstelę, ji išskiria monocitų chemotaksio baltymą 1 (MCB-1) ir IL-16. 

 Migruodami į alergeno patekimo vietą monocitai diferencijuojasi į 

uţdegimines epidermio dendritines ląsteles, kurios aptinkamos 

organizme tik uţdegimo metu. 

 Uţdegiminės epidermio dendritinės ląstelės gamina ir išskiria 

priešuţdegiminius citokinus IL-1, IL-6 ir TNF-α. Jų išskiriami IL-12 ir 

IL-18, slopina IgE gamybą ir skatina naiviąsias T ląsteles diferencijuotis 

į Th1 limfocitus. 

Normaliomis sąlygomis organizme egzistuoja pusiausvyra tarp abiejų tipų 

Th ląstelių. Antigeną pateikiančių ląstelių išskiriami IL-12 ir IL-18 arba IL-4, 

atitinkamai skatina naiviųjų T ląstelių diferenciaciją į Th1 ar Th2. Esant Th2 

pertekliniam kiekiui organizme sintetinami IgE klasės antikūnai ir vystosi 

alerginiai susirgimai (Adomaitienė ir kt., 2001; Bieber, 2008; Dubakienė, 

2002; Platts-Mills, Woodfolk, 2011). 
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1.2 Atopinio dermatito išsivystymui turintys įtakos veiksniai 

 

Manoma, kad svarbiausi veiksniai AD išsivystymui yra paveldimumas, 

gyvenimo būdas ir aplinka, odos barjerinės funkcijos paţeidimai bei 

mikroorganizmai (Akdis ir kt., 2006; Bieber, 2008). 

 

1.2.1 Genetiniai veiksniai, sąlygojantys atopinio dermatito vystymąsi 

 

Kaip minėta ankščiau, IgE antikūnų sintezei turi įtakos paveldimumas. 

Atopinis dermatitas daţnai apibūdinamas kaip nuo daugelio faktorių 

priklausantis genetinis susirgimas, kuris pasireiškia sąveikaujant genetiniams ir 

aplinkos veiksniams. Pastebėta, kad IgE antikūnų koncentracija daţnai būna 

padidėjusi kelių šeimos narių kraujyje. AD daţniau pasireiškia abiems 

monozigotiniams dvyniams (77 %) negu abiem heterozigotiniams dvyniams 

(15 %) (Schultz Larsen, Holm, 1985).  

Literatūroje aprašyti keturi dideli genomų tyrimai, ieškant genų, 

atsakingų uţ AD pasireiškimą (Bradley ir kt., 2002; Cookson ir kt., 2001; 

Haagerup ir kt., 2004; Lee ir kt., 2000). Daugiausia su AD patogeneze 

susijusių genų aptikta 5 chromosomoje, kur jie sudaro citokinus koduojančių 

genų klasterį – funkcionaliai susijusių genų grupę, koduojančią imuninio 

atsako viduląstelinius ir ląstelės paviršiaus mediatorius: IL-3, IL-4, IL-5, IL-9, 

IL-12, IL-13, bei granulocitų – makrofagų kolonijas stimuliuojantį faktorių 

(GM-CSF). Dar vienas AD vystymuisi svarbus genas MS4A2 yra išsidėstęs 11 

chromosomoje. Jis koduoja FcεRI receptoriaus β subvienetą. FcεRI 

ekspresuojamas bazofilų, putliųjų ląstelių, monocitų ir Langerhanso ląstelių 

paviršiuje. Receptorius prisijungia IgE – antigeno kompleksą ir inicijuoja 

uţdegiminių mediatorių išskyrimą. Normalus β subvienetas amplifikuoja 

ląstelės aktyvavimo signalą (Lin ir kt., 1996). Sutrumpinta subvieneto izoforma 

(gauta alternatyvaus splaisingo pasekoje) inhibuoja FcεRI funkciją, 

stabdydama ląstelės degranuliaciją (Andrasfalvy ir kt., 2005). 
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Alerginis AD skirstomas į egzogeninį (susijusį su IgE antikūnų sinteze, 

kuris nustatomas ~80 % pacientų) ir endogeninį (nesusijusį su IgE antikūnų 

sinteze, nustatomą ~20 % pacientų). Pagrindinis skirtumas tarp šių dviejų AD 

grupių yra tas, kad endogeninio AD atveju nenustatomas bendro IgE ar 

specifinių IgE antikūnų kiekio padidėjimas pacientų kraujyje (Novak, Bieber, 

2003). Siekiant paaiškinti šiuos skirtumus, buvo ieškoma AD patogenezei 

svarbių genų, nesusijusių su IgE antikūnų sinteze. Vieno jų, keratinocitų 

viduląstelinį baltymą filagriną koduojančio geno (FLG), mutacijos susijusios 

su odos epidermio raginio sluoksnio struktūros ir funkcijų paţeidimais. Keletas 

šio geno mutacijų nustatytos AD pacientams (Marenholz ir kt., 2006; Nomura 

ir kt., 2007; Palmer ir kt., 2006; Sandilands ir kt., 2007; Weidinger ir kt., 

2006). AD būdingas odos uţdegimas susijęs su padidėjusia citokinų IL-4 ir IL-

13 sinteze. Šios medţiagos taip pat slopina filagriną koduojančio geno 

ekspresiją keratinocituose (Howell, 2007). 

 

1.2.2 Gyvenimo būdas ir aplinkos veiksniai, turintys įtakos atopinio 

dermatito vystymuisi 

 

Manoma, kad gyvenimo būdas ir aplinkos veiksniai yra svarbūs AD 

išsivystymui (Novak ir kt., 2003). Kadangi AD labiau būdingas mieste 

gyvenantiems ţmonėms, lyginant su kaimo gyventojais, ilgą laiką buvo 

populiari taip vadinama ,,higienos hipotezė“. Ji teigia, kad kūdikių aplinkoje 

sumaţėjus infekcijų sukėlėjų padidėja imlumas alerginiams susirgimams. 

Pasak šios hipotezės, alerginių ligų padaţnėjimas yra susijęs su sutrikusiu 

ankstyvu imuninės sistemos brendimu dėl santykinės apsaugos nuo bakterijų 

pirmaisiais gyvenimo metais. Manoma, kad nesubrendusią vaikų imuninę 

sistemą per maţai stimuliuojant bakterijomis, ji skatinama, reaguojant į 

paprastus antigenus, gaminti IgE, o ne IgG (Strachan, 1989). Atlikta daug 

epidemiologinių tyrimų siekiant išsiaiškinti gyvenimo būdo įtaką alergijos 

išsivystymui. Rezultatai yra nevienareikšmiai. Vieni jų remia šią teoriją ir 

teigia, kad, sumaţinus skiepų ir antibiotikų vartojimą, sumaţėja tikimybė 
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susirgti alerginėmis ligomis (Alfven ir kt., 2006; Floistrup ir kt., 2006). Kiti 

duomenys šios hipotezės nepatvirtina (Williams, Flohr, 2006; Zutavern ir kt., 

2005). 

Aplinkoje esantys teršalai taip pat gali padidinti alergijos išsivystymo 

riziką (Riedl, Diaz-Sanchez, 2005). Skirtingai nei astmos atveju, pasyvus 

rūkymas neturi įtakos AD (Akdis ir kt., 2006). Literatūroje yra duomenų, kad 

kiti aplinkos aeroalergenai, tokie kaip naminiai gyvūnai, namų dulkių erkės ar 

ţiedadulkės, smarkiai padidina riziką susirgti AD (Capristo ir kt., 2004; Purvis 

ir kt., 2005; Schafer ir kt., 1999). Kūdikiams AD išsivystymas daţniausiai yra 

susijęs su maiste esančiais alergenais (Illi ir kt., 2004; Sampson, 2004; Werfel, 

Breuer, 2004). 

Manoma, kad stresas taip pat yra svarbus rizikos veiksnys, turintis įtakos 

AD atsiradimui ir eigos sunkumui, nors tikslus jo poveikis AD etiologijai nėra 

ţinomas. Nustatyta, kad keratinocitai, melanocitai ir visos imuninės sistemos 

ląstelės gamina ir išskiria neuromediatorius. Dauguma odos ląstelių turi jų 

receptorius. Minėti neuromediatoriai gali moduliuoti odos ir imuninių ląstelių 

funkcijas. Eksperimentiškai nustatyta, kad AD sergančių pacientų kraujyje ir 

odoje būna padidėjęs kiekis neuromediatorių ir su stresu susijusio smegenų 

kilmės augimo faktoriaus, kurie gali sustiprinti imuninių ląstelių indukuotą 

uţdegimą (Misery, 2010; Raap ir kt., 2005; Schmid-Ott ir kt., 2001). 

 

1.2.3 Odos barjerinės funkcijos sutrikimo svarba atopinio dermatito 

išsivystymui 

 

Pradinis mechanizmas, sukeliantis odos uţdegiminį procesą AD metu, 

neţinomas. Manoma, kad odos barjerinės funkcijos sutrikimas yra labai 

svarbus veiksnys AD vystymuisi, kadangi iš aplinkos į gilesnius odos 

sluoksnius praleidţiami didelės molekulinės masės antigenai, skatinantys Th2 

ląstelių vystymąsi (Elias, Steinhoff, 2008).  

Oda – didţiausias kūno organas, sudarantis barjerą tarp išorinės aplinkos 

ir organizmo. Epidermis, paviršinis odos sluoksnis, susideda iš keturių tipų 
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ląstelių: keratinocitų (sudaro 95 % epidermio), melanocitų, Langerhanso 

ląstelių ir Merkelio ląstelių. Keratinocitai pamatiniame epidermio sluoksnyje 

dalijasi, išskiria keratiną ir migruoja į paviršinius sluoksnius, sudarydami 

išorinį negyvų ląstelių ,,skydą“ – raginį sluoksnį. Pastarajame be keratinocitų 

dar yra išsidėstę tarpląsteliniai lipidai, ribojantys vandens praleidţiamumą: 

keramidai (45–50 %), cholesterolis (25 %), riebiosios rūgštys (10–15 %) ir kiti 

lipidai (~5 %). Raginis sluoksnis saugo organizmą iš vidaus nuo padidinto 

tarpląstelinio vandens pasišalinimo, o iš išorės nuo ţalingų aplinkos veiksnių 

(Madison, 2003). Tam tikrą apsauginį vaidmenį turi odos paviršiaus skysčių 

sekrecija. Per parą riebalų liaukos išskiria apie 2 g odos riebalų, kurie odos 

paviršiuje susimaišo su prakaitu ir sudaro ploną apsauginę plėvelę (,,rūgščiąją 

mantiją“). Odos paviršiaus reakcija (pH 4,8–5,8), lipiduose esančios riebiosios 

rūgštys bei odos fermentai (proteazės) veikia baktericidiškai (Adomaitienė ir 

kt., 2001). 

AD paveiktai odai būdinga: padidėjęs vandens pralaidumas, sumaţėjęs 

raginio sluoksnio lipidų kiekis, padidėjęs pH, sumaţėjęs antimikrobinių 

medţiagų kiekis. Manoma, kad šie pokyčiai susiję su mutacijomis filagriną 

koduojančiame gene. Yra duomenų, kad šio geno neveiklumas turi įtakos 

padidėjusiam pH ir vandens pralaidumui raginiame sluoksnyje, nors tikslus 

filagrino veikimo mechanizmas nėra ţinomas (Elias, Steinhoff, 2008). 

Padidėjęs odos pH sutrikdo lipidų metabolizmą (Rippke ir kt., 2004). Savo 

ruoţtu, sumaţėjusi keramidų (pagrindinių vandenį sulaikančių molekulių) 

gamyba padidina vandens pralaidumą į išorę (Sator ir kt., 2003). Be to, 

padidėjęs odos pH suaktyvina serino proteazę. Minėtas fermentas skatina IL-

1α ir IL-1β gamybą, kurių neaktyvios formos dideli kiekiai būna keratinocitų 

citoplazmoje. Šie citokinai pradeda uţdegiminį procesą. Pasiūlytas taip 

vadinamas ,,išorė-vidus-išorė“ AD patogenezės modelis, kuriuo remiantis 

aiškinama, kad pirminis AD pasireiškimas įvyksta dėl įgimtų ir įgytų odos 

paţaidų, todėl sutrinka epidermio funkcijos ir struktūra. Šie procesai aktyvina 

imuninę sistemą, kuri, savo ruoţtu, neigiamai veikia odos, kaip apsauginio 
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barjero, homeostazę ir leidţia lengviau patekti alergenams (Elias, Steinhoff, 

2008). 

 

1.2.4 Mikroorganizmų įtaka atopiniam dermatitui 

 

,,Antrinės infekcijos“ yra apibūdinamos kaip infekcinis procesas, kuriam 

sąlygas atsirasti ir plisti sudaro pirminis susirgimas. Kaip buvo minėta 

ankščiau, AD paprastai sukelia vienu metu keli veiksniai (organizmo 

imunologinio reaktyvumo poslinkiai, genetiniai ir išorės veiksniai), kurie 

paţeidţia odos apsaugines ir imunologines funkcijas. Todėl oda tampa 

infekcijų vartais, o AD daţnai lydi bakterinės, virusinės ar grybinės infekcijos 

(Batlles Garrido ir kt., 2010).  

 

1.2.4.1 Bakterinės infekcijos 

 

Literatūros duomenimis maţdaug 90 % AD sergančių pacientų oda yra 

infekuota Staphylococcus aureus bakterijomis (Ring ir kt., 1992). Dauguma šių 

S. aureus kamienų išskiria enterotoksinus, priklausančius superantigenų 

šeimai. Superantigenai – tai bakterinės ar virusinės kilmės 

imunostimuliuojančios molekulės, galinčios tiesiogiai sąveikauti su MHC II 

klasės molekulėmis ir T limfocitų receptorių β grandinės dalimi. Ši sąveika yra 

nespecifinė ir indukuoja iki 20 % T ląstelių populiacijos dalijimąsi. Vykstant 

įprastam antigeno pateikimui indukuojamas maţdaug vienos iš 10
5
–10

6
 T 

ląstelių dalijimasis (Lin ir kt., 2007; Sundberg ir kt., 2002).  

Manoma, kad superantigenai turi įtakos AD eigai – skatina T ląsteles 

dalintis, indukuoja prieš juos nukreiptų IgE antikūnų gamybą ir skatina 

uţdegiminių citokinų TNF-α, IL-17 ir IL-22 išsiskyrimą (Laouini ir kt., 2003; 

Nograles ir kt., 2009).  
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1.2.4.2 Virusinės infekcijos 

 

Literatūroje nėra duomenų apie virusų įtaką AD vystymuisi. Pastebėta, 

kad AD sergantys pacientai pasiţymi padidėjusiu imlumu virusinėms 

infekcijoms, tokioms kaip Herpes simplex ar Vaccinia virus. Manoma, kad tai 

susiję su katelicidinais – antimikrobiniais baltymais, kurie dalyvauja įgimto 

imuniteto apsaugos prieš bakterijas, grybus ir virusus mechanizmuose. 

Ţmogaus katelicidino (LL-37) kiekis AD sergančiųjų odoje yra sumaţėjęs 

(Howell ir kt., 2006). 

 

1.2.4.3 Grybinės infekcijos 

 

Mikroskopiniai grybai yra eukariotiniai, heterotrofiniai organizmai, 

gyvenantys kaip saprofitai, parazitai ar augalų ir gyvūnų simbiontai beveik 

visose ekologinėse sąlygose. Aprašyta daugiau kaip 100 000 mikroskopinių 

grybų rūšių. Iš jų keletas šimtų ţinomi kaip oportunistai, o maţdaug 100 rūšių 

gali sukelti mikozes ţmonėms ir gyvūnams. Daugiau kaip 80 mikroskopinių 

grybų genčių gali sukelti padidėjusio jautrumo reakcijas. Alergizuojantys 

baltymai identifikuoti ir aprašyti 23 genčių grybuose. Pagrindinis skirtumas 

tarp jų ir kitų alergenų (t.y. namų dulkių erkių ar ţiedadulkių) yra tas, kad jie 

geba kolonizuoti ţmogaus kūną ir sukelti/palaikyti alergiją išskirdami toksinus, 

fermentus ar lakius organinius junginius (Simon-Nobbe ir kt., 2008). 

 

1.3 Mielių įtaka atopinio dermatito patogenezei 

 

Atopinio dermatito patogenezėje dalyvauja mielės. Tai vienaląsčiai 

mikroskopiniai grybai, kurie plačiai paplitę ţmogaus gyvenamojoje aplinkoje. 

Dauguma mielių yra oportunistiniai mikroorganizmai, bet tam tikromis 

sąlygomis (pasikeitus odos pH, imunosupresijos atveju) gali sukelti infekcijas 

ţmonėms ir gyvūnams. Iš tokių mielių paminėtinos yra Malassezia genties 

atstovai ir Candida albicans. 
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1.3.1 Malassezia genties mielių įtaka atopinio dermatito patogenezei 

 

1983 metais pastebėta, kad pacientams, kuriems atopinis dermatitas 

išplitęs galvos ir kaklo srityse (kūno dalyse, kuriose odos paviršiuje išskiriamas 

didesnis lipidų kiekis) ir kraujo serume turintiems prieš Malassezia mieles 

nukreiptų IgE antikūnų, kliniškai padeda gydymas antigrybeliniais vaistais 

(Clemmensen, Hjorth, 1983). Nuo to laiko atlikta daugybė eksperimentų 

siekiant įvertinti šių mielių įtaką AD patogenezei. Nustatyta, kad maţdaug 50 

% vyresnių kaip 14 metų AD sergančių pacientų yra būdingi teigiami odos 

dūrio mėginiai (ant odos lašinamas tiriamas alergenas ir specialia adata 

paţeidţiamas epidermis) ir (ar) jų kraujo serume cirkuliuoja prieš Malassezia 

mieles nukreipti IgE antikūnai. Tai leidţia daryti prielaidą, kad imuninė 

sistema atpaţįsta Malassezia antigenus ir indukuoja prieš juos humoralinį 

atsaką, kuriame dalyvauja B limfocitai (Darabi ir kt., 2009; Yim ir kt., 2010; 

Nakabayashi ir kt., 2000; Rincon ir kt., 2005; Savolainen ir kt., 2001). 

Atlikti tyrimai siekiant išsiaiškinti, kurios Malassezia rūšys daro įtaką 

AD eigai. Eksperimentų rezultatai nevienareikšmiai. Manoma, kad rezultatų 

neatitikimą galėjo sąlygoti skirtingi mėginių paėmimo metodai (t.y. 

kontaktinės plokštelės, tepinėliai, lipni juosta) ir laboratorijose naudotos ne 

vienodos mitybinės terpės Malassezia mielių auginimui in vitro. Be to, 

daugelio tyrimų metu naudojami kokybiniai, o ne kiekybiniai mikrobiologiniai 

metodai, kas apsunkina odos kolonizacijos mikroorganizmais įvertinimą. 

Literatūroje yra duomenų, kad Malassezia genties mielės daţniau aptinkamos 

šiltuosiuose kraštuose, todėl skiriasi eksperimentų, atliktų skirtinguose 

klimatiniu poţiūriu regionuose, duomenys (Batra ir kt., 2005). 

Šiuo metu Malassezia genčiai priklausančiose mielėse yra identifikuota ir 

klonuota trylika alergenus koduojančių genų (International Union of 

Immunological Societes Allergen Nomenclature Subcommittee duomenimis; 

http://www.allergen.org) (1 lentelė).  

 

 

http://www.allergen.org/


 22 

1 lentelė. Malassezia genties atstovų išskiriamų alergenų sąrašas. 

Rūšis Alergeno 

pavadini

mas 

Biocheminė alergeno 

funkcija 

Literatūros šaltinis 

M. furfur 

 

 

 

 

 

 

M. 

sympodialis 

Mala f 2 

 

Mala f 3 

 

Mala f 4 

 

 

Mala s 1 

 

Mala s 5 

 

Mala s 6 

Mala s 7 

Mala s 8 

Mala s 9 

Mala s 10 

Mala s 11 

Mala s 12 

 

Mala s 13 

Peroksisomų membraninis 

baltymas 

Peroksisomų membraninis 

baltymas 

Mitochondrijų 

malatdehidrogenazė 

 

Peroksisomų membraninis 

baltymas 

Peroksisomų membraninis 

baltymas 

Ciklofilinas 

Neţinoma 

Neţinoma 

Neţinoma 

Streso baltymas (HSP88) 

MnSOD 

Gliukozės-metanol-cholin-

oksidoreduktazė 

Tioredoksinas 

(Yasueda ir kt., 1998) 

 

(Yasueda ir kt., 1998) 

 

(Onishi ir kt., 1999) 

 

 

(Schmidt ir kt., 1997) 

 

(Lindborg ir kt., 1999) 

 

(Lindborg ir kt., 1999) 

(Rasool ir kt., 2000) 

(Rasool ir kt., 2000) 

(Rasool ir kt., 2000) 

(Andersson ir kt., 2004) 

(Andersson ir kt., 2004) 

(Zargari ir kt., 2007) 

 

(Limacher ir kt., 2007) 

 

M. furfur išskiriami alergenai Mala f 2 ir Mala f 3 yra peroksisomų 

membranos baltymai, sudarantys homodimerus. Jų sekų panašumas 

tarpusavyje siekia 51 %, o sekų homologija su dviem Candida boidinii mielių 

peroksisomų membraniniais baltymais ir Aspergillus fumigatus mikromiceto 

alergenu Asp f 3 yra 37–39 % (Hemmann ir kt., 1997; Yasueda ir kt., 1998). 

M. sympodialis klonuoti dešimt alergenų koduojančių genų. Rekombinantiniai 
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alergenai pavadinti Mala s 1, Mala s 5–13. Vieno jų – Mala s 11, mangano 

superoksiddismutazės (MnSOD), geno sekos panašumas su ţmogaus MnSOD 

geno seka siekia 50 % . Nustatyta, kad ţmogaus MnSOD gali sukelti 

autoimunines reakcijas AD sergantiems pacientams, kurie kraujo serume turi 

prieš M. sympodialis nukreiptų IgE antikūnų (Schmid-Grendelmeier ir kt., 

2005). Minėti rezultatai buvo patvirtinti nustačius, kad Mala s 11 ir ţmogaus 

MnSOD turi bendrus IgE antikūnų epitopus, o autoreaktyvumas įvyksta dėl 

molekulinės mimikrijos (Vilhelmsson ir kt., 2008). 

Mala s 12 yra M. sympodialis ląstelės sienelės baltymas (Zargari ir kt., 

2007). Nustatyta, kad padidėjusio pH aplinkoje (kaip minėta ankščiau, AD 

paveiktos odos pH yra padidėjęs) M. sympodialis gamina, ekspresuoja ir 

išskiria didesnį kiekį alergeno Mala s 12 (Selander ir kt., 2006). 

Manoma, kad Malassezia mielių fenotipo ,,perjungimo“ iš komensalinio 

(imunosupresinio) į patogeninį (imunostimuliuojantį) mechanizme dalyvauja ją 

supanti stora lipidų kapsulė. Ląstelės su normalia kapsule skatina 

priešuţdegiminio citokino IL-10 išsiskyrimą iš ţmogaus keratinocitų. 

Praradusios kapsulę ląstelės slopina IL-10 ir skatina uţdegiminių citokinų IL-

1α, IL-6, IL-8, TNF-α išsiskyrimą. Malassezia genties mielės nesugeba pačios 

pasigaminti lipidų, o ima juos iš aplinkos. AD paţeistoje odoje sumaţėjus 

lipidų kiekiui atitinkamai plonėja šių mielių ląstelių kapsulės. To pasekoje 

keičiasi organizmo imuninė tolerancija ir prasideda uţdegimas (Thomas ir kt., 

2008). 

 

1.3.1.1 Malassezia mielių imuninio atsako AD ląsteliniai ir molekuliniai 

mechanizmai 

 

Malassezia genties mielės pasiţymi dviem fenotipais: 

imunostimuliuojančiu ir imunosupresiniu. Ląsteles supantis lipidinis sluoksnis 

apsaugo šias mieles nuo fagocitozės ir leidţia gyventi sveikos ţmonių odos 

paviršiuje kaip komensaliniam mikroorganizmui. Kaip minėta ankščiau, odos 

barjerinė funkcija sergant AD yra paţeista dėl mutacijų filagrino gene, 
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padidėjusio pH ir sumaţėjusios antimikrobinių medţiagų sekrecijos. Visi šie 

pakitimai sudaro palankias sąlygas Malassezia genties mielių dauginimuisi ir 

antigenų išskyrimui į aplinką. Odos dendritinės ląstelės šiuos antigenus suriša 

ir pateikia T limfocitams ir natūraliems kileriams, kurie aktyvina subrendusias 

dendritines ląsteles ir keratinocitus išskirti daugiau uţdegiminių citokinų, o šie 

sutelkia imunocitus į uţdegimo vietą. Aktyvinti naivieji T limfocitai 

diferencijuojasi į Th2 ląsteles. Subrendę T limfocitai sintetina citokinus IL-4, 

IL-5, IL-13 ir stimuliuoja B limfocitus gaminti prieš Malassezia mieles 

nukreiptus specifinius IgE antikūnus (Ishibashi ir kt., 2006; Watanabe ir kt., 

2001). 

Šis mechanizmas pasiūlytas Malassezia genties mielėms, bet panašios 

imuninės reakcijos, tikėtina, vyksta ir kitų mielių atveju. 

 

1.3.2 Candida albicans mielių įtaka atopinio dermatito patogenezei 

 

Daugelis Candida genties rūšims priklausančių mielių yra komensaliniai 

mikroorganizmai, gyvenantys ţmonių virškinimo trakte, gleivinėse ar odos 

paviršiuje. Yra duomenų, kad pakartotinis odos dirginimas haptenu 

(nevisaverčiu antigenu, kuris pats nepajėgia suţadinti imuninio atsako, bet 

geba reaguoti su specifiniais antikūnais) gali indukuoti perjungimą iš Th1 

(uţdegiminių) limfocitų sukeliamų lėto padidėjusio jautrumo reakcijų į greito 

padidėjusio jautrumo reakcijas, kurių metu sintetinami IgE antikūnai. Manoma, 

kad į AD turintys polinkį ţmonės pasiţymi padidėjusiu jautrumu savo odos 

mikroflorai dėl kryţminių reakcijų tarp skirtingų mikroorganizmų rūšių ir 

antigeninio variabilumo (Kitagaki ir kt., 1995). Atliktų tyrimų rezultatai leidţia 

manyti, kad C. albicans sintetina įvairias medţiagas, galinčias indukuoti 

alergines reakcijas (Asako ir kt., 2002; Khosravi ir kt., 2008; Kosonen ir kt., 

2005). Nustatyta, kad virškinamajame trakte besidauginančios C. albicans 

mielės padidina gleivinių pralaidumą, kas leidţia intaktiniams maisto 

antigenams patekti į kraują ir sukelti imuninį atsaką (Yamaguchi ir kt., 2006). 
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Identifikuoti ir klonuoti tris alergenus koduojantys genai iš dviejų 

Candida rūšių: C. albicans ir C. boidinii (International Union of 

Immunological Societes Allergen Nomenclature Subcommittee duomenimis; 

http://www.allergen.org). C. albicans mielės ekspresuoja Cand a 1 (alkohol-

dehidrogenazė) ir Cand a 3 (peroksisomų membraninis baltymas) (Chou ir kt., 

2003; Shen ir kt., 1991). Aprašytas mielių C. boidinii alergenas Cand b 2 yra 

homologiškas mikromiceto A. fumigatus alergenui Asp f 3 (peroksisomų 

membraninis baltymas). Įrodyta, kad šie baltymai turi labai panašius IgE 

antikūnus surišančius epitopus (Hemmann ir kt., 1997).  

 

1.3.3 Kitų mielių įtaka atopinio dermatito patogenezei 

 

Tiriant mielių įtaką AD, didţiausias dėmesys yra skiriamas Malassezia 

rūšims ir C. albicans. Kitų genčių ar kitų Candida rūšių mielės aprašytuose 

eksperimentuose daţniausiai figūruoja dėl nustatytų kryţminių reakcijų su 

Malassezia ir (arba) C. albicans (Kanbe ir kt., 1997; Savolainen ir kt., 1998). 

Vienas daţniausiai aplinkoje pasitaikančių mieliagrybių, Rhodotorula 

rubra (sin. R. mucilaginosa), laikomas oportunistu, kadangi jo sukeliami 

susirgimai yra itin reti (Neofytos ir kt., 2007). Klonuoti du šios mielės 

alergenai, kryţmiškai reaguojantys su kitų mikroskopinių grybų genčių 

homologiškais baltymais: Rho m 1 (enolazė) ir Rho m 2 (vakuolės serino 

proteazė) (Chang ir kt., 2002; Chou ir kt., 2005). 

Mielės Saccharomyces cerevisiae taip pat įvardinamos kaip 

mikroskopiniai grybai, galintys sukelti alergines reakcijas, nors oficialioje 

alergenų duomenų bazėje šios mielės nėra minimos (Faergemann, 2002; 

Simon-Nobbe ir kt., 2008). 

 

 

 

 

 

http://www.allergen.org/
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1.4 Kryţminės reakcijos 

 

Antigeno specifiškumą sąlygoja jo molekulės dalis (epitopas), galintis 

nekovalentiškai jungtis su antikūno molekulės dalimi (paratopu). Kiekvienas 

antigenas paprastai turi keletą 8–22 aminorūgščių liekanų dydţio epitopų. 

Maţdaug 5 aminorūgštys epitope įtakoja antigeno – antikūno sąveiką. 

Antigeno surišimo vietą antikūne sudaro ~50 aminorūgščių liekanų, iš kurių ~ 

15 fiziškai jungiasi su epitopu. Taigi, antikūno minėtos 50 variabilių 

aminorūgščių liekanų sudaro kelis persidengiančius potencialius paratopus, 

gebančius surišti keletą antigenų skirtingu giminingumu (Adomaitienė ir kt., 

2001). Kryţminėmis reakcijomis vadinamos reakcijos, kurių metu specifiniai 

antikūnai, nukreipti prieš konkretų antigeną, jungiasi su struktūriškai panašiu 

antigenu. Laikoma, kad kryţmines reakcijas gali sukelti homologiniai 

baltymai, kurių sekų panašumas sudaro daugiau kaip 50 % (Bowyer ir kt., 

2006). Kryţminės reakcijos gali būti trijų tipų (Singh ir kt., 2008): 

1. Klinikinės – atsiranda dėl paciento reaktyvumo profilio; 

2. Taksonominės – įvyksta dėl alergizuojančiuose organizmuose esančių 

homologinių ar konservatyvių baltymų; 

3. Biocheminės – tokios reakcijos vyksta dėl tokių pačių ar panašių 

epitopų. 

Siekiant išsiaiškinti, ar alergenų ortologai yra paplitę grybų karalystėje, ar 

jie būdingi tik kai kurioms gentims ir (ar) rūšims, lyginti 22 mikroskopinių 

grybų genomai su 82 alergenus koduojančių genų sekomis. Rezultatai leido 

daryti prielaidą, kad daugelis šių mikroorganizmų turi baltymų, kurie 

potencialiai gali patys sukelti alergijas arba stimuliuoti imuninę sistemą dėl 

kryţminių reakcijų su kitais alergenais. Manoma, kad 0,5–1 % baltymų 

konkretaus mikroskopinio grybo proteome gali būti potencialūs alergenai. 

Kryţminėmis reakcijomis aiškinamas klinikinis pastebėjimas, kad daugelis 

mikroskopiniams grybams alergiškų pacientų reaguoja ne su viena, bet su 

keliomis jų rūšimis. Konservatyvūs grybų alergenai yra šie: enolazė, streso 

baltymai, ciklofilinai, vakuolių serino proteazės, peroksisomų baltymai, 
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redoksinai, disulfato izomerazės (Bowyer ir kt., 2006; Simon-Nobbe ir kt., 

2008). Kryţminės reakcijos aprašytos ne tik tarp skirtingų mikroskopinių 

grybų rūšių ar genčių, bet ir tarp skirtingų karalysčių organizmų. Tokie grybų 

alergenai, kaip aldehiddehidrogenazė, šarminė serino proteazė, serino proteazė, 

enolazė, glutation-S-transferazė ir streso baltymas, turi atitinkamus 

homologinius specifinių IgE antikūnų sintezę sukeliančius baltymus ne tik 

grybų karalystei priklausančiuose organizmuose. Kai kurių tyrimų 

duomenimis, kryţminės reakcijos vyksta tarp mikroskopinių grybų ir ţmonių 

baltymų – autoantigenų – kurie gali sukelti IgE antikūnų sintezę ir padidėjusio 

jautrumo reakcijas dėl molekulinės mimikrijos tarp B limfocitų epitopų. 

Autoantigenai – baltymai, kurių sekos homologiškos aplinkos alergenams, 

priklausantiems filogenetiškai konservatyvių baltymų klasei (Crameri, 2011a; 

Zeller ir kt., 2008). Aprašyti šie mikroskopinių grybų baltymai, turintys 

homologų ţmogaus proteome: MnSOD, ciklofilinas, rūgštinis ribosominis 

baltymas P2 ir tioredoksinas (Simon-Nobbe ir kt., 2008). 

Neaišku, kodėl kai kurie mikroorganizmai daţnai pasireiškia kaip alerginių 

susirgimų sukėlėjai, o kiti alerginiuose procesuose dalyvauja retai. Vienas iš 

galimų paaiškinimų tas, kad oportunistiniai grybai, skirtingai nuo patogeninių, 

sugeba išgyventi šeimininko odos ar gleivinių paviršiuje pakankamai ilgą laiko 

tarpą, kad susintetintų didesnį kiekį alergizuojančių baltymų (Aalberse, 2007; 

Bowyer ir kt., 2006; Woodfolk, 2005). 

 

1.5 Malassezia gentis 

 

Ilgą laiką Malassezia genties atstovų taksonominė padėtis buvo paini, 

kadangi šios mielės yra dimorfiniai mikroorganizmai, galintys egzistuoti 

mielių ir micelio fazėse. Šios dvi formos buvo laikomos skirtingomis rūšimis: 

Pityrosporum (mielės) ir Malassezia (micelis). 1977 metais trys skirtingos 

mokslininkų grupės indukavo mieles gaminti hifus in vitro. Remiantis šiuo 

atradimu buvo išskirtos dvi rūšys: M. furfur (apėmė P. orbiculare, P. ovale ir 

M. furfur) ir M. pachydermatis (P. pachydermatis). Tačiau Malassezia genties 
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taksonominė padėtis vis dar buvo nekonkreti. Šią situaciją 1996 metais 

išsprendė mokslininkai Guillot ir Gueho (Gueho ir kt., 1996). Jie surinko 104 

Malassezia genties kamienus, atliko geno, koduojančio 26S rRNR subvienetą, 

sekoskaitą ir branduolinės DNR komplementarumo analizę. Atsiţvelgiant į 

gautus rezultatus buvo išskirtos septynios rūšys: M. furfur, M. sympodialis, M. 

obtusa, M. globosa, M. restricta, M. slooffiae ir M. pachydermatis (Gueho ir 

kt., 1996). Keletas vėlesnių darbų patvirtino šią klasifikaciją ir ji taikoma iki 

šiol (Gupta ir kt., 2000; Makimura ir kt., 2000). 

 

1.5.1 Malassezia taksonomija 

 

Malassezia genties mielės priklauso bazidiomicetams (Malasseziales, 

Ustilaginomycotina, Basidiomycota) ir dauginasi nelytiniu būdu pumpuruojant 

motininei ląstelei (Ahearn, Simmons, 1998). Neseniai atliktos M. globosa ir M. 

restricta genomų sekoskaitos metu aptikti kryţminimąsi kontroliuojantys 

genai. Tai leidţia daryti prielaidą, kad Malassezia mielės geba daugintis lytiniu 

būdu (Xu ir kt., 2007). 

Šiuo metu genčiai priskiriama 14 rūšių. Be ankščiau paminėtų septynių, 

papildomai aprašytos M. dermatis (Sugita ir kt., 2002), M. japonica (Sugita ir 

kt., 2003c), M. yamatoensis (Sugita ir kt., 2004), M. nana (Hirai ir kt., 2004), 

M. equina, M. caprae (Cabanes ir kt., 2007) ir M. cuniculi (Cabanes ir kt., 

2011). 

 

1.5.2 Malassezia genties mielių fiziologiniai poţymiai 

 

Malassezia genties mielės auginamos aerobinėmis sąlygomis, bet gali 

augti ir mikroaerobinėmis ar net anaerobinėmis sąlygomis (Faergemann, 

Bernander, 1981). 

Malassezia nefermentuoja cukrų (Ahearn, Simmons, 1998). Jos augimui 

nebūtini vitaminai, mikroelementai ar elektrolitai. Kaip azoto šaltinį panaudoja 

daugelį aminorūgščių, taip pat amonio druskas (Mayser ir kt., 1998a). Kaip 
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vienintelį sieros šaltinį gali naudoti metioniną, cistiną ar cisteiną (Ashbee, 

Evans, 2002). 

Pirmą kartą Malassezia mieles 1846 metais aprašė Eichstedt'as 

(Eichstedt, 1846), bet išskirtas organizmas buvo tik 1927 metais (Panja, 1927). 

Kultivavimo sudėtingumą 1939 metais paaiškino Benham‘as, kuris suprato, 

kad auginimo terpei reikia ,,riebių medţiagų“ (Benham, 1939). Malassezia 

genties mielės nesugeba pačios pasigaminti riebalų rūgščių ilgomis grandimis, 

todėl joms būtina jas gauti iš aplinkos (Ashbee, Evans, 2002). Augimą skatina 

daugelis sočiųjų riebalų rūgščių, kurių grandinė sudaryta iš 12–20 anglies 

atomų (Wilde, Stewart, 1968). Pastebėta, kad augimo metu naudojamas lipidų 

šaltinis turi įtakos mikroorganizmų riebalų rūgščių sudėčiai, todėl manoma, 

kad šios rūgštys nėra energijos šaltinis, bet tiesiogiai įterpiamos į ląsteles be 

tolimesnio jų metabolizmo (Ashbee, Evans, 2002). Visų Malassezia rūšių, 

išskyrus M. pachydermatis, augimui reikalingas aplinkoje esantis lipidų šaltinis 

(Batra ir kt., 2005). 

 

1.5.3 Malassezia genties mielių identifikavimas biocheminiais ir 

fiziologiniais metodais 

 

Dėl Malassezia genties mielių lipofiliškumo yra sudėtinga jas išskirti, 

kultivuoti ir identifikuoti. Kultivavimo sąlygos priklauso nuo rūšies. M. furfur 

ir M. pachydermatis laikomos nereikliausiomis iš Malassezia genties mielių, 

todėl daţniausiai yra išskiriamos taikant klasikinius mikrobiologinius metodus. 

Sudėtingiausia kultivuoti yra M. restricta ir M. obtusa (Batra ir kt., 2005). 

Malassezia mielėms išskirti ir kultivuoti daţniausiai naudojamos trys 

mitybinės terpės: Dixon‘o agarizuota mitybinė terpė (Van Abbe, 1964), 

modifikuota Dixon‘o agarizuota mitybinė terpė (Midgley, 1989) arba 

Leeming‘o ir Notman‘o agarizuota mitybinė terpė (LNA) (Leeming, Notman, 

1987). Šios mitybinės terpės savo sudėtyje turi jaučio tulţies, kuri yra būtina 

geram Malassezia mielių augimui (Kaneko ir kt., 2005), bei tvino 40 (Dixon‘o, 

mDixon‘o agarai) arba tvino 60 (LNA agaras). M. pachydermatis laikoma 
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vienintele Malassezia rūšimi, kurios augimui lipidai nebūtini, bet ir jos 

sėkmingam kultivavimui reikia peptonu praturtintos mitybinės terpės (t.y. 

Saburo mitybinės terpės), kurioje yra trumpų grandinių riebalų rūgščių. 

Ankščiau Malassezia mielių išskyrimui naudota Saburo agarizuota terpė, 

praturtinta alyvuogių aliejumi. Pastebėjus, kad ant šios terpės gerai auga tik 

trys rūšys (M. furfur, M. pachydermatis ir M. yamatoensis), jos buvo atsisakyta 

(Gueho ir kt., 2010). Optimali Malassezia mielių augimo temperatūra yra 32–

34 
o
C, nors auga ir 37 

o
C. 

Malassezia genties mielės priklauso Basidiomycota, todėl nusidaţo 

purpurine spalva daţant diazonio mėlynuoju B daţu (DBB reakcija). Šis testas 

atliekamas pirmiausia, siekiant atskirti Malassezia genties atstovus nuo 

bakterijų ir askomicetinių mielių (pav., Candida rūšių), kurios daţnai 

išskiriamos iš odos mėginių. 

Unikalus Malassezia mielių lipidų poreikis naudojamas rūšims atskirti. 

Kamienai auginami Saburo agarizuotoje terpėje, praturtintoje vienu iš penkių 

lipidų šaltiniu: kremoforu EL, tvinais 20, 40, 60 arba 80. Kadangi šios 

medţiagos tirpsta vandenyje ir difunduoja į Saburo agarizuotą terpę, testas gali 

būti atliekamas vienu metu su visais penkiais lipidais. Lipidai, difunduodami 

mitybinėje terpėje, sukuria koncentracinį gradientą. Mielių augimas gali 

prasidėti arti šulinėlio su aukšta lipido koncentracija (matomas pilnas augimo 

diskas) arba šiek tiek toliau nuo šulinėlio, kur lipido koncentracija sumaţėjusi 

(matomas kolonijų ţiedas). Augimas taip pat gali prasidėti tam tikru atstumu 

nuo šulinėlio, bet progresuoti link jo. Kai kurių rūšių atveju šio progresinio 

augimo metu pastebimas tam tikros lipidų koncentracijos sukurtas inhibicinis 

ţiedas, o vėliau vėl matoma antrinio augimo zona (Boekhout ir kt., 2010). 

Malassezia rūšys identifikuojamos pagal: DBB ir katalazės reakcijas; β-

gliukozidazės aktyvumą; fluorochromų ir pigmentų sintezę, naudojant 

triptofaną kaip vienintelį azoto šaltinį; augimą 37 
o
C ir 40 

o
C temperatūroje; 

augimą ant Saburo agarizuotos terpės be papildomo lipidų šaltinio; naudojant 

kremoforą EL, tvinus 20, 40, 60 arba 80, kaip vienintelius riebalų rūgščių 
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šaltinius (Gueho ir kt., 1996, 2010; Guillot ir kt., 1996; Mayser ir kt., 1997, 

1998b, 2004). 

Ši identifikacinė sistema nėra tobula, nes kai kurios rūšys sunkiai auga 

net ir ,,turtingoje“ mitybinėje terpėje, o tvinų testo rezultatus daţnai sunku 

įvertinti (Batra ir kt., 2005). Be to, literatūroje vis daţniau aprašomos naujos 

rūšys, kai kurių jų fiziologinės savybės tapačios. Daugėja duomenų apie 

netipinius Malassezia kamienus, pasiţyminčius kitokiomis savybėmis nei 

referentinės rūšys (Cafarchia ir kt., 2007, 2011b; Crespo ir kt., 2000; Duarte ir 

kt., 2002; Gonzalez ir kt., 2009; Kaneko ir kt., 2007). 

 

1.5.4 Malassezia genties mielių identifikavimas molekuliniais metodais 

 

Malassezia genties mielėms identifikuoti ir genotipuoti naudojami 

molekuliniai metodai nurodyti 2 lentelėje. 

Šiuo metu mielinių grybų molekulinėje sistematikoje daţniausiai 

naudojamas tiesioginės DNR sekoskaitos metodas. Rūšies apibūdinimui svarbu 

pasirinkti genetinį lokusą, kurio seka pakankamai skiriasi tarp skirtingų rūšių, 

bet turi minimalias variacijas rūšies viduje. Šiuos kriterijus geriausiai atitinka 

molekulinėje sistematikoje plačiai naudojami pirmas ir antras nekoduojantys 

rRNR vidinių transkribuojamų intarpų regionai ITS1 ir ITS2, bei 26S rRNR 

genas (2 pav.). Abiejų genų sekų analizė naudojama daugumai 

bazidiomicetinių mielių identifikuoti. Aprašyti atskiri atvejai, kai filogenetiškai 

artimos rūšys turėjo identiškas 26S rRNR sekas, bet skyrėsi ITS regionai, ir 

atvirkščiai (Cafarchia ir kt., 2011a; Scorzetti ir kt., 2002). 

 

 

 

2 pav. rRNR koduojančių genų išsidėstymo schema.  

 

26S 5,8S 18S 5S 18S 

ITS1 ITS2 

IGS1 IGS2 
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2 lentelė. Malassezia genties mielėms identifikuoti ir genotipuoti naudojami 

molekuliniai metodai. 

Metodas Tirtos mielių rūšys Gauti duomenys 

ITS1 sekų 

analizė 

 

 

 

 

26S D1/D2 

sekų analizė 

 

 

 

 

 

IGS1 sekų 

analizė 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

chs-2 geno 

sekos 

analizė 

 

 

 

AFLP 

 

 

M. furfur, M. globosa, M. 

restricta, M. sympodialis, M. 

pachydermatis, M. slooffiae, 

M. obtusa 

M. nana 

 

M. furfur, M. globosa, M. 

restricta, M. sympodialis, M. 

pachydermatis, M. slooffiae, 

M. obtusa 

M. sympodialis 

 

 

M. globosa 

 

 

 

 

 

 

M. globosa, M. restricta 

 

 

 

M. furfur, M. globosa, M. 

restricta, M. sympodialis, M. 

pachydermatis, M. slooffiae, 

M. obtusa 

M. pachydermatis 

 

M. furfur, M. globosa, M. 

restricta, M. sympodialis, M. 

pachydermatis, M. slooffiae, 

Identifikuotos visos tirtos rūšys (Makimura ir 

kt., 2000). 

 

 

Identifikuota nauja rūšis - M. nana (Hirai ir 

kt., 2004). 

Identifikuotos visos tirtos rūšys (Guillot ir kt., 

2000). 

 

 

Nuo skirtingų gyvūnų odos išskirti M. 

sympodialis kamienai suformavo keturis 

genotipus (Cabanes ir kt., 2005). 

Filogenetiniame medyje susiformavo keturios 

grupės. Dvejose grupėse pasiskirstė nuo AD 

odos išskirti kamienai, trečią grupę sudarė 

nuo nepaţeistos odos išskirti kamienai, o 

ketvirtoje grupėje išsidėstė tiek nuo AD, tiek 

nuo sveikos odos išskirti kamienai (Sugita ir 

kt., 2003a). 

Tirti kamienai susigrupavo pagal jų išskyrimo 

vietą: nuo AD paveiktos, SD paveiktos ar 

sveikos odos (Tajima ir kt., 2008). 

 

Identifikuotos visos tirtos rūšys (Kano ir kt., 

1999). 

 

 

Kamienai susiskirstė į tris genotipus pagal jų 

sukeliamas ligas (Cafarchia ir kt., 2007). 

Identifikuotos visos tirtos rūšys. M. furfur 

kamienai išsiskyrė į keturis pogrupius pagal jų 

sukeltas ligas (Theelen ir kt., 2001). 
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RAPD 

 

 

 

 

 

 

DGGE 

 

 

 

PFGE 

 

 

 

RFLP 

 

 

 

 

 

tFLP 

M. obtusa 

M. furfur, M. globosa, M. 

restricta, M. sympodialis, M. 

pachydermatis, M. slooffiae, 

M. obtusa, M. dermatis 

M. furfur, M. globosa, M. 

restricta, M. sympodialis, M. 

pachydermatis, M. slooffiae, 

M. obtusa 

M. furfur 

 

 

M. furfur, M. globosa, M. 

restricta, M. sympodialis, M. 

pachydermatis, M. slooffiae, 

M. obtusa 

M. furfur, M. globosa, M. 

restricta, M. sympodialis, M. 

pachydermatis, M. slooffiae, 

M. obtusa 

M. furfur, M. globosa, M. 

restricta, M. sympodialis, M. 

pachydermatis, M. slooffiae, 

M. obtusa, M. nana, M. 

japonica, M. dermatis, M. 

yamatoensis 

M. furfur, M. globosa, M. 

restricta, M. sympodialis, M. 

pachydermatis, M. slooffiae, 

M. obtusa 

 

Identifikuotos visos tirtos rūšys. M. furfur 

kamienai sudarė genotipus pagal jų išskyrimo 

geografinę vietą (Gupta ir kt., 2004b). 

 

Visose rūšyse gauti polimorfiniai profiliai. 

Neaptikta koreliacija su sukeliamais 

susirgimais (Theelen ir kt., 2001). 

 

Gauti polimorfiniai profiliai, koreliuojantys su 

mielių sukeliamais susirgimais (Gandra ir kt., 

2006). 

Identifikuotos visos tirtos rūšys. Neaptiktos 

vidurūšinės grupės (Theelen ir kt., 2001). 

 

 

Identifikuotos visos tirtos rūšys. Vidurūšinės 

grupės nustatytos tik M. furfur (Theelen ir kt., 

2001). 

 

Identifikuotos visos tirtos rūšys naudojant 

endonukleazes Cfo I ir Ban I (Oh ir kt., 2009). 

 

 

 

 

Identifikuotos visos tirtos rūšys (Gemmer ir 

kt., 2002). 

 

ITS1, pirmas vidinis transkribuojamas intarpas; 26S D1/D2, didţiojo ribosominio subvieneto 

variabilūs domenai D1 ir D2; IGS1, pirmas tarpgentinis intarpas; chs-2, chitino sintazę 

koduojantis genas; AFLP, amplifikuotų fragmentų ilgio polimorfizmas; RAPD, atsitiktinai 

pagausinta polimorfinė DNR; DGGE, elektroforezė denatūruojančiame gelyje; PFGE, 

pulsuojančio lauko elektroforezė; RFLP, restrikcijos fragmentų ilgio polimorfizmas; tFLP, 

galinių fragmentų ilgio polimorfizmas. 
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Didţiojo ribosominio subvieneto D1/D2 domenai apima maţdaug 600 

nukleotidų variabilų regioną, esantį 26S rRNR geno 5‘-gale. Eksperimentiškai 

nustatyta, kad tos pačios rūšies atstovų D-domenų sekų panašumas yra ≥99 %, 

o analizuojant sekas gauti duomenys koreliuoja su DNR hibridizacijos metodu 

gautais rezultatais (Fell ir kt., 2000; Scorzetti ir kt., 2002). 

ITS lokusas išsidėstęs tarp 18S ir 26S rRNR genų (2 pav.). Jis skirstomas 

į ITS1 regioną, skiriantį 18S ir 5,8S rRNR genus bei ITS2 - esantį tarp 5,8S ir 

26S rRNR genų. 18S ir 26S rRNR genų sekų ilgiai yra identiški visoms 

mielinių grybų rūšims, tuo tarpu ITS sekų ilgiai yra rūšiai specifiniai. 1999 

metais mokslininkų grupė ITS regionų pagalba identifikavo Trichosporon rūšis 

ir nustatė, kad su retomis išimtimis konspecifinėse rūšyse šių regionų 

nukleotidų sekų panašumas yra ~99 %. Vėlesnių tyrimų metu pastebėta, kad 

kai kurioms rūšims (tame tarpe ir Malassezia genties atstovams) būdingas 

vidurūšinis šių sekų variabilumas, galintis siekti 3 %. Remiantis šiais 

duomenimis, buvo pasiūlyta kamieną priskirti atitinkamai rūšiai, jei jo ir 

referentinio rūšies kamieno ITS sekų panašumas ≥97 % (Cabanes ir kt., 2005; 

Makimura ir kt., 2000; Scorzetti ir kt., 2002; Sugita ir kt., 1999).  

Pirmo tarpgeninio intarpo IGS1 sekų analizė rūšims identifikuoti 

naudojama retai, kadangi ši sritis pasiţymi dideliu vidurūšiniu variabilumu. 

Literatūros duomenimis, IGS1 sekų analizė taikytina siekiant sugrupuoti mielių 

kamienus pagal jų pasiskirstymą ant sveikos bei seborėjinio ir atopinio 

dermatitų paveiktos odos. Aprašyta, kad analizuojant IGS1 sekas M. globosa ir 

M. restricta kamienai susitelkia į atskiras grupes priklausomai nuo jų 

išskyrimo vietos (Sugita ir kt., 2003a; Tajima ir kt., 2008). IGS1 sekų analizė 

taip pat naudota siekiant sugrupuoti M. nana kamienus pagal jų geografinę 

kilmę, bet šiuo atveju vidurūšinis polimorfizmas nenustatytas (de Bellis ir kt., 

2010). 

Chitino sintazę koduojantis genas (chs-2) taip pat naudojamas Malassezia 

genties mielėms identifikuoti, nors jo sekos pasiţymi dideliu tarprūšiniu 

panašumu (95 %). Chitino sintazę koduojančio geno sekų analizė leido 

suskirstyti M. pachydermatis kamienus į tris genotipus, kurie susiję su 
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skirtingais šios rūšies mielių sukeliamais susirgimais (Cafarchia ir kt., 2007; 

Kano ir kt., 1999) . 

Kaip minėta ankščiau, Malassezia genties mieles sudėtinga kultivuoti, 

todėl ieškoma molekulinių metodų, kurie leistų greitai ir tiksliai jas 

identifikuoti. Literatūros duomenimis, keleto tyrimų metu Malassezia mielėms 

identifikuoti naudotas amplifikuotų fragmentų ilgio polimorfizmo metodas 

(AFLP). AFLP analizės metu kiekvienos Malassezia rūšies kamienai išsiskyrė 

į genetinius pogrupius pagal klinikinę ir geografinę izoliatų kilmę. Autorių 

nuomone, kai tiriama didelė imtis, AFLP analizė tinkama identifikacijai, bet ji 

uţima daug laiko, todėl rutininiuose klinikiniuose tyrimuose šis metodas 

nepritaikomas (Gupta ir kt., 2004b; Theelen ir kt., 2001).  

Kelios mokslinės grupės naudojo atsitiktinai pagausintos polimorfinės 

DNR (RAPD) metodą Malassezia mielėms identifikuoti. Rezultatai 

nevienareikšmiai. Vienų tyrimų metu gauti Malassezia kamienų polimorfiniai 

profiliai, kurie priklausė nuo izoliatų geografinės kilmės, šeimininko (t.y. 

ţmogus ar gyvūnas), mėginio paėmimo vietos ir sukeliamo susirgimo (Duarte, 

Hamdan, 2010; Gandra ir kt., 2006). Kito eksperimento metu taip pat gauti 

polimorfiniai profiliai, bet neaptikta jokios koreliacijos su mielių sukeliamais 

susirgimais (Theelen ir kt., 2001).  

Elektroforezė denatūruojančiame gelyje (DGGE) ir pulsuojančio lauko 

elektroforezė (PFGE) taip pat taikytos Malassezia genties mielėms apibūdinti. 

PFGE metodas tinka kamienams identifikuoti, kadangi skirtingų rūšių atvejais 

gaunami skirtingi kariotipai, bet nėra variacijos rūšies viduje. Nepaisant 

metodo tikslumo, jis retai naudojamas diagnostikoje dėl brangios ir sudėtingos 

analizės (Boekhout ir kt., 1998; Theelen ir kt., 2001). 

Aprašyta, kad restrikcijos fragmento ilgio polimorfizmo (PCR-RFLP) 

metodu analizuojant 26S, ITS1 ir ITS2 DNR sritis identifikuota 11 Malassezia 

rūšių. Taip pat nustatyta, kad M. furfur kamienai pasiţymi geografine variacija: 

izoliatai, kurie buvo išskirti pietinėse ir rytinėse Europos šalyse, neturėjo Ban I 

restriktazės kirpimo vietos ITS2, kuo pasiţymėjo iš kitų Europos regionų gauti 

kamienai (Gaitanis ir kt., 2009; Oh ir kt., 2009).  
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Galinių fragmentų ilgio polimorfizmo (tFLP) metodas taip pat 

naudojamas Malassezia rūšims identifikuoti ir genotipuoti. Analizės metu 

išskiriama mielių DNR, vykdoma rDNR PGR reakcija, po kurios produktas 

amplifikuojamas naudojant ITS1- ir ITS2- specifinius fluorescentiniais daţais 

ţymėtus pradmenis. Gautų produktų ilgiai analizuojami fluorescentiniu DNR 

sekvenatoriumi. tFLP metodas patogus dėl to, kad atlikus analizę kiekvienai 

mėginyje buvusiai rūšiai gaunami tik du ţymėti fragmentai, todėl metodą 

galima naudoti mišrių mėginių atveju. Paţymėtina, kad amplifikacijoms 

naudojami mikroskopiniams grybams universalūs pradmenys, o DNR 

ekstrakcija gali būti vykdoma tiesiogiai nuo paimto klinikinio mėginio be 

tolimesnio kultivavimo mitybinėje terpėje, kas dar labiau padidina metodo 

patrauklumą. Pagrindinis metodo trūkumas yra tas, kad jam atlikti reikalinga 

labai specializuota įranga (Gemmer ir kt., 2002).  

Visi ankščiau išvardyti molekuliniai metodai yra tinkami Malassezia 

genties mielėms identifikuoti, bet daugumos jų pritaikymas klinikinėse 

laboratorijose yra ribotas dėl brangios ir sudėtingos analizės. Mikroskopinių 

grybų rūšims ir kamienams identifikuoti daţniausiai naudojamos ITS bei 26S 

rRNR D1/D2 sričių sekų analizė. Šios DNR sritys yra palyginus trumpos (~600 

bazių porų), bet jų polimorfizmas leidţia identifikuoti kamienus tiek 

vidurūšiniame, tiek tarprūšiniame lygmenyje. Metodas patrauklus ir tuo, kad 

PGR metu naudojami visiems bazidiomicetiniams grybams universalūs 

pradmenys. 
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2. MEDŢIAGOS IR METODAI 

 

2.1 Reagentai, rinkiniai 

 

Darbe naudoti reagentai ir cheminių medţiagų rinkiniai pateikti 3 

lentelėje. 

3 lentelė. Naudoti reagentai ir cheminių medţiagų rinkiniai. 

Reagentai Gamintojai 

Agaras, cikloheksimidas, glicerolis, gliukozė, KCl, 

KH2PO4, mielių ekstraktas, NaCl, natrio acetatas, 

natrio azidas, Na2HPO4, oleino rūgštis, 

ortofenilendiaminas, salyklo ekstraktas, L-triptofanas, 

triptonas, tvinas 20, tvinas 40, tvinas 60, tvinas 80 

Alyvuogių aliejus, jaučio serumo albuminas, 

kremoforas EL, diazonio mėlynasis B, tulţies druskos 

Ampicilinas, chloramfenikolis, sieros rūgštis, N,N-

dimetilformamidas, vandenilio peroksidas 

Bakteriologinis peptonas 

Biotinu ţymėti pelės antikūnai prieš ţmogaus IgE 

DNR ekstrakcijos iš gelio rinkinys #K0513, 

genominės DNR skyrimo rinkinys #K0512, IPTG, 

MassRuler
TM

 DNA Ladder Mix (Linijinių DNR 

fragmentų ilgio standartas), PGR klonavimo rinkinys 

#K1214, streptavidinas (ţymėtas krienų peroksidaze), 

X-Gal 

Eskulinas, geleţies amonio citratas 

Glicerolio monostearatas 

Mielių identifikavimo sistema Api ID32C 

 

Streptavidin-PE-Cy5 

Merck, Vokietija 

 

 

 

 

Sigma-Aldrich, JAV 

 

Roth, Vokietija 

 

Oxoid, Anglija 

BD Biosciences, JAV 

Thermo Fisher 

Scientific, JAV 

 

 

 

 

AppliChem, Vokietija 

Alfa Aesar, Vokietija 

BioMerieux, 

Prancūzija 

BD Pharmingen 
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2.2 Terpės, tirpalai, buferiai 

 

Darbe naudotos mitybinės terpės ir jų sudėtis (1 l vandens) pateiktos 4 

lentelėje, o tirpalai ir buferiai – 5 lentelėje. 

 

4 lentelė. Naudotos mitybinės terpės. 

Gliukozės, peptono, 

mielių ekstrakto 

agarizuota terpė (GPY) 

 

 

 

Modifikuota Leeming‘o 

ir Notman‘o agarizuota 

terpė (mLNA) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Modifikuota Dixon‘o 

agarizuota terpė (mDA) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Eskulino agarizuota 

terpė 

 

 

 

Saburo agarizuota terpė 

(SGA) 

 

 

Gliukozė 

Bakteriologinis peptonas 

Mielių ekstraktas 

Agaras 

Chloramfenikolis 

 

Gliukozė 

Bakteriologinis peptonas 

Tulţies druskos 

Mielių ekstraktas 

Glicerolio monostearatas 

Glicerolis 

Tvinas 60 

Alyvuogių aliejus 

Agaras 

Chloramfenikolis 

Cikloheksimidas 

 

Salyklo ekstraktas 

Bakteriologinis peptonas 

Tulţies druskos 

Tvinas 40 

Glicerolis 

Oleino rūgštis 

Agaras 

Chloramfenikolis 

Cikloheksimidas 

 

Bakteriologinis peptonas 

Geleţies amonio citratas 

Eskulinas 

Agaras 

 

Gliukozė 

Bakteriologinis peptonas 

Agaras 

 

40 g 

5 g 

5 g 

20 g 

50 mg 

 

10 g 

10 g 

8 g 

2 g 

0,5 g 

10 ml 

5 ml 

20 ml 

15 g 

50 mg 

50 mg 

 

36 g 

10 g 

20 g 

10 ml 

2 ml 

2 ml 

15 g 

50 mg 

50 mg 

 

10 g 

1 g 

1 g 

15 g 

 

20 g 

10 g 

15 g 
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Pigmentų indukcijos 

agarizuota terpė (p-

agaras) 

 

Salyklo, mielių 

ekstrakto, gliukozės, 

peptono agarizuota terpė 

(MYGP) 

 

 

LB agarizuota terpė 

 

 

 

 

 

SOC terpė 

 

Tvinas 80 

Agaras 

L-Triptofanas 

 

Salyklo ekstraktas 

Mielių ekstraktas 

Bakteriologinis peptonas 

Gliukozė 

Agaras 

 

Triptonas 

Mielių ekstraktas 

NaCl 

Agaras 

Ampicilinas 

 

Triptonas 

Mielių ekstraktas 

NaCl 

Gliukozė 

KCl 

30 ml 

20 g 

15 mmol 

 

3 g 

3 g 

5 g 

10 g 

20 g 

 

10 g 

5 g 

10 g 

15 g 

50 mg 

 

20 g 

5 g 

0,5 g 

3,6 g 

0,186 g 

 

 

5 lentelė. Naudoti tirpalai ir buferiai. 

DBB reagento darbinis tirpalas 

(laikomas lede ir ruošiamas 

prieš pat jo panaudojimą) 

IPTG darbinis tirpalas 

 

 

X-Gal darbinis tirpalas 

 

 

PBS (pH 7,4) 

 

 

 

 

 

PBS-0,1 % Tvinas 20 

 

 

BSA darbinis tirpalas 

 

Diazonio mėlynasis B 

0,1 M TRIS-HCl, pH 7,0 

 

IPTG 

Distiliuotas vanduo 

 

X-Gal 

N,N-dimetilformamidas 

 

NaCl 

KCl 

Na2HPO4 

KH2PO4 

Distiliuotas vanduo 

 

PBS (pH 7,4) 

Tvinas 20 

 

Jaučio serumo albuminas 

PBS (pH 7,4) 

1 mg 

1 ml 

 

1,2 g 

50 ml 

 

20 mg 

1 ml 

 

8 g 

0,2 g 

1,44 g 

0,24 g 

1000 ml 

 

100 ml 

0,1 ml 

 

1 g 

100 ml 
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PBS-T 

 

 

Acetatinis buferis 0,025 M (pH 

5,5) 

Ortofenilendiamino/H2O2 

substratas 

 

Daţymo buferinis tirpalas 

 

 

 

PBS (pH 7,4) 

Tvinas 20 

 

NaCOOCH3 

 

Acetatinis buferis 0,025 M 

H2O2 30 % 

Ortofenilendiaminas 

PBS (pH 7,4) 

Jaučio serumas 

Natrio azidas 

 

100 ml 

0,05 ml 

 

 

 

10 ml 

0,01 ml 

0,012 g 

100 ml 

2 ml 

0,1 g 

 

2.3 Tiriamieji asmenys 

 

Mėginiai imti Alerginių susirgimų diagnostikos ir gydymo centre 

(Vilnius, Lietuva). Iš viso paimtas 241 mikrobiologinis pasėlis nuo tiriamųjų 

asmenų, kuriems nustatytas atopinis dermatitas, odos. Mėginiai suskirstyti į 

keturias grupes pagal tiriamų asmenų amţių ir AD paţeistas kūno vietas (6 

lentelė). 

Tyrime dalyvavo ir 40 AD nesergančių asmenų, nuo kurių odos paimti 

mikrobiologiniai pasėliai naudoti kaip neigiamos kontrolės. 

Tiriamųjų asmenų paprašyta nevartoti priešgrybelinių preparatų ir 

hormoninių tepalų maţiausiai keturias savaites prieš paimant pasėlį. Lietuvos 

Bioetikos Komitetas leido atlikti tyrimą (1 priedas). Tiriamieji asmenys (arba 

jų tėvai (globėjai) pasirašė sutikimo dalyvauti tyrime formą. 

Prieš tirtas mieles nukreiptų specifinių IgE antikūnų nustatymui paimti 

kraujo serumai iš 34 asmenų, kuriems nustatytas AD: 15 vyrų, 19 moterų; 16–

65 metų amţiaus (vidutinis amţius 36,7 ± 11,7 metai). 19 šių serumų turėjo 

prieš namų dulkių erkių D. pteronyssinus ir D. farinae alergenus D1 ir D2 

(kaip nustatyta Immulite
®
 2000 3GAllergy

TM
) nukreiptus specifinius IgE 

antikūnus (>0,7 kU/l), o 15 – neturėjo (<0,35 kU/l). Neigiamai kontrolei imti 

serumai iš 14 AD nesergančių asmenų: 10 vyrų, 4 moterų; 16–65 metų 

amţiaus (vidutinis amţius 33,6 ± 7,8 metai). 
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6 lentelė. Mėginių suskirstymas į grupes. 

Grupės Viso tirta Vyrai/ 

moterys 

Vid. amţius 

metais ± SN 

I grupė (pasėliai imti nuo 2–16 

metų amţiaus AD sergančių 

asmenų rankų ar kojų) 

II grupė (pasėliai imti nuo 2-16 

metų amţiaus AD sergančių 

asmenų veido, kaklo ar liemens) 

III grupė (pasėliai imti nuo 16–65 

metų amţiaus AD sergančių 

asmenų rankų ar kojų) 

IV grupė (pasėliai imti nuo 16–65 

metų amţiaus asmenų veido, kaklo 

ar liemens) 

69 

 

 

63 

 

 

58 

 

 

51 

35/34 

 

 

30/33 

 

 

23/35 

 

 

19/32 

5,8±4,3 

 

 

4,9±3,9 

 

 

33,9±10,7 

 

 

36,7±11,2 

 

2.4 Mielių kamienai 

 

Imunologinėjė analizėje naudoti nuo atopinio dermatito paţeistos odos 

išskirti mielių kamienai: Candida famata C94; Candida pelliculosa C18; 

Candida parapsilosis C230; Candida quilliermondii C65; Rhodotorula rubra 

R345; Malassezia furfur M33; Malassezia furfur M47. 

 

2.5 Mielių identifikavimas klasikiniais mikrobiologiniais metodais 

 

Mėginių paėmimas ir pirminis išsėjimas 

Pavyzdţiai imti nuo 5 cm
2
 atopinio dermatito paţeistos odos ploto vatos 

tamponu, išsėti į transportinę mitybinę terpę ir per 1–2 valandas pristatyti į 

laboratoriją, kur jie išsėti ant GPY ir mLNA agarizuotų terpių. Auginta 32 
o
C 

dvi savaites. 

 

DBB reakcija 

Ant GPY ir (ar) mLNA agarizuotų terpių uţaugusios kolonijos štrichais 

persėtos ant MYGP agarizuotos terpės ir augintos 32 
o
C 10 dienų. Po to 

lėkštelės su kultūromis palaikytos dvi valandas 55 
o
C temperatūroje ir apipiltos 
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šaltu DBB reagentu. Jei kultūra per 2 min. kambario temperatūroje nusidaţė 

tamsiai raudona spalva, reakcija laikyta teigiama (Boekhout ir kt., 2010). 

 

Katalazės reakcija 

Ant objektinio stiklelio pernešta tiriamos kultūros kolonija ir uţlašintas 

lašas vandenilio peroksido. Reakcija laikyta teigiama, jei matėsi kylantys į 

paviršių burbuliukai, susidarę nuo išsiskyrusio laisvojo deguonies (Boekhout ir 

kt., 2010). 

 

β-gliukozidazės reakcija 

Mėgintuvėlyje paruošta eskulino agarizuota terpė uţsėta duriant jį 

mikrobiologine kilpele su tiriama kultūra. Auginta 37 
o
C 5 dienas. Jei terpė 

pajuodavo, reakcija laikyta teigiama (Boekhout ir kt., 2010). 

 

Pigmentų ir fluorochromų gamyba naudojant triptofaną kaip vienintelį azoto 

šaltinį 

Tiriama kultūra išsėta ant p-agaro ir auginta 32 
o
C temperatūroje iki 15 

dienų. Reakcija laikyta teigiama, jei į terpę išsiskyrė rudas pigmentas, o 

apšvietus UV šviesa mielių kolonijos fluorescavo gelsvai-ţalia spalva (Mayser 

ir kt., 1998b, 2004). 

 

Augimas 40 
o
C temperatūroje 

Kultūros uţsėtos ant mLNA arba mDA agarizuotų terpių. Auginta 40 
o
C 

temperatūroje iki 14 dienų. 

 

Tvinų 20, 40, 60, 80 ir kremoforo EL įsisavinimas kaip vienintelio lipidų 

šaltinio 

Į 18 ml 50 
o
C temperatūros SGA terpę įmaišyta 2 ml sterilaus distiliuoto 

vandens su jame suspenduota tiriama kultūra (1 mikrobiologinė kilpa/ml) ir 

išpilstyta į sterilias Petri lėkšteles. Agarui sustingus, išpjauti penki 2 mm 

skersmens šulinėliai ir į juos išpilstyta po 15 μl tvino 20, tvino 40, tvino 60, 
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tvino 80 ir kremoforo EL. Auginta 7 dienas 32 
o
C temperatūroje (Gueho ir kt., 

1996; Guillot ir kt., 1996). 

 

Mielių identifikavimas asimiliaciniais testais 

Mielių identifikavimo sistemą Api ID32C sudaro 32 tyrimo šulinėliai, 

kurių kiekviename yra po vieną dehidratuoto angliavandenio substratą. 

Šulinėliai uţpildyti tiriamosios kultūros suspensija. Auginta 24–48 val. (pagal 

gamintojo rekomendacijas). Augimas kiekviename šulinėlyje įvertintas 

vizualiai. Identifikavimas atliktas naudojantis identifikavimo programine 

įranga mini API. 

 

2.6 Malassezia kamienų identifikavimas molekuliniais metodais 

 

Genominės DNR skyrimas 

Teigiama DBB reakcija pasiţymėjusios mielės augintos ant mLNA 

agarizuotos terpės 32 
o
C penkias dienas. 10–20 mg tiriamos kultūros 

suspenduota 200 μl sterilaus distiliuoto vandens. Toliau genominė DNR skirta 

naudojant Genominės DNR skyrimo rinkinį #K0512 pagal gamintojo 

rekomendacijas.  

 

Genominės DNR pagausinimas 

Didţiojo rRNR subvieneto D1/D2 domenų sekoms pagausinti naudoti 

standartiniai pradmenys F63 (5’-GCA TAT CAA TAA GCG GAG GAA 

AAG-3’) ir LR3 (5’-GGT CCG TGT TTC AAG ACG-3’) (Fell ir kt., 2000). 

rDNR geno ITS1 ir ITS2 regionų sekoms pagausinti naudoti pradmenys pITS-

F (5’-GTC GTA ACA AGG TTA ACC TGC GG-3’) ir pITS-R (5’-TCC TCC 

GCT TAT TGA TAT GC-3’) (Sugita ir kt., 1999). Genominė DNR pagausinta 

Eppendorf PCR sistema esant tokioms sąlygoms: pradinė denatūracija 95
o
C/2 

min.; denatūracija 95 
o
C/1 min., lydymas 50 

o
C/2 min., elongacija 72 

o
C/3 min. 

(29 ciklai); galutinė elongacija 72 
o
C/7 min. 

 



 44 

PGR produkto ekstrakcija 

PGR produkto elektroforezė agarozės gelyje TE buferyje vykdyta pagal 

standartines metodikas (Sambrook, Russell, 2001). DNR koncentracija 

nustatyta vizualiai UV šviesoje lyginant su ţinomos koncentracijos linijinių 

DNR fragmentų ilgio standartu MassRuler
TM

 DNA Ladder Mix. DNR mėginys 

išpjautas iš agarozės, pasvertas ir patalpintas į plastikinį mėgintuvėlį. Toliau 

DNR ekstrakcija vykdyta naudojant DNR ekstrakcijos rinkinį #K0513 pagal 

gamintojo rekomendacijas. 

 

PGR produkto transformacija ir plazmidinės DNR išskyrimas 

PGR produktas įliguotas į plazmidinį vektorių pTZ57R/T naudojant PGR 

klonavimo rinkinį #K1214 pagal gamintojo rekomendacijas. Ligatas 

transformuotas į Escherichia coli kamieno DH5α ląsteles elektroporacijos 

būdu: šaltuose steriliuose mėgintuvėliuose sumaišyta 40 μl kompetentinės 

kultūros ir 2 μl ligato. Mišinys perkeltas į atšaldytas 2 mm elektroporacijos 

kiuvetes. Elektroporacija atlikta 2500 V 5 ms. Tuomet ląstelės perkeltos į 

mėgintuvėlius su SOC terpe. Inkubuota 37 
o
C vieną valandą. Mėginiai išsėti 

ant LB agarizuotos terpės. Auginta 37 
o
C 24 val. Transformantai atrinkti 

naudojant mėlynų-baltų kolonijų testą (X-Gal ir IPTG dėta pagal standartines 

rekomendacijas) (Sambrook, Russell, 2001). 

Plazmidinė DNR iš E. coli skirta standartiniu šarminės lizės metodu 

(Sambrook, Russell, 2001). 

 

DNR sekoskaita ir sekų analizė 

DNR sekoskaita atlikta Biotechnologijos instituto Sekvenavimo centre 

(Vilnius, Lietuva) naudojant BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit 

rinkinį ir genetinį analizatorių 3130xl (Applied Biosystems, Nieuwerkerk aan 

de IJsel, The Netherlands). 

DNR sekų analizė atlikta naudojantis programiniu paketu MEGA 4.0 

(Tamura ir kt., 2007). Genetiniai atstumai paskaičiuoti naudojant Maximum 
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Composite Likelihood metodą (Tamura ir kt., 2004), o filogenetiniai medţiai 

sukonstruoti naudojant kaimynų apjungimo metodą (Saitou, Nei, 1987). 

 

2.7 Imunologiniai metodai 

 

Mielių ekstrakto paruošimas 

Kamienai auginti GPY mitybiniame buljone (R. rubra, C. pelliculosa, C. 

famata, C. guilliermondii) ir mLNA mitybiniame buljone (M. furfur) 35 
o
C 

temperatūros purtyklėje keturias dienas. Mielių ląstelės suardytos naudojant 

BBx24 Bullet Blender
®
 homogenizatorių (Next Advance, Inc., JAV). Naudota 

gamintojo rekomenduota metodika Candida albicans homogenizacijai. Po 

ląstelių ekstrakcijos homogenizatas atskirtas nuo nuosėdų ir cirkonio rutuliukų 

centrifuguojant 800 g 5 min. Baltymų koncentracija ekstraktuose nustatyta 

spektrofotometriškai matuojant 280 nm bangos ilgio šviesoje. Ekstraktai skiesti 

su PBS tiek, kad galutinė baltymų koncentracija juose būtų 250 μg/ml ir 

laikomi -20 
o
C temperatūroje. 

 

Imunofermentinė analizė (ELISA) 

Mielių ekstraktai skiesti PBS dešimt kartų ir po 100 μl išpilstyti į 96 

šulinėlių ELISA plokšteles (Greiner Bio-one, Vokietija). Ekstraktų (antigenų) 

sorbcija vykdyta 24 val. 4 
o
C temperatūroje. Tuščios, antigenų neuţimtos 

ELISA plokštelės vietos padengtos jaučio serumo albuminu (150 μl 1 % jaučio 

serumo albumino tirpalo). Tiriamieji serumai skiesti PBS-0,1 % Tvino 20 

santykiu 1:10, išpilstyti po 100 μl į šulinėlius ir laikyti 24 val. 4 
o
C 

temperatūroje. Antriniai antikūnai (biotinu ţymėti pelės antikūnai prieš 

ţmogaus IgE antikūnus) skiesti PBS-T santykiu 1:600 ir išpilstyti į šulinėlius 

po 50 μl. Plokštelė inkubuota ant purtyklės 30 min. Į plokštelės šulinėlius 

išpilstyta po 50 μl krienų peroksidaze ţymėto streptavidino ir inkubuota 30 

min. ant purtyklės. Prisijungęs konjugatas nustatytas pagal spalvinę reakciją 

naudojant ortofenilendiamino/H2O2 substratą (100 μl). Fermentinė reakcija 
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sustabdyta įpylus 50 μl 2 M H2SO4. Absorbcija matuota 492 nm ilgio bangos 

šviesoje daugiakanaliu spektrofotometru Synergy 2 (BioTek, JAV).  

Po kiekvienos inkubacijos šulinėlių turinys buvo iškratomas ir 

perplaunamas tris kartus, įpilant į kiekvieną šulinėlį po 200 μl PBS-T buferinio 

tirpalo. Kaip neigiama kontrolė naudotas PBS. Kitos naudotos kontrolės: tik 

antigeno, tik serumo arba tik konjugato. Kiekvienas testas kartotas du kartus. 

Optinis tankis (OT) apskaičiuotas pagal formulę:  

OT = (A – K) – (B – K); kur A = mėginio dviejų pakartojimų vidutinis OT;  

K = neigiamos kontrolės OT; B = neigiamos kontrolės (be serumo) dviejų 

pakartojimų vidutinis OT. 

 

Konkurentinė imunofermentinė analizė 

Konkurentinė imunofermentinė analizė atlikta siekiant įvertinti 

numanomą kryţminį antigeniškumą tarp keturių mielių rūšių. Kaip 

inhibuojantys skystosios fazės antigenai naudoti keturių mielių rūšių ekstraktai 

(baltymų koncentracija 75 μg/ml PBS buferyje). Sumaišyti trijų AD sergančių 

ţmonių kraujo serumai (reaguojantys su visais atrinktais mielių ekstraktais) ir 

skiesti su inhibuojančiais skystosios fazės antigenais santykiu 1:10. Po 24 val. 

inkubacijos 4 
o
C temperatūroje serumų mišiniai perkelti į kietosios fazės 

antigenais padengtus mikroplokštelės šulinėlius (dengta po 100 μl atrinktų 

mielių ekstraktais, kuriuose baltymų koncentracija 25 μg/ml PBS buferyje). 

Tolesni ţingsniai tokie pat, kaip imunofermentinėje analizėje. Kaip neigiama 

kontrolė naudotas PBS. Kiekvienas testas kartotas du kartus. 

Inhibicija apskaičiuota pagal formulę: 

Inhibicija (%) = (A/B) × 100; kur A = OT mėginio, inkubuoto su 

inhibuojančiais skystosios fazės antigenais; B = OT mėginio, neinkubuoto su 

inhibuojančiais skystosios fazės antigenais. 
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Immulite
®

 inhibicinė analizė 

Immulite
®
 inhibicinė analizė atlikta siekiant nustatyti numanomą 

kryţminį antigeniškumą tarp keturių mielių rūšių ir namų dulkių erkių 

alergenų. Sumaišyti dviejų AD sergančių ţmonių kraujo serumai (turintys 

specifinių IgE antikūnų prieš namų dulkių erkių alergenus D1 

(Dermatophagoides pteronyssinus) ir D2 (Dermatophagoides farinae). Serumų 

mišinys skiestas su tiriamais mielių ekstraktais (su kiekvienos mielių rūšies 

ekstraktu atskirai) ir išpilstytas į mikroplokštelės šulinėlius, atitinkamai 

padengtus tokiu pačiu mielių ekstraktu (25 μg/ml). Inkubuota 4 
o
C 

temperatūroje 24 val. Šis pirminis inkubavimas atliktas siekiant adsorbuoti 

prieš mieles nukreiptus specifinius IgE antikūnus (prijungiant juos prie 

kietosios fazės antigenų) ir (arba) blokuoti prieš mieles nukreiptų specifinių 

IgE antikūnų epitopus (antikūnams susijungiant su skystoje fazėje esančiais 

antigenais). Kontrolei serumų mišinys skiestas ir inkubuotas su PBS (vietoje 

mielių ekstraktų). Po pirminio inkubavimo serumų mišiniai tirti Immulite
®

 

2000 3GAllergy
TM

 (Siemens Healthcare Diagnostics Products Ltd., Anglija) 

pagal gamintojo metodikas siekiant nustatyti specifinius IgE antikūnus prieš 

D1 ir D2 alergenus. 

Inhibicija apskaičiuota pagal formulę: 

Inhibicija (%) = (A/B) × 100; kur A = specifinių IgE antikūnų kiekis (kU/l) 

serumų mišinyje inkubuotame su mielių ekstraktu; B = specifinių IgE antikūnų 

kiekis (kU/l) serumų mišinyje inkubuotame su PBS. 

 

Tėkmės citometrija 

Sumaišyta 100 μl serumo, praskiesto daţymo buferiniu tirpalu (1:10), su 

5 μl mielių ląstelių suspensijos (10
7
 ląst./ml). Inkubuota 4 

o
C temperatūroje 24 

val. Nucentrifuguotos ir daţymo buferiniu tirpalu praplautos ląstelės 

sumaišytos su 20 μl biotinu ţymėtų pelės antikūnų prieš ţmogaus IgE 

antikūnus (100× praskiestų daţymo buferiniu tirpalu). Inkubuota 0,5 val. lede. 

Daţymo buferiniu tirpalu praplautos ir nucentrifuguotos ląstelės 

resuspenduotos 20 μl streptavidino, konjuguoto su fluorochromu (200× 
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praskiesto daţymo buferiniu tirpalu). Ląstelės inkubuotos 0,5 val. tamsoje ant 

ledo, pridėta 200 μl daţymo buferinio tirpalo ir analizuota tėkmės citometru 

FACS Calibur (BD Biosciences, JAV). Neigiamai kontrolei vietoje serumo 

ląstelės inkubuotos su daţymo buferiniu tirpalu. 

 

2.8 Statistinė analizė 

 

Skaičiavimai atlikti naudojantis standartinėmis statistikos skaičiavimo 

programomis SPSS 15.0 ir STATISTICA 6. Mielių paplitimui ţmonių amţiaus 

grupėse ir kūno dalyse įvertinti naudoti Stjudent’o t-testas ir porinis 

(priklausomas) t-testas. Imunofermentinės analizės rezultatų vidurkių tarp 

grupių palyginimai atlikti pagal Mann-Whitney U kriterijų. Immulite
®

 

inhibicijos analizės rezultatų statistinė koreliacija tarp grupių vertinta pagal 

Spearman’o koreliacijos eiliškumo kriterijų. Statistiškai patikimais laikyti 

rezultatai, kurių reikšmingumo lygmuo buvo P < 0,05. 
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3. DARBO REZULTATAI 

 

Siekiant nustatyti mielių rūšių paplitimą ant AD paţeistos odos, buvo 

paimti mikrobiologiniai pasėliai nuo 241 asmens (vienas pasėlis nuo vieno 

tiriamojo). Kontrole naudoti mikrobiologiniai pasėliai, paimti nuo 40 AD 

nesergančių asmenų odos. Mėginiai išsėti ant dviejų standţių mitybinių terpių: 

GPY ir mLNA. Uţaugusios mielių kolonijos identifikuotos klasikiniais 

mikrobiologiniais metodais. Keturi Malassezia genčiai priklausantys izoliatai 

pasiţymėjo netipinėmis savybėmis, todėl įprastiniai fiziologiniai ir 

biocheminiai metodai, paprastai naudojami Malassezia mielių apibūdinimui 

rūšies lygmenyje, netiko jų identifikacijai. Šiems kamienams atpaţinti 

papildomai naudoti molekuliniai metodai. 

 

3.1 Netipinių Malassezia kamienų identifikavimas 

 

Trys iš keturių išskirtų netipinių Malassezia genties kamienų (M47, M54 

ir M235) pasiţymėjo panašiomis morfologinėmis ir fiziologinėmis savybėmis, 

kas leido juos preliminariai priskirti tai pačiai rūšiai. Šiuos izoliatus galima 

buvo apibūdinti kaip M. furfur, kadangi jie pasiţymėjo visomis šiai rūšiai 

būdingomis fiziologinėmis savybėmis, išskyrus tai, kad jie augo terpėje be 

papildomo lipidų šaltinio. DNR sekų analizės rezultatai patvirtino, kad tai 

netipinėmis savybėmis pasiţymintys M. furfur kamienai. 

M. furfur netipinis kamienas M47 deponuotas Amerikos tipinių kultūrų 

kolekcijoje (American Type Culture Collection, Manassas, Virginia, USA), 

kurioje jam suteiktas identifikacinis kodas ATCC MYA-4874. 

Ketvirtą netipinį Malassezia (M8) izoliatą, remiantis jo fiziologinėmis 

savybėmis, galima buvo priskirti M. nana rūšiai, tačiau ši rūšis paplitusi tarp 

gyvūnų ir niekada nėra išskirta nuo ţmonių odos. Molekuliniais identifikavimo 

metodais nustatyta, kad šis kamienas yra artimiausias M. restricta rūšiai. 

M restricta netipinis izoliatas M8 deponuotas Japonijos mikroorganizmų 

kolekcijoje (Japan Collection of Microorganisms, Saitama, Japan). 
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3.1.1 Malassezia furfur netipinių kamienų identifikavimas klasikiniais 

mikrobiologiniais metodais 

 

Po penkių dienų inkubacijos 32 
o
C ant mLNA mitybinės terpės M. furfur 

netipiniai kamienai suformavo baltas, kremines, 2–3 mm skersmens kolonijas 

lygiu paviršiumi. Mikroskopuojant ląstelės buvo apvalios, matėsi monopolinis 

pumpuravimas plačiajame poliuje. Ląstelių skersmuo varijavo 2,2–4,0 µm (3 

pav.). 

 

 

3 pav. M. furfur kamieno M47 

vegetatyvinės ląstelės. Skalė 2 μm. 

 

Buvo įvertintas šio kamieno augimas mitybinėse terpėse, kuriose 

vieninteliu lipidų šaltiniu naudoti kremoforas EL, tvinai 20, 40, 60 arba 80. 

Kolonijos pasiţymėjo teigiama katalazės reakcija ir ß-gliukozidazės aktyvumu. 

Kamienai aktyviai sintetino fluorochromus ir pigmentus terpėje, kurioje 

vieninteliu azoto šaltiniu naudotas triptofanas. Literatūros duomenimis, M. 

furfur yra vienintelė Malassezia genties atstovė, gebanti išskirti rudus su 

gelsvai ţalsvu atspalviu pigmentus, ją auginant terpėje, kurioje triptofanas yra 

vienintelis azoto šaltinis. Kolonijos augo tiek 37 
o
C, tiek 40 

o
C temperatūroje. 

Daugeliu atţvilgiu šie kamienai fiziologiniu poţiūriu buvo panašūs į M. furfur. 

Vienintelis skirtumas buvo tas, kad jie sugebėjo augti ant Saburo gliukozės 

agarizuotos mitybinės terpės be papildomo lipidų šaltinio. Augimas ant SGA 

skyrėsi nuo augimo ant mLNA: kolonijos buvo maţos (skersmuo apie 0,3 mm, 

lyginant su 2–3 mm kolonijomis, suformuojamomis ant mLNA) (4 ir 5 pav.). 
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Siekiant nustatyti ar šios mielės gali išgyventi be papildomo lipidų šaltinio 

ilgesnį laiko tarpą, atlikti keturi persėjimai nuo SGA ant SGA terpės penkių 

dienų intervalais. Be to, nustatyta, kad kamienai geba augti Saburo gliukozės 

buljone: po penkių dienų inkubacijos 32 
o
C SGB ir persėjimo ant SGA 

kamienai suformavo maţas, 0,3 mm skersmens kolonijas. 

 

  

 

4 pav. M. furfur kamieno M47 

kolonijų dydis ant mLNA agaro po 5 

dienų inkubacijos 32 
o
C. Skalė 1,5 

mm. 

 

5 pav. M. furfur kamieno M47 

kolonijų dydis ant SGA agaro po 5 

dienų inkubacijos 32 
o
C. Skalė 1,5 

mm. 

 

 

3.1.2 Malassezia restricta netipinio kamieno identifikavimas klasikiniais 

mikrobiologiniais metodais 

 

Po penkių dienų inkubavimo 32 
o
C temperatūroje ant mLNA mitybinės 

terpės M. restricta netipinis kamienas suformavo baltas, 8–15 dienų 

laikotarpyje įgaunančias šviesiai gelsva atspalvį, 1,5–2 mm skersmens 

kolonijas lygiu paviršiumi. Mikroskopuojant ląstelės buvo ovalios formos, 

matėsi monopoliarinis pumpuravimas siaurajame poliuje. Ląstelių skersmuo 

siekė 2,2–3,8 × 4,1–5,7 µm (6 pav.).  
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6 pav. M. restricta kamieno M8 

vegetatyvinės ląstelės. Skalė 2 μm. 

  

Augimas buvo įvertintas ant mitybinių terpių, kuriose vieninteliu lipidų 

šaltiniu naudoti tvinai 20, 40, 60 arba 80. Terpėje su kremoforu EL ir SGA be 

papildomų lipidų neaugo. Kolonijos pasiţymėjo silpnai teigiama katalazės 

reakcija. Eskulino neskaldė. Kamienai nesintetino fluorochromų ir pigmentų 

terpėje, kurioje triptofanas naudotas kaip vienintelis azoto šaltinis. Kolonijos 

augo 37 
o
C temperatūroje, bet neaugo 40 

o
C. Keturiolikos Malassezia rūšių ir 

keturių netipinių Malassezia kamienų pagrindinės fiziologinės savybės 

nurodytos 7 lentelėje. 
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7 lentelė. Malassezia rūšių ir keturių netipinių Malassezia kamienų pagrindinės fiziologinės savybės. 

Rūšys Augimas 

ant SGA 

Tvinas 

20 

Tvinas 

40 

Tvinas 

60 

Tvinas 

80 

Kremofo

ras EL 

Katalazė ßGliukozida

zė 

Pigmentų 

gamyba 

Augimas 

37 
o
C 

Augimas 

40 
o
C 

M. caprae
a 

M. cuniculi
b
 

M. dermatis
c 

M. equina
a 

M. furfur
d 

M. globosa
d 

M. japonica
e 

M. nana
f 

M. obtusa
d 

M. pachyder.
d 

M. restricta
d 

M. slooffiae
d 

M. sympod.
d 

M. yamatoen.
g 

M.47,M.54,M.235 

M.8 

– 

– 
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– 
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+: teigiama reakcija; –: neigiama reakcija; w: silpna reakcija; ?: nėra duomenų. 

a
  Cabañes ir kt., 2007; 

b
 Cabanes irk t., 2011a; 

c
 Sugita ir kt., 2002; 

d
 Guého ir kt., 1996; 

e
 Sugita ir kt., 2003; 

f
 Hirai ir kt., 2004; 

g
 Sugita ir kt., 2004.
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3.1.3 Netipinių Malassezia kamienų identifikavimas molekuliniais 

metodais 

 

Filogenetiniuose medţiuose, sukonstruotuose naudojant kaimynų 

apjungimo metodą, netipinių M. furfur kamienų didţiojo rRNR subvieneto 

D1/D2 domenų ir rRNR genų ITS1 ir ITS2 regionų sekos susigrupavo viename 

klasteryje su tipinio M furfur CBS 1878
T
 kamieno sekomis (šakų patikimumas 

sudarė atitinkamai 95 % ir 99 %), o M. restricta izoliato M8 sekos – su tipinio 

M. restricta CBS 7877
T
 sekomis (šakų patikimumas 100 % ir 99 %) (7 ir 8 

pav.).  

 

7 pav. Filogenetinis medis, sudarytas iš netipinių Malassezia kamienų ir kitų 

Malassezia genties atstovų D1/D2 26S rRNR geno sekų. 

Cryptococcus neoformans CBS 132
T
 seka panaudota kaip išorinė grupė. Genų 

sekų banko registracijos numeriai pateikti skliausteliuose. Medis sukonstruotas 

naudojant kaimynų apjungimo metodą. Medţio patikimumas apskaičiuotas 

kiekvienai šakai atskirai (bootstrap‘o metodika). Šakų išsiskyrimo taškuose 

pateiktos atitikimo kriterijaus vertės (%). Evoliuciniai nuotoliai apskaičiuoti 

didţiausios tikimybės metodu. 

 

26S regiono sekų panašumas tarp tirtų kamienų M47, M54, M 235 ir 

tipinio M furfur CBS 1878
T
 buvo atitinkamai 99,3 %, 98,9 % ir 99,5 %, o M8 
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kamieno su tipinio M. restricta CBS 7877
T
 – 97,8 %. ITS-5,8S regiono sekų 

panašumas tarp M47, M54, M 235 ir tipinio M furfur CBS 1878
T
 kamieno 

sudarė atitinkamai 97,9 %, 98,2 % ir 98,5 %, o M8 kamieno su tipinio M. 

restricta CBS 7877
T
 – 73 %. Filogenetinės analizės būdu nustatyta, kad sekų 

skirtumai tarp išskirtų netipinių M. furfur ir tipinio M. furfur kamieno 

neperţengia variacijos (≤3 %), stebimos tarp tos pačios rūšies atstovų ribų, 

todėl izoliatai M47, M54 ir M235 identifikuoti kaip nuo lipidų nepriklausantys 

M. furfur. Sekų skirtumai tarp tipinio M. restricta kamieno ir netipinio M. 

restricta buvo didesni uţ rūšies viduje stebimą sekų variaciją. Darbo metu 

išskirtas atipinėmis fiziologinėmis savybėmis pasiţymintis M. restricta 

kamienas gali būti naujos rūšies atstovas. 

 

8 pav. Filogenetinis medis, sudarytas iš netipinių Malassezia kamienų ir kitų 

Malassezia genties atstovų ITS1-5,8S-ITS2 rRNR geno sekų. 

Cryptococcus neoformans CBS 132
T
 seka panaudota kaip išorinė grupė. Genų 

sekų banko registracijos numeriai pateikti skliausteliuose. Medis sukonstruotas 

naudojant kaimynų apjungimo metodą. Medţio patikimumas apskaičiuotas 

kiekvienai šakai atskirai (bootstrap‘o metodika). Šakų išsiskyrimo taškuose 

pateiktos atitikimo kriterijaus vertės (%). Evoliuciniai nuotoliai apskaičiuoti 

didţiausios tikimybės metodu  
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3.2 Mielių rūšių paplitimas ir pasiskirstymas ant atopinio dermatito 

paţeistos odos 

 

Nuo AD paţeistos odos paimti mikrobiologiniai pasėliai suskirstyti į 

keturias grupes pagal AD paţeistas kūno vietas ir asmens amţių (6 lentelė, 40 

psl.). 

Iš viso mielės uţaugo 89-iuose (36,9 %) iš 241 paimtų mėginių. 

Klasikiniais ir molekuliniais identifikavimo metodais nustatyta, kad išauginti 

kamienai priklausė trims gentims: Candida, Malassezia ir Rhodotorula. 

Candida genties mikroorganizmai sudarė dominuojančią daugumą, jie 

buvo išskirti iš 66 mėginių (27,4 %). Tik 16 pasėlių (6,6 %) išaugo Malassezia 

genčiai priklausančios mielės. R. rubra nustatyta 7 atvejais (2,9 %). Visose 

keturiose mėginių grupėse daţniausiai išskirtos mielių rūšys buvo: C. famata, 

C. pelliculosa, C. parapsilosis ir M. furfur. Dominuojanti rūšis abiejose 

amţiaus grupėse – C. famata, identifikuota 26,5 % atvejų vaikų amţiaus 

grupėje ir 25,5 % atvejų suaugusiųjų amţiaus grupėje. Kitos mielių rūšys 

išskirtos 0 % – 17 % daţniu pasėliuose, paimtuose nuo vaikų odos, ir 0 % – 

23,6 % daţniu mėginiuose, paimtuose nuo suaugusiųjų odos. 

Nustatyta, kad suaugusių asmenų AD paţeista oda du kartus daţniau yra 

kolonizuota mielėmis negu vaikų (P < 0,0001) (9 pav.). 

 
9 pav. Mielių rūšių paplitimas ant AD paţeistos odos vaikų (2–16 metų 

amţiaus; n=132) ir suaugusių (16–65 metų amţiaus; n=109) amţiaus grupėse. 
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Taip pat nustatytas Malassezia ir Candida genties mielių pasiskirstymo 

skirtingose kūno dalyse priklausomybė: Malassezia genčiai priklausančių 

mielių daugiausiai išskirta iš mėginių, paimtų nuo AD paţeistos veido, kaklo ar 

liemens odos (P = 0,0047), tuo tarpu kai Candida mielės daţniausiai 

kolonizavo rankas ir kojas (P = 0,0029) (10 pav.). 

 
10 pav. Candida ir Malassezia rūšių paplitimas ant odos, priklausomai nuo AD 

paţeistos kūno vietos. 

 

 

Iš mikrobiologinių pasėlių, paimtų nuo AD paţeistos vaikų odos, išskirtos 

Malassezia rūšys sudarė maţumą (aptiktos 2 mėginiuose), o Candida rūšys – 

daugumą (išskirtos 28 atvejais). Lyginant mielių pasiskirstymą ant kūno vaikų 

amţiaus grupėje, pastebėta, kad rankos ir kojos yra kolonizuojamos daţniau 

(67,6 %), lyginant su veidu, kaklu ir liemeniu (32,4 %) (11 pav.). 
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11 pav. Mielių rūšių paplitimas ant AD paţeistos vaikų odos. 

I grupė: mėginiai imti nuo rankų ir kojų. 

II grupė: mėginiai imti nuo veido, kaklo ir liemens. 

 

Suaugusiųjų amţiaus grupėje mielės išskirtos iš 50,5 % mėginių. Candida 

rūšys identifikuotos 38 mėginiuose, paimtuose nuo suaugusių asmenų AD 

paţeistos odos. Malassezia mielės išskirtos 14, o R. rubra – 3 atvejais. Šioje 

amţiaus grupėje mielių paplitimas ant kūno buvo tolygus: rankos ir kojos 

kolonizuotos 50 %, o veido, kaklo ir liemens oda – 51 % atvejų. Mielių genčių 

pasiskirstymas ant kūno buvo toks: Candida rūšys dominavo ant rankų ir kojų 

(65,8 %), o Malassezia – ant veido, kaklo ir liemens (85,7 %) (12 pav.). 

12 pav. Mielių rūšių paplitimas ant AD paţeistos suaugusių ţmonių odos. 

III grupė: mėginiai imti nuo rankų ir kojų. 

IV grupė: mėginiai imti nuo veido, kaklo ir liemens. 
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Kontroliniai mikrobiologiniai pasėliai išsėti į tokias pačias mitybines 

terpes ir auginti tomis pačiomis sąlygomis, kaip ir pasėliai, paimti nuo AD 

sergančių ţmonių odos. Nuo AD nesergančių ţmonių odos paimtuose 

mėginiuose mielės neišaugo.  

 

3.3 Specifinių IgE antikūnų, nukreiptų prieš Candida rūšis ir Rhodotorula 

rubra, nustatymas atopiniu dermatitu sergančių asmenų kraujo serume 

 

Prieš tirtas mieles nukreiptų specifinių IgE antikūnų nustatymui AD 

sergančių ţmonių kraujo serume naudoti imunofermentinės analizės ir tėkmės 

citometrijos metodai. 

 

3.3.1 Specifinių IgE antikūnų, nukreiptų prieš Candida rūšis ir 

Rhodotorula rubra, nustatymas imunofermentiniu metodu 

 

Siekiant nustatyti, ar nuo AD paţeistos odos išskirtos mielės gali sukelti 

specifinių IgE antikūnų gamybą, atlikta imunofermentinė analizė. 

Eksperimentui atrinktos septynios mielių rūšys: C. famata; C. pelliculosa; C. 

parapsilosis; C. quilliermondii, R. rubra, tipinės ir netipinės M. furfur, bei 

netipinė M. restricta. Pagaminti šių mielių ekstraktai darbe naudoti kaip 

antigenai. 

Eksperimento pradţioje tirti serumai buvo suskirstyti į dvi grupes: vieną 

grupę sudarė kraujo serumai, paimti iš AD sergančių asmenų, kitą – serumai, 

paimti iš AD nesergančių, ţmonių. Toks skirstymas atliktas tikintis nustatyti 

koreliaciją tarp bendro IgE antikūnų ir specifinių IgE antikūnų, nukreiptų prieš 

mielių ekstraktus, kiekio serume. Buvo iškelta prielaida, kad kuo didesnis 

bendras serume esančių IgE antikūnų kiekis, tuo didesnė tikimybė, kad jis 

reaguos su mielių ekstraktais. 13 paveiksle pavaizduota prieš tirtus mielių 

ekstraktus nustatytų specifinių IgE antikūnų kiekio priklausomybė nuo bendro 

serume esančių IgE antikūnų kiekio. Iš jame išsidėsčiusių duomenų matyti, kad 
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koreliacija tarp šių dviejų dydţių neaptikta: didţiausią kiekį bendrų IgE 

antikūnų turintys serumai silpnai reagavo su tiriamais mielių ekstraktais. 

 

13 pav. Koreliacijos tarp bendro IgE antikūnų kiekio ir specifinių IgE 

antikūnų, nukreiptų prieš mielių ekstraktus, kiekio AD pacientų kraujo serume 

analizė. 

 

Aiškinantis, kas tarpusavyje sieja specifinius IgE antikūnus prieš tirtus 

mielių ekstraktus turinčius serumus, pastebėta, kad juose visuose taip pat yra 

specifinių antikūnų prieš namų dulkių erkių D. pteronyssinus ir D. farinae 

alergenus D1 ir D2 (kaip nustatyta Immulite
®

 2000 3GAllergy
TM

). Remiantis 

šiuo pastebėjimu, serumai suskirstyti į tris grupes: serumus, turinčius 

specifinius IgE antikūnus prieš D1/D2 alergenus; serumus, neturinčius 

specifinių IgE antikūnų prieš D1/D2 alergenus ir kontrolinius serumus, paimtus 

iš AD nesergančių ţmonių. 

Analizuojant imunofermentinės analizės rezultatus nustatyta, kad IgE 

antikūnus prieš D1/D2 alergenus turintys serumai taip pat turi specifinių IgE 

antikūnų, nukreiptų prieš keturis tirtus mielių ekstraktus. Dauguma šių serumų 

reagavo ne su vienu, bet su keliais mielių ekstraktais: 47 % tirtų serumų turėjo 
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specifinius IgE antikūnus, nukreiptus prieš tris tirtas rūšis, o 42 % serumų 

reagavo su visais keturiais mielių ekstraktais. Šie rezultatai leido daryti išvadą, 

kad tirtuose mielių ekstraktuose buvo heterogeninių – identiško specifiškumo 

kryţmiškai reaguojančių skirtingų mielių rūšių – antigenų. Kontrolinę grupę 

sudarantys serumai specifinių IgE antikūnų prieš tirtas mieles neturėjo. 

Lyginant rezultatus tarp serumų grupių nustatyta, kad silpniausias atsakas ir 

maţiausi skirtumai IgE surišime pasireiškia C. famata atveju (14 pav.). 

 

 

14 pav. Imunofermentinės analizės metodu nustatyti specifiniai IgE antikūnai, 

nukreipti prieš keturių mielių rūšių ekstraktus AD sergančių pacientų kraujo 

serume. 

***Skirtumai tarp dviejų grupių P < 0,001 (Mann-Whitney U testas) 

D1/D2 neigiama grupė sudaryta iš serumų, neturinčių specifinių IgE 

antikūnų prieš D. pteronyssinus ir D. farinae (<0,35 kU/l); 

D1/D2 teigiama grupė sudaryta iš serumų, turinčių specifinius IgE 

antikūnus, nukreiptus prieš namų dulkių erkes (>0,7 kU/l); 

Kontrolinė grupė sudaryta iš AD nesergančių ţmonių serumų. 
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Mann-Whitney U testas naudotas rezultatams tarp grupių palyginti. 

Statistiškai patikimai nustatytas specifinių IgE antikūnų, nukreiptų prieš tirtų 

mielių ekstraktus buvimas serumuose, turinčiuose antikūnus prieš D1/D2 

alergenus, lyginant su kontrolinės grupės serumais (P < 0,0001 R. rubra, C. 

pelliculosa, C. guilliermondii; P = 0,0003 C. famata). Taip pat statistiškai 

patikimi skirtumai nustatyti tarp turinčių specifinius IgE antikūnus, nukreiptus 

prieš D1/D2 alergenus ir jų neturinčių serumų grupių: P < 0,0001 R. rubra, C. 

pelliculosa ir C. guilliermondii. 

Mielių ekstraktai, paruošti iš C. parapsilosis, tipinių bei netipinių M. 

furfur ir netipinio M. restricta kamienų, nereagavo su tiriamais serumais. 

Tolimesniuose tyrimuose jie nenaudoti. 

 

3.3.2 Specifinių IgE antikūnų, nukreiptų prieš Candida rūšis ir 

Rhodotorula rubra, nustatymas tėkmės citometrijos metodu 

 

Imunofermentinėje analizėje naudoti mielių ekstraktai sudaryti iš visų 

ląstelės baltymų. Tiriamuose serumuose nustatyti specifiniai IgE antikūnai 

galėjo būti nukreipti prieš mielių viduląstelinius arba ląstelės paviršiuje 

esančius baltymus. Tėkmės citometrijos metodas naudotas siekiant nustatyti ar 

mielių paviršiuje yra antigenų, gebančių surišti IgE antikūnus. 

Tėkmės citometrijos metodu tirtos mielių rūšys, iš kurių paruošti mielių 

ekstraktai surišo tiriamuose serumuose esančius specifinius IgE antikūnus. 

Mielių ląstelės inkubuotos su tiriamais serumais ir su fluorochromu ţymėtais 

antriniais antikūnais (Anti-IgE Pe Cy5). 15 paveiksle pavaizduotų histogramų 

y ašyje paţymėtas ląstelių skaičius, o x ašyje – fluorescencijos intensyvumas, 

kuris šiuo atveju reiškia ląstelių membranoje ekspresuojamus paviršinius 

antigenus. Kuo fluorescencijos intensyvumas didesnis, tuo didesnė paviršinių 

antigenų ekspresija. Histogramose nurodytų maksimalios fluorescencijos 

intensyvumo (MFI) reikšmės nesiskiria tarp tirtų serumų grupių. Gauti 

rezultatai leido daryti išvadą, kad tirtos mielės neekspresuoja paviršinių IgE 

antikūnus surišančių antigenų. Imunofermentinės analizės metu tirtuose 
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serumuose nustatyti specifiniai IgE antikūnai buvo nukreipti prieš 

viduląstelinius mielių baltymus. 

 
15 pav. Keturių mielių rūšių paviršinių antigenų, surišančių specifinius IgE 

antikūnus, ekspresijos įvertinimas tėkmės citometrijos metodu. 

MFI – maksimalus fluorescencijos intensyvumas. 

Neigiamai kontrolei vietoje tiriamų serumų naudotas FACS buferis. 
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3.4 Kryţminių reakcijų tarp trijų Candida rūšių ir Rhodotorula rubra 

mielių ekstraktų nustatymas 

 

Imunofermentinės analizės metodu nustatyta, kad dauguma tirtų serumų 

turėjo specifinių IgE antikūnų, nukreiptų prieš kelių mielių rūšių ekstraktus. 

Tokie rezultatai galėjo būti dėl: serumuose esančių kiekvienai tirtai mielių 

rūšiai specifinių IgE antikūnų; kryţminių reakcijų tarp identiškų antigenų – 

tiriamuose serumuose esančių IgE antikūnų, nukreiptų prieš visose tirtose 

mielėse esantį baltymą; tiriamuose serumuose esančių tiek kiekvienai mielių 

rūšiai, tiek vienam baltymui specifinių IgE antikūnų. 

Siekiant įvertinti numanomą kryţminį antigeniškumą tarp keturių mielių 

rūšių atlikta konkurentinė imunofermentinė analizė. Tiriamieji serumai 

praskiesti iš skirtingų mielių rūšių pagamintais ekstraktais (inhibuojantys 

skystosios fazės antigenai) ir po 24 val. inkubacijos periodo perkelti į 

mikroplokštelės šulinėlius, padengtus tais pačiais mielių ekstraktais (kietosios 

fazės antigenai). Specifinių IgE antikūnų surišimo inhibicija pateikta dešimtoje 

lentelėje. C. guilliermondii skystosios fazės antigenai inhibavo serume esančių 

specifinių IgE antikūnų jungimąsi prie kietosios fazės C. famata ir C. 

pelliculosa mielių antigenų. C. pelliculosa skystosios fazės antigenai ţymiai 

sumaţino IgE antikūnų jungimąsi prie R. rubra baltymų, o R. rubra skystosios 

fazės antigenai šiek tiek inhibavo IgE antikūnų surišimą C. pelliculosa 

kietosios fazės antigenais. Šie rezultatai leido daryti išvadą, kad C. 

guilliermondii mielių ekstrakte buvo baltymų, turinčių tokius pačius arba 

panašius epitopus, kaip ir baltymai, esantys iš C. famata bei C. pelliculosa 

rūšių paruoštuose ekstraktuose. C. pelliculosa ir R. rubra mielių ekstraktuose 

taip pat buvo identiško specifiškumo antigenų (8 lentelė). 
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8 lentelė. Specifinių IgE antikūnų jungimosi prie kietosios fazės antigenų 

kryţminė inhibicija (%). 

Kietosios fazės 

antigenas 

Skystosios fazės antigenas 

C. guilliermondii C. famata 

 

C. pelliculosa 

 

R .rubra 

 

C. guilliermondii 40±11,3 167,5±13 130±8 100±1 

C. famata 55±4 152±12 129±5 120,5±2 

C. pelliculosa 40±7 106,5±9 96,5±12 63±9 

R. rubra 104,5±4 123,5±5 22±18 51±21 

Pateikti dviejų eksperimento pakartojimų duomenys: vidutinis OT ± 

standartinis nuokrypis.  

 

Konkurentinės imunofermentinės analizės rezultatai leido daryti išvadą, 

kad tiriamuose serumuose buvo specifiniai IgE antikūnai, nukreipti prieš 

kryţmiškai reaguojančius mielių antigenus. 

 

3.5 Kryţminių reakcijų tarp Candida pelliculosa mielių ekstrakto ir namų 

dulkių erkių D1 ir D2 alergenų nustatymas  

 

Immulite
®
 inhibicinės analizės metodu buvo tirtos numanomos kryţminės 

reakcijos tarp keturių mielių rūšių ekstraktų ir dviejų namų dulkių erkių 

alergenų D1 (D. pteronyssinus) ir D2 (D. farinae). 

Tiriamų serumų mišinys skiestas su kiekvienu mielių ekstraktu atskirai 

(skystosios fazės antigenai) ir inkubuotas mikroplokštelės šulinėlyje, 

padengtame atitinkamai tokiu pačiu mielių ekstraktu (kietosios fazės 

antigenai). Šis pirminis inkubavimas atliktas siekiant adsorbuoti prieš mieles 

nukreiptus specifinius IgE antikūnus (prijungiant juos prie kietosios fazės 

antigenų) ir (arba) blokuoti prieš mieles nukreiptų specifinių IgE antikūnų 

epitopus (antikūnams susijungiant su skystoje fazėje esančiais antigenais). 

Nustatyta, kad iš keturių tirtų mielių ekstraktų tik C. pelliculosa 

ekstraktas inhibavo specifinių IgE antikūnų jungimąsi prie D1 (63,4 %) ir D2 
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(71 %) alergenų. Kitų mielių rūšių ekstraktai visiškai neinhibavo IgE antikūnų 

surišimo (16 pav.). 

 

16 pav. IgE antikūnų jungimosi prie namų dulkių erkių D1 (D. pteronyssinus) 

ir (D2) D. farinae alergenų inhibicija keturių mielių rūšių ekstraktais. 

 

Kryţminei inhibicijai tarp C. pelliculosa baltymų ir namų dulkių erkių 

alergenų nustatyti atrinkta dešimt serumų, turinčių specifinių IgE antikūnų, 

nukreiptų prieš D1/D2 alergenus ir prieš C. pelliculosa mielių ekstraktą. 

Analizuojant Immulite
®

 inhibicinės analizės rezultatus nustatyta, kad po 

pirminio serumų inkubavimo su C. pelliculosa mielių ekstraktu aštuoniuose iš 

dešimties tirtų serumų sumaţėjo specifinių IgE antikūnų prieš D1 ir D2 

alergenus surišimas (17 pav.). Specifinių IgE antikūnų jungimosi prie D1 

alergeno inhibiciją (%) sudarė 73,0 ± 23,8 (vidutinė reikšmė ± standartinis 

nuokrypis), o D2 alergeno – 82,4 ± 11,3. Svarbu paţymėti, kad visų tirtų 

serumų atveju buvo inhibuotas jungimasis prie abiejų alergenų (D1 ir D2) arba 

nė prie vieno. Statistinei analizei naudojant neparametrinį Sperman‘o 

koreliacijos metodą nustatyta, kad statistiškai reikšminga yra inhibicijos 
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koreliacija tarp D1 ir D2 antigenų (r = 0,669, P = 0,03). Gauti rezultatai leido 

daryti išvadą, kad C. pelliculosa antigenai ir namų dulkių erkių alergenai gali 

turėti panašius epitopus. 

 
17 pav. Specifinių IgE antikūnų, nukreiptų prieš D1 ir D2 alergenus surišimo 

inhibicija (%) po pirminės serumų inkubacijos su C. pelliculosa ekstraktu. 

100 % atitinka reikšmes, gautas serumus praskiedus ir inkubavus su PBS 

(vietoje mielių ekstrakto). 
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4. REZULTATŲ APTARIMAS 

 

Šiame darbe išskirti ir identifikuoti trys netipinėmis fiziologinėmis 

savybėmis pasiţymintys M. furfur kamienai. Kaip minėta aukščiau, Malassezia 

genčiai šiuo metu priskiriama keturiolika rūšių. Visos jos yra lipofilinės 

prigimties. Manoma, kad Malassezia lipidų poreikis yra susijęs su šių mielių 

ekologine niša, kadangi jos daţniausiai išskiriamos nuo ţmonių odos. Lipidų 

poreikis sietinas ir su jų išskiriamais virulentiškumo faktoriais, tokiais kaip 

lipazės ar fosfolipazės. Kai kurių autorių nuomone, šie fermentai dalyvauja 

patogeniškumą lemiančiuose mechanizmuose (Brunke, Hube, 2006; Cafarchia, 

Otranto, 2004; DeAngelis ir kt., 2005, 2007; Pini, Faggi, 2011). M. 

pachydermatis rūšies mielės laikomos nereikliausiomis tarp genties atstovų ir 

paprastai apibrėţiamos kaip „nuo lipidų nepriklausomos“, bet jos gali būti 

kultivuojamos tik peptonu (jo sudėtyje yra trumpų grandinių riebalų rūgščių) 

praturtintoje mitybinėje terpėje (t.y, Saburo mitybinėje terpėje) (Batra ir kt., 

2005). Atlikus M. globosa ir M. restricta rūšims priklausančių mielių genomų 

sekoskaitą paaiškėjo, kad lipofiliškumas priklauso nuo to, kad jos neturi riebalų 

rūgščių sintazę koduojančio geno (Xu ir kt., 2007). Metabolizmo defektą 

kompensuoja didelis genų, koduojančių ekstraląstelines hidrolazes, kiekis. 

Nustatyta, kad Malassezia genčiai priklausančios mielės išskiria daugiau kaip 

50 skirtingų baltymų, iš kurių 8 yra lipazės, o 3 – fosfolipazės. Šių fermentų 

sintezė priklauso nuo aplinkoje esančių lipidų (Xu ir kt., 2007). Atsiţvelgiant į 

tai, kad lipofiliškumas yra šios genties mielėms būdinga genetiškai 

determinuota fiziologinė savybė, išskirti M. furfur kamienai, kurių augimas 

nepriklauso nuo aplinkoje esančių lipidų, yra sistematiniu – biologiniu poţiūriu 

vertinga medţiaga. 

Unikaliu Malassezia genties atstovų poreikiu gauti lipidus iš aplinkos 

remiasi ir šių mielių klasifikacijos sistema, kuri taikoma izoliatams 

identifikuoti iki rūšies lygmens. Ši sistema naudojama laboratorijose iki šiol, 

bet per pastaruosius dešimt metų Malassezia genčiai priskiriamų rūšių skaičius 

padvigubėjo, todėl darosi vis sudėtingiau apibūdinti kamieną iki rūšies 
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remiantis gebėjimu utilizuoti penkis lipidus. Be to, literatūroje daugėja 

duomenų apie išskirtus įvairioms Malassezia rūšims priklausančių mielių 

kamienus, pasiţyminčius tai rūšiai nebūdingomis fiziologinėmis savybėmis. 

Daţniausiai šios savybės būna susijusios su netipiška polisorbato junginių 

(tvinų) asimiliacija (Crespo ir kt., 2000; Gonzalez ir kt., 2009; Kaneko ir kt., 

2007). Mūsų darbe taip pat ne visus išskirtus Malassezia genties kamienus 

pavyko identifikuoti vien klasikiniais mikrobiologiniais metodais.  

M. furfur kultivavimo poţiūriu laikoma viena iš nereikliausių lipofilinių 

rūšių, kadangi bet koks lipidų šaltinis skatina jos dauginimąsi. Tačiau 

sėkmingam jos kultivavimui ant Saburo agarizuotos mitybinės terpės būtina 

terpę praturtinti alyvuogių aliejumi arba oleino rūgštimi (Batra ir kt., 2005). 

Mūsų darbo metu išskirti M. furfur mielių kamienai augo ant standartinės 

sudėties Saburo agarizuotos terpės pakankamai ilgai (atlikti keturi persėjimai 

nuo SGA ant SGA kas penkios dienos). Reikėtų pabrėţti tą faktą, kad nors 

literatūroje daugėja duomenų apie išskirtus netipinėmis fiziologinėmis 

savybėmis pasiţyminčius Malassezia genčiai priklausančių mielių izoliatus, 

visi jie išlieka priklausomi nuo išorinio lipidų šaltinio. Netipiškumas 

aprašomas kaip neasimiliavimas ar asimiliavimas lipidų, kurių nenaudoja 

referentiniai rūšies kamienai. M. pachydermatis, kuri yra vienintelė nuo lipidų 

nepriklausoma genties atstovė, atveju netipiškumas aprašytas kaip 

nesugebėjimas augti mitybinėje terpėje, nepraturtintoje riebalų rūgštimis. 

M. furfur rūšies mielės priklauso ţmonių odos saprofitinei mikroflorai, 

tačiau literatūros duomenimis šiai rūšiai priklausantys kamienai yra išskirti iš 

įvairių mėginių, paimtų nuo šunų, arklių, galvijų, šikšnosparnių ir, netgi, nuo 

ligoninės grindų (Cafarchia ir kt., 2007; Crespo ir kt., 2000, 2002; Gandra ir 

kt., 2008; Tanaka ir kt., 2001). Lyginant įvairių mokslinių grupių atliktus 

darbus, pastebima, kad M. furfur rūšies atstovai pasiţymi dideliu genotipiniu 

variabilumu. Aprašyti skirtingi genotipai siejami su išskirtų izoliatų geografine 

kilme, ţmogaus, nuo kurio odos paimtas mėginys, amţiaus, kūno vietos ar 

odos susirgimo pobūdţio, bei šeimininko (t.y. nuo ţmogaus ar gyvūno buvo 
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išskirtas kamienas) (Castella ir kt., 2005; Gaitanis ir kt., 2009; Gandra ir kt., 

2006; Takahata ir kt., 2007).  

Literatūroje yra aprašyti nuo lipidų priklausomi M. pachydermatis rūšies 

mielių kamienai, nesugebantys augti ant Saburo agarizuotos mitybinės terpės. 

Nors ši rūšis laikoma nepriklausoma nuo aplinkoje esančių lipidų šaltinio, 

minėti kamienai augo tik mitybinėse terpėse, kurių sudėtyje buvo ilgagrandţių 

(C12 – C24) riebalų rūgščių (Bond, Anthony, 1995; Cafarchia ir kt., 2007; 

Duarte ir kt., 2002). M. pachydermatis rūšiai priklausančios mielės daţniausiai 

išskiriamos nuo gyvūnų, bet aprašytas atvejis, kai ši rūšis buvo išskirta kaip 

komensalinis mikroorganizmas nuo gyvūnus (t.y. šunis) laikančių ţmonių odos 

(Morris, 2005). Kai kurių autorių nuomone, išskirti nuo lipidų priklausomi M. 

pachydermatis rūšies kamienai galėjo būti adaptacijos prie kito šeimininko (t.y. 

prisitaikant gyventi ne ant gyvūno, bet ţmogaus odos) stadijoje, kurios metu 

didėja jų priklausomumas nuo egzogeninių lipidų (Cafarchia ir kt., 2007). 

Mūsų darbe išskirti netipinėmis fiziologinėmis savybėmis pasiţymintys 

Malassezia genties mielių kamienai galėjo būti adaptacijos prie aplinkos 

sąlygų stadijoje. Fenotipinis ir genotipinis variabilumas būdingas 

mikroorganizmams, kurie infekcijos metu ekspresuoja genus, dalyvaujančius 

kolonizacijoje ir patogeniniame procese, t.y. su šeimininkų infekavimo 

strategija. Aprašyta, kad C. albicans mielės, kurios priklauso ţmogaus 

gleivinių normaliai mikroflorai, pasikeitus aplinkos sąlygoms (pav., 

imunosupresijos atveju), gali sukelti infekcijas ekspresuodama virulentiškumo 

faktorius koduojančius genus. Reaguojant į aplinkos signalus išsivystė 

adaptacijos prie šeimininko mechanizmas, kurio metu perjungiami įvairūs 

metabolitiniai keliai, siekiant uţsitikrinti mitybinių medţiagų prieinamumą. 

Aprašyta, kad Candida genčiai priklausančiose mielėse egzistuoja koreliacija 

tarp fenotipo ir metabolizmo variabilumų, taip prisitaikant prie maisto 

medţiagų prieinamumo (Lan ir kt., 2002; Staib ir kt., 2001). Adaptacijos prie 

šeimininko teorija iškelta Candida mielių atveju, bet, mūsų nuomone, galima 

pritaikyti ir Malassezia genčiai priklausančioms mielėms. Šios dvi gentys yra 

filogenetiškai tolimi ţmogaus komensaliniai mikroorganizmai ir oportunistiniai 
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patogenai, bet, išanalizavus genomų sekoskaitos rezultatus paaiškėjo, kad M. 

globosa ir C. albicans rūšių genome yra panašias ekstraląstelines hidrolazes 

koduojantys genai. Ţinoma, kad patogeninių grybų išskiriami fermentai yra 

svarbūs jų invazijai ir išplitimui pas šeimininką, todėl peršasi išvada, kad 

ekstraląstelinės lipazės, fosfolipazės ir lipoksigenazės dalyvauja Malassezia 

genties mielių patogeniškumo mechanizme. Eksperimento autoriai iškėlė 

hipotezę, kad vienodų šeimų genų buvimas abejose gentyse susijęs su 

vienodomis jų funkcijomis mikroorganizmams kolonizuojant šeimininką ir 

ekspresuojant virulentiškumo faktorius koduojančius genus (Staib ir kt., 1999; 

Xu ir kt., 2007). Kai kurie autoriai teigia, kad Malassezia genties mielių 

išskiriamos lipazės susijusios su adaptavimusi prie ţmogaus odos: 

metabolizuoja aplinkoje esančius lipidus ir integruoja riebalų rūgštis į mielių 

ląstelių sieneles (DeAngelis ir kt., 2005; Tajima ir kt., 2008). Neseniai atliktų 

eksperimentų rezultatai patvirtino prielaidą, kad lipazės ir fosfolipazės gali 

veikti kaip virulentiškumo faktoriai, nes jas koduojantys genai stipriau 

ekspresuojami Malassezia genčiai priklausančių mielių kamienuose, 

išskirtuose nuo seborėjiniu dermatitu ar spalvotąja dedervine sergančių 

ţmonių, lyginant su sveikais ţmonėmis (Patino-Uzcategui ir kt., 2011). Taip 

pat manoma, kad odos paviršiuje esantys lipidai įtakoja Malassezia genčiai 

priklausančių mielių fenotipą, nes, kaip jau minėta, šios mielės geba tiesiogiai, 

be tolesnio metabolizmo, įterpti riebalų rūgštis į ląstelės lipidus. Fenotipinis 

perjungimas vyksta tarp komensalinio (arba imunosupresinio) ir patogeninio 

(arba imunostimuliacinio) būvių (Ashbee, Evans, 2002). Mūsų nuomone, pagal 

iš aplinkos gaunamus signalus Malassezia genties mielės reguliuoja įvairių 

lipazių ekspresiją ir taip optimaliai adaptuojasi prie aplinkos, t.y. lipazės 

dalyvauja tiek adaptacijos prie šeimininko, tiek patogeninio fenotipo 

mechanizme. Mūsų darbo metu nustatytos netipinės Malassezia mielių 

kamienų savybės gali būti tiesiog metabolizmo kelių perjungimas 

ekspresuojant alternatyvius genus, įvykęs dėl aplinkos sąlygų pasikeitimo ir 

organizmo perėjimo iš komensalinio į patogeninį būvį. Kaip minėta ankščiau, 

mielės mūsų tyrimo metu išskirtos nuo AD sergančių ţmonių odos. AD 
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paveiktai odai būdingi nieţtintys, uţdegiminiai odos ţidiniai. Gali būti, kad 

AD sergantys ţmonės, nuo kurių odos išskirti netipiniai Malassezia genties 

kamienai, vartojo vaistinius ar kosmetinius preparatus, kurie turėjo įtakos 

Malassezia mielių aplinkoje esančiai lipidų sudėčiai. Reaguojant į aplinkos 

signalus buvo perjungti metabolitiniai keliai siekiant uţsitikrinti mitybinių 

medţiagų prieinamumą. 

Malassezia genčiai priklausančių mielių gebėjimas grįţtamai perjungti 

fenotipą iš mielių į pseudohifų (septos neturi porų, todėl pavadinta 

pseudohifais) galėtų būti kaip pavyzdys, kad genų reguliacija oportunistiniuose 

mikroorganizmuose yra sudėtinga ir priklausoma ne nuo vieno, o nuo daugelio 

veiksnių. Viena iš pseudohifų funkcijų yra mikroorganizmo perkėlimas į 

gilesnius, daugiau maisto medţiagų turinčius odos sluoksnius, kur vėl 

įgaunama mielių morfologija ir formuojamos naujos kolonijos. 

Mikroskopuojant odos atplaišas, paimtas nuo spalvotąja dedervine sergančių 

ţmonių, daţnai matomi pseudohifai su didelėmis, apvaliomis mielių ląstelėmis 

(„spagečiai su mėsos kukuliais“) (Batra ir kt., 2005). M. globosa rūšies atstovai 

laikomi pagrindiniu spalvotosios dedervinės sukėlėju. Pirminėse kultūrose, 

paimtose nuo šia liga sergančių ţmonių odos, dar galima mikroskopuojant 

pamatyti pseudohifus, bet micelinis augimas šiai rūšiai niekada nebuvo 

indukuotas in vitro (Brand, 2012). Literatūros duomenimis, naudojant 

skirtingas strategijas tik trims mokslininkų grupėms pavyko iššaukti 

pseudohifų susidarymą. Vienu atveju mitybinė terpė buvo praturtinta glicerinu 

(Dorn, Roehnert, 1977). Tais pačiais metais publikuoti eksperimento rezultatai, 

teigiantys, kad hifų indukciją skatina cholesterolis ir cholesterolio esteriai 

(Porro ir kt., 1977). Dar po kelių metų publikuotas straipsnis, aprašantis 

micelio susidarymą kultūroje, kuri inkubuota padidinto anglies dioksido 

sąlygomis (Faergemann, Bernander, 1979). Kadangi visais atvejais naudotos 

skirtingos kultivavimo sąlygos, o šiuos eksperimentus pakartoti labai sunku, 

lieka neaišku, kokie konkrečiai veiksniai įtakoja Malassezia genties mielių 

fenotipo pasikeitimą. Be to, in vitro atliekami eksperimentai ne visada gali 

atkartoti sąlygas, susidarančias in vivo.  
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Kaip minėta aukščiau, lipofiliškumas Malassezia genčiai priklausančiose 

mielėse yra genetiškai nulemta fiziologinė savybė. M. globosa ir M. restricta 

rūšims priklausančių mielių genomų sekoskaitą atlikę mokslininkai aprašė, kad 

šios dvi mielių rūšys neturi riebalų rūgščių sintazės geno, bet paminėjo, kad 

vieno iš nuskaitytų genų seka labai panaši į gyvūnuose esančios riebalų rūgščių 

sintazės geno seką. Tolesnių tyrimų metu buvo padaryta išvada, kad tai gali 

būti poliketidsintazės geno seka, nes lyginant baltymų sekas paaiškėjo, kad 68 

iš 100 labiausiai panašių baltymų atlieka poliketidsintazių funkcijas. Daugelio 

kitų genų funkcijų nepavyko nustatyti (Xu ir kt., 2007). Kadangi mes 

išskyrėme netipinius M. furfur mielių kamienus, kurie geba bent kurį laiko 

tarpą išgyventi be iš aplinkos gaunamų lipidų, bandėme pagrįsti šią fiziologinę 

savybę literatūroje aprašytais duomenimis. M. globosa ir M. restricta yra 

stipriai priklausomos nuo lipidų, vienos iš reikliausių mitybiniu poţiūriu rūšys, 

kurios neauga nė ant vieno iš Malassezia genties mielių identifikavimui 

naudojamo lipidų šaltinio. Kaip minėta aukščiau, M. furfur rūšies kamienai yra 

labiausiai paplitę aplinkoje, lengviausiai kultivuojami laboratorinėmis 

sąlygomis, ir pasiţymintys dideliu genotipiniu variabilumu. Egzistuoja 

galimybė, kad ši rūšis sugeba pati susisintetinti lipidus, galbūt nedideliais 

kiekiais, kad išgyventų periodą, kai aplinkoje trūksta maisto medţiagų. 

Literatūroje nėra duomenų apie Malassezia genčiai priklausančių mielių 

gebėjimą kaupti lipidų atsargas ląstelėje. Jei šios genties atstovai yra visiškai 

priklausomi nuo aplinkoje esančių lipidų, evoliucijos eigoje turėjo išsivystyti 

mechanizmas, padedantis kurį laiką išgyventi mitybinių medţiagų trūkumo 

aplinkoje metu. Mūsų darbo metu išskirti netipiniai M. furfur rūšiai 

priklausantys kamienai augo lipidais nepraturtintose mitybinėse terpėse. 

Vienas iš galimų šios fiziologinės savybės paaiškinimų būtų alternatyvių 

metabolizmo kelių įjungimas ląstelėse ir (arba) sukauptų riebalų rūgščių 

atsargų panaudojimas.  

Atlikus M. globosa rūšiai priklausančių kamienų genomo sekoskaitą 

paaiškėjo, kad jame yra kryţminimosi genai. Filogenetiškai artimiausias 

Malassezia genčiai yra augalų patogenas Ustilago maydis. Ustilago rūšys turi a 
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lokusą, koduojantį feromonus ir feromonų receptorius, ir b lokusą, koduojantį 

homeodomeno transkripcijos faktorius. M. globosa rūšiai priklausančio 

kamieno genome aptikti genai yra analogiški a ir b lokusų genams. M. restricta 

rūšies kamienų genome taip pat aptiktos kelios homologinės kryţminimosi 

genams sekos (Xu ir kt., 2007). Kryţminimosi lokuse esantys genai yra labai 

konservatyvūs, net jei jie aptinkami grybuose, kuriems nebūdingas lytinis 

dauginimasis. Koduojančių sekų buvimas genome nėra įrodymas, kad geno 

seka yra teisingai transkribuojama ir transliuojama (Butler, 2010). Literatūroje 

duomenų apie Malassezia genčiai priklausančių mielių lytinį dauginimąsi nėra, 

bet kelių eksperimentų autoriai iškėlė prielaidas apie galimą keitimąsi genetine 

medţiaga. Aprašyta, kad tiriant M. pachydermatis rūšiai priklausančių kamienų 

baltymų polimorfizmą identifikuoti 27 elektroforetiniai tipai (elektromorfos), 

kurie sudarė penkias grupes. Grupės sutapo su izoliatų šeimininkais (gyvūnų 

rūšimis, nuo kurių išskirti tiriamieji kamienai). Dalinis atsitiktinis genotipų 

pasiskirstymas grupėse koreliavo su panašaus eksperimento, kuriame genetinis 

variabilumas tirtas analizuojant didţiojo rRNR subvieneto sekas, rezultatais. 

Remdamiesi įvairiais literatūros šaltiniais, autoriai tai aiškino genetinės 

medţiagos keitimusi tarp įvairių M. pachydermatis genetinių grupių (Midreuil 

ir kt., 1999). Tai, kad vienoje populiacijoje kai kurių Malassezia rūšių (t.y. M. 

pachydermatis bei M. furfur) kamienų ląstelės būna skirtingų dydţių ir formų, 

bei daugiau nei vieno genotipo ant šeimininko aptikimas taip pat aiškinamas 

skirtingu ploidiškumu, kas būdinga kitoms mielių rūšims (Guillot ir kt., 1997; 

Mittag, 1994). Literatūroje vis daţniau aprašomi netipinėmis savybėmis 

pasiţymintys kamienai, tokie kaip nuo lipidų priklausomi M. pachydermatis ar 

pleomorfiniai M. furfur variantai. Negalima atmesti galimybės, kad tarp 

Malassezia genčiai priklausančių mielių vyksta keitimasis genetine medţiaga, 

kas paaiškintų netipines mūsų darbe išskirtų M. furfur ir M. restricta kamienų 

savybes.  

Kaip jau minėta, pirmo ir antro nekoduojančių rRNR vidinių 

transkribuojamų intarpų regionų ITS1 ir ITS2 bei 26S rRNR geno variabilių D-

domenų (D1 ir D2) sekų analizė naudojama bazidiomicetinių mielių 
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identifikacijai. Laikoma, kad identiškas D1/D2 sekas turintys mielių kamienai 

priklauso vienai rūšiai (Fell ir kt., 2000). Kamienai, kurių D1/D2 regiono sekos 

skiriasi dviem ir daugiau nukleotidų, priklauso skirtingoms rūšims. Kai kurios 

skirtingoms gentims priklausančios mielės turi identiškas D1/D2 sekas (pvz., 

Cryptococcus magnus ir Filobasidium elegans). Tokių kamienų identifikacijai 

daţniausiai atliekama vidinių transkribuojamų intarpų sekoskaita ir sekų 

analizė. Daugumai bazidiomicetinių mielių galioja bendra taisyklė: kamienas 

priskiriamas atitinkamai rūšiai, jei jo ir referentinio rūšies kamieno ITS sekų 

panašumas ≥97 % (Cabanes ir kt., 2005; Makimura ir kt., 2000; Scorzetti ir kt., 

2002; Sugita ir kt., 1999). Literatūros duomenimis, lytiniu būdu daugintis 

gebančių mielių kamienų ITS ir D1/D2 DNR regionų sekos gali pasiţymėti 

didesniais skirtumais. Pavyzdţiui, Rhodosporidium genčiai priklausančių 

mielių kamienai priskiriami skirtingoms rūšims, jei jų ITS sekų panašumas 

sudaro ≤92 % (Hamamoto ir kt., 2002; Scorzetti ir kt., 2002). Mūsų darbo metu 

išskirto netipinio M. restricta rūšies kamieno ITS-5,8S DNR regiono sekos 

panašumas su tipinio M. restricta CBS 7877T kamieno atitinkama DNR seka 

buvo tik 73 %. Skirtumas tarp sekų pakankamai didelis, kad netipinį kamieną 

galima būtų priskirti naujai rūšiai. Tačiau daugėjant netiesioginių įrodymų apie 

keitimąsi genetine medţiaga tarp Malassezia genties mielių, reikėtų atlikti 

detalesnį tyrimą ir patikslinti genų sekų skirtumus, norint Malassezia mielių 

kamieną priskirti naujai rūšiai. 

Ankstesni epidemiologiniai tyrimai buvo paremti tik klasikinės 

mikrobiologijos metodais, tad skirstymas į rūšis rėmėsi tik kamienų 

morfologinėmis, fiziologinėmis ir biocheminėmis savybėmis. Molekuliniams 

metodams tapus prieinamiems ir maţose laboratorijose dirbantiems 

mokslininkams, dauguma atliktų epidemiologinių eksperimentų rezultatų 

remiasi vien DNR sekoskaitos duomenimis. Molekuliniais metodais gauti 

duomenys retai patvirtinami fenetiniais metodais, kadangi Malassezia genčiai 

priklausančios mielės yra sunkiai kultivuojamos (Paulino ir kt., 2006; Sugita ir 

kt., 2006; Tajima ir kt., 2008; Zhang ir kt., 2011). Egzistuoja galimybė, kad 

netipinių rūšių pasitaiko daţniau, bet jos nenustatomos, nes kamienų 
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identifikacijai naudojami vien klasikiniai mikrobiologiniai arba molekulinės 

biologijos metodai, o ne abu – papildantys vienas kitą. Didėjantis informacijos 

kiekis apie išskiriamus netipinius Malassezia genčiai priklausančių mielių 

kamienus gali reikšti, kad rūšies biologija yra svarbus kriterijus mielių 

sistematikoje, o vien tik DNR seka neaprašo rūšies.  

Lipofilinės prigimties Malassezia genčiai priklausančios mielės yra 

oportunistiniai patogenai, sudarantys sveikos ţmonių odos mikroflorą (Akaza 

ir kt., 2010b; Gao ir kt., 2010). Daugėja įrodymų, kad susiklosčius tam tikroms 

sąlygoms šios mielės gali dalyvauti tokių susirgimų kaip spalvotoji dedervinė, 

seborėjinis dermatitas ar atopinis dermatitas patogenezėje (Gupta ir kt., 2004a). 

Svarbu pabrėţti, kad AD atveju Malassezia genčiai priklausančių mielių 

ląstelių kiekis ant odos nebūtinai padidėja, bet ligos sukelti odos barjerinės 

funkcijos paţeidimai sudaro sąlygas šioms mielėms dalyvauti imunologinėse 

reakcijose (Selander ir kt., 2006). Literatūros duomenimis, visame pasaulyje 

Malassezia genčiai priklausančių mielių išauginama iš 46–100 % 

mikrobiologinių mėginių, paimtų nuo AD paveiktos ir 75–80 % sveikos 

ţmonių odos. Daţniausiai išskiriamos rūšys yra: M. sympodialis, M. globosa, 

M. furfur ir M. restricta (Casagrande ir kt., 2006; Yim ir kt., 2010; 

Nakabayashi ir kt., 2000; Rincon ir kt., 2005; Sugita ir kt., 2006; Zhang ir kt., 

2011). Pastebėta, kad Malassezia mielių paplitimui ant odos turi įtakos AD 

eigos sunkumas (apibrėţiamas SCORAD indeksu), pacientų amţius, lytis ir 

AD paţeistos kūno dalys (Akaza ir kt., 2010a; Kaga ir kt., 2009; Takahata ir 

kt., 2007; Zhang ir kt., 2011). Kitoms gentims priklausančių mielių paplitimas 

ant AD paţeistos odos maţai tirtas. Esamų tyrimų rezultatai leido padaryti 

išvadas, kad AD paveikta oda yra labiau kolonizuota ir jos mikrobiota yra 

įvairesnė lyginant su sveika oda. Paviršinis raginis odos sluoksnis formuoja 

apsauginį barjerą, neleidţiantį iš aplinkos prasiskverbti medţiagoms, kurių 

molekulinė masė per 500 daltonų. Didelės molekulinės masės mikroskopinių 

grybų junginiai negali prasiskverbti pro intaktinę odą. Sausoje odoje atsiradę 

įtrūkimai ar ţaizdota atopinio dermatito oda leidţia mikroorganizmams pereiti 

odos barjerą ir sukelti imunologinį atsaką (Bieber, 2008). Kitos nuo AD 
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sergančių ţmonių odos išskiriamos mielių rūšys, kurios gali įtakoti ligos eigą, 

yra šios: C. albicans, Cryptococcus diffluens, Cr. liquefaciens (Faergemann, 

2002; Kato ir kt., 2007; Sugita ir kt., 2003b; Zhang ir kt., 2011). Mūsų atlikto 

tyrimo rezultatai patvirtina šiuos literatūroje paskelbtus duomenis ir leidţia 

teigti, kad AD paţeista oda yra intensyviau kolonizuota Malassezia ir Candida 

genčių mielėmis lyginant su sveika oda. Šis skirtumas iš dalies susijęs su odos 

fiziologinėmis ir aplinkos sąlygomis. AD susirgimo atveju grybų mikrobiotą 

veikia pasikeitęs odos pH, padidėjęs transepiderminis vandens praradimas ir 

sumaţėjusi antimikrobinių peptidų ekspresija (Howell, 2007; Seidenari, Giusti, 

1995; Selander, 2006). 

Nuo kontrolinę grupę sudarančių ţmonių odos paimtuose 

mikrobiologiniuose pasėliuose (paimtų nuo sveikos odos) mielės neišaugo. Kiti 

grybai, išskyrus Malassezia genties atstovus, nėra sveikos odos mikrofloros 

mikroorganizmai. Intaktinė oda formuoja fizinį barjerą, turintį daugelį 

apsauginių mechanizmų, todėl iš aplinkos patekę komensaliniai ar tranzitiniai 

mikroorganizmai yra pašalinami ir nesugeba ant jos ilgiau išgyventi. Kitaip yra 

su Malassezia genčiai priklausančiomis mielėmis, kurios daţnai išskiriamos 

nuo sveikos suaugusių ţmonių odos (Akaza ir kt., 2010b; Ashbee, Evans, 

2002). Mūsų tyrimo metu nuo kontrolinę grupę sudarančių ţmonių odos 

paimtuose mikrobiologiniuose pasėliuose neišaugo Malassezia genčiai 

priklausančių mielių. Lyginant mūsų darbe gautus duomenis su kitose šalyse 

atliktų panašių eksperimentų rezultatais, Lietuvoje šios genties mielės 

išskiriamos retai. Tai invazinės Lietuvoje rūšys, todėl apie Malassezia genties 

mielių paplitimą iki šiol nėra paskelbtų epidemiologinių tyrimų rezultatų. 

Ţinomas tik vienas rašytinis šaltinis apie M. furfur mielių išskyrimą nuo 

ţmogaus odos Lietuvoje (Lugauskas ir kt., 2002). Laikomasi nuomonės, kad 

odos mikroaplinka yra svarbus faktorius Malassezia genčiai priklausančių 

mielių populiacijos vystymuisi, todėl vienas iš galimų šios situacijos 

paaiškinimų būtų geografinių padėčių skirtumai tarp šalių, kuriose atliekami 

panašūs tyrimai. Dar prieš dešimtmetį buvo pastebėta, kad toks susirgimas kaip 

spalvotoji dedervinė, kurią sukelia M. furfur mielės, yra paplitęs visame 
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pasaulyje, bet daugiausia šio susirgimo atvejų uţfiksuojama atogrąţų klimato 

šalyse. Malassezia genties atstovų dominavimu drėgname ir šiltame klimate, 

kuriame didesni tokie odos paviršiaus parametrai kaip temperatūra ir 

drėgnumas, aiškinami ir besiskiriantys tarp įvairių šalių epidemiologinių 

tyrimų rezultatai (Aspiroz ir kt., 2002; Dutta ir kt., 2002; Gupta ir kt., 2004a; 

Khosravi ir kt., 2008; Midgley, 2000; Ramadan ir kt., 2012).  

Analizuojant mūsų gautus rezultatus pastebėta, kad nė iš vieno mėginio 

Malassezia ir Candida gentims priklausančių mielių kamienų kartu neišskirta. 

Šių genčių atstovai dalijasi ta pačia ekologine niša, todėl buvo galima tikėtis 

išskirti jas abi kartu iš dalies mėginių. Galimas gauto rezultato paaiškinimas 

gali būti susijęs su augimo greičio skirtumais: reiklius kultivavimo sąlygoms, 

lėtai augančius Malassezia genties mielių kamienus galėjo uţgošti Candida 

genčiai priklausančios mielės, kurios neturi specialių mitybinių reikalavimų. 

Be to, kelios Candida rūšys pasiţymėjo kileriniu aktyvumu, nukreiptu prieš M. 

furfur mielių kamienus (šio darbo metu gauti neskelbti duomenys). Literatūros 

duomenimis, gebėjimas išskirti kitiems mikroorganizmams letalias medţiagas 

(taip vadinamas kilerinis fenomenas) yra plačiai paplitęs tarp mielių, kuo taip 

pat galima būtų paaiškinti Candida mielių dominavimą Malassezia mielių 

atţvilgiu (Golubev, 1998). 

Mūsų atlikto tyrimo metu nustatyta, kad suaugusių asmenų AD paţeista 

oda du kartus daţniau yra kolonizuota mielėmis negu vaikų. 

Mikrobiologiniuose pasėliuose, paimtuose nuo vaikų odos, Malassezia genties 

mielių išskirta 1,4 %. Šie rezultatai atitinka literatūroje aprašytus eksperimentų 

rezultatus, kurie leido suformuluoti išvadą, kad odos kolonizavimas Malassezia 

genčiai priklausančiomis mielėmis išauga maţdaug paauglystės metu ir yra 

susijęs su šiame amţiaus tarpsnyje stebimu riebalinių liaukų veiklos 

suaktyvėjimu (Cunningham ir kt., 1992; Ong ir kt., 2010; Sugita ir kt., 2010; 

Takahata ir kt., 2007). Literatūros duomenimis, AD sergančių vaikų oda 

daţniausiai yra infekuota bakterijomis Staphylococcus aureus, kurios 

išskiriami toksinai blogina ligos eigą, nes indukuoja toksinams specifinių IgE 

gamybą ir aktyvina Th2 ląsteles, eozinofilus bei keratinocitus. Vyrauja 
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nuomonė, kad vaikų odą mielės kolonizuoja itin retai. Manoma, kad reti odos 

kolonizacijos mielėmis atvejai yra susiję su pernelyg daţnu antibiotikų 

vartojimu, kadangi po antibakterinės terapijos padidėja tikimybė uţsikrėsti 

mielinėmis (ypatingai Candida) infekcijomis (Baker, 2006; Bunikowski ir kt., 

1999, 2000). 

Iš 51 % mėginių, paimtų nuo suaugusių ţmonių odos, išskirti mieliniai 

grybai. Lyginant literatūroje aprašytų panašių tyrimų rezultatus pastebėta, kad 

AD paţeistos odos kolonizacijos mielėmis daţnis šioje amţiaus grupėje yra 

panašus ir sudaro ~50 % (Yim ir kt., 2010; Saghazadeh ir kt., 2010). Suaugusių 

ţmonių amţiaus grupėje dominavo C. famata ir C. pelliculosa rūšims 

priklausančios mielės. Šios dvi rūšys, kaip ir R. rubra, yra plačiai paplitusios 

aplinkoje ir daţnai išskiriamos iš tokių substratų kaip dirva, vandens telkiniai, 

vaisiai, darţovės, sūris ir kiti organiniai junginiai, bet retai pasitaiko 

klinikiniuose mėginiuose (Barnett, Yarrow, 2000; Lugauskas ir kt., 2002; 

Neofytos ir kt., 2007; Pfaller, Diekema, 2007). Šiuos mikroorganizmus būtų 

galima priskirti tranzitinei odos mikroflorai, bet daţnas jų aptikimas mūsų 

tirtuose mėginiuose leidţia daryti prielaidą, kad jie gali dalyvauti AD 

patogenezėje. Įrodyta, kad odą pakartotinai veikiant haptenu – nevisaverčiu 

antikūnu, nesugebančiu suţadinti imuninio atsako, bet sugebančiu reaguoti su 

specifiniais antikūnais – prasideda T ląstelių diferencijacija ne į Th1 limfocitus 

(atsakingus uţ uţdelsto tipo padidintą jautrumą), bet į Th2 (atsakingus uţ 

greito tipo padidintą jautrumą su specifinių IgE antikūnų gamyba) (Kitagaki ir 

kt., 1995). Remiantis šiomis išvadomis, galima suformuluoti prielaidą, kad AD 

sergantys individai pasiţymi padidintu jautrumu į savo odos mikroflorą. 

Dauguma mūsų tyrimo metu išskirtų mielių yra nepatogeniniai, aplinkoje 

plačiai paplitę mikroorganizmai. Atsiţvelgiant į antigeninį variabilumą ir 

kryţminių reakcijų gausą tarp grybų rūšių, buvo iškelta prielaida, kad jos 

įtakoja imuninius procesus, vykstančius AD eigoje. 

Siekiant nustatyti, ar mūsų tyrimo metu nuo AD paţeistos odos išskirtos 

ir identifikuotos mielės gali sukelti specifinių IgE antikūnų gamybą, atlikta 

imunofermentinė analizė, kurios metu kaip antigenai naudoti iš mielių 
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pagaminti baltymų ekstraktai. Iš C. parapsilosis, M. furfur ir M. restricta 

rūšims priklausančių mielių paruošti ekstraktai nereagavo su tiriamais 

serumais. Literatūros duomenimis, šiuo metu identifikuoti ir klonuoti 13 

alergenų genai iš dviejų Malassezia rūšių. Aprašyta, kad 70-80 % AD 

sergančių asmenų kraujo serume yra specifinių IgE antikūnų prieš šiuos 

alergenus. Vyrauja nuomonė, kad iš visų mikroskopinių grybų Malassezia 

genties atstovai turi didţiausią įtaką AD išsivystymui ir eigai (Simon-Nobbe ir 

kt., 2008; Svejgaard ir kt., 2004). Specifinių IgE antikūnų, nukreiptų prieš 

tirtas Malassezia rūšis, neaptikimas kraujo serume galėtų būti paaiškintas tuo, 

kad Lietuvoje šios genties mielės palyginti retai išskiriamos iš mėginių, paimtų 

nuo ţmonių odos. Kaip minėta aukščiau, Malassezia genčiai priklausančių 

mielių paplitimą įtakoja klimatinės sąlygos, tad jos labiau būdingos 

atogrąţoms. Tikėtina, kad ţmonėms pradėjus daţniau lankytis egzotiškuose 

kraštuose, šie mikroorganizmai buvo atveţti į Lietuvą, bet jų plitimą riboja 

aplinkos sąlygos, kurios čia nėra optimalios Malassezia genties atstovams. Be 

to, imuninė sistema į mikroskopinius grybus paprastai reaguoja formuodama 

ląstelinį imunitetą ir T ląstelėms diferencijuojantis į Th1 limfocitus, kurių 

receptoriai atpaţįsta mikroorganizmų sintetinamus baltymus. Tik ilgalaikis ir 

pakartotinas veikimas antigenu (šiuo atveju Malassezia mielėmis) gali sukelti 

Th2 limfocitų gamybą ir specifinių IgE antikūnų sintezę. Skirtingai nuo 

Malassezia, Candida genties mielės yra nereiklūs aplinkos sąlygoms 

mikroorganizmai, kurie Lietuvoje daţnai išskiriami iš mėginių, paimtų nuo 

ţmonių odos. Šiuo metu yra identifikuoti ir klonuoti du Candida alergenai, bet 

iki šiol nesutariama, ar šie mikroorganizmai dalyvauja alerginėse reakcijose ir 

turi įtakos AD eigai. Specifinių IgE antikūnų, nukreiptų prieš Candida 

antigenus, aptikimo AD sergančių asmenų kraujo serume daţnis skiriasi 

lyginant įvairių tyrimų rezultatus (Khosravi ir kt., 2008; Kosonen ir kt., 2005). 

Literatūroje aprašytas eksperimentas, kurio metu iš C. albicans mielės išskirti 

trys 46-, 43- ir 37-kDa antigenai, reaguojantys su specifiniais IgE antikūnais. 

Identifikavus šių baltymų aminorūgščių sekas, paaiškėjo, kad jie yra 

homologiški S. cerevisiae mielės enolazei, fosfogliceratkinazei ir aldolazei. 
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Ţinoma, kad S. cerevisiae šie baltymai dideliais kiekiais kaupiasi citoplazmoje 

ir jų bei glikolizės fermentų sintezė reguliuojama koordinuotai. Manoma, kad 

fermentų sintezė panašiai reguliuojama ir C. albicans ląstelėje. Autoriai iškėlė 

prielaidą, kad įvykus ląstelių lizei į aplinką patenka dideli kiekiai glikolizės 

fermentų, kurie veikia kaip antigenai. Taigi, nors Candida genčiai 

priklausančios mielės pasiţymi silpnomis alergizuojančiomis savybėmis, 

saprofitinio augimo metu jos išskiria potencialiai alergizuoti galinčias 

medţiagas, kurios sukelia specifinių IgE antikūnų sintezę (Ishiguro ir kt., 1992; 

Savolainen ir kt., 1990).  

Imunofermentinės analizės metodu gauti optiniai tankiai, rodantys 

specifinių IgE antikūnų (nukreiptų prieš tirtas mielių rūšis) kiekį kraujo 

serumuose yra nedideli lyginant su kontroliniais mėginiais. Tokie rezultatai 

leidţia daryti išvadą, kad specifinio baltymo (baltymų?) kiekis mielių 

ekstraktuose yra labai nedidelis. Tyrimo metu taip pat bandyta mėginius 

titruoti, t.y. 24 valandų intervalais serumai buvo pernešami iš vieno šulinėlio, 

padengto vienos mielės ekstraktu ant kito šulinėlio, padengto tuo pačiu 

ekstraktu. Atlikus matavimus paaiškėjo, kad visuose titruotuose 

mikroplokštelės šulinėliuose išliko toks pat optinis tankis. Tai leidţia daryti 

prielaidą, kad specifinių IgE antikūnų, nukreiptų prieš tirtas mielių rūšis kiekis 

tirtuose serumuose buvo pakankamai didelis (šio darbo metu gauti neskelbti 

duomenys). 

Literatūroje yra aprašytų eksperimentų, kurių metu nustatyta, kad kuo 

didesnis AD sergančio asmens kraujo serume esantis bendro IgE kiekis, tuo 

daugiau tame serume aptinkama specifinių IgE antikūnų, nukreiptų prieš C. 

albicans ir Malassezia genčiai priklausančias mieles. Remiantis šiais 

duomenimis, mūsų atlikto tyrimo pradţioje taip pat tikėtasi nustatyti koreliaciją 

tarp bendro IgE ir specifinių IgE, nukreiptų prieš baltymų ekstraktus, kiekio 

serume. Buvo iškelta prielaida, kad kuo didesnis bendras serume esančių IgE 

antikūnų kiekis, tuo didesnė tikimybė, kad jis reaguos su mūsų paruoštais 

mielių ekstraktais. Koreliacijos tarp šių dviejų dydţių neaptikta. Kaip minėta 

aukščiau, tikėtina, kad Candida mielių baltymai nesugeba sukelti stiprios, prieš 
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juos nukreiptos specifinių IgE antikūnų gamybos, o greičiau veikia kaip ligos 

eigą sunkinantis faktorius dėl kryţminių reakcijų su kitais alergenais. 

Koreliacija tarp bendro ir specifinių IgE antikūnų kiekių daţniau stebima 

sunkaus AD, o ne lengvo ar vidutinio (kaip mūsų tirtų asmenų) atvejais (Kaga 

ir kt., 2009).  

Mūsų tyrimo metu nustatyta, kad prieš tirtas mieles nukreipti specifiniai 

IgE antikūnai daţniausiai aptinkami serumuose, turinčiuose specifinių IgE 

antikūnų, nukreiptų prieš namų dulkių erkių alergenus. Namų dulkių erkės 

laikomos svarbiausiais rizikos faktoriais, gebančiais sukelti alergijas namų 

sąlygomis, o D. pteronyssinus ir D. farinae – labiausiai paplitusios erkių rūšys 

visame pasaulyje (Takai ir kt., 2005). Literatūros duomenimis, svarbiausi šių 

erkių alergizuojantys baltymai yra tarpusavyje homologiški, o 80 % namų 

dulkių erkėms jautrių individų serumuose aptinkami prieš juos nukreipti 

specifiniai IgE antikūnai. Aprašyta, kad šie alergenai geba kryţmiškai reaguoti 

su skirtingų erkių rūšių bei kitų bestuburių išskirtais baltymais (Sidenius ir kt., 

2001; Thomas ir kt., 2004). Taip pat yra ţinoma, kad dauguma 

mikroskopiniuose grybuose esančių alergizuojančių baltymų turi homologinius 

IgE antikūnus surišančius atitikmenis organizmuose, nepriklausančiuose grybų 

karalystei (Simon-Nobbe ir kt., 2008). Be to, literatūros duomenimis, vidutinės 

ar sunkios eigos AD yra susijęs su įsijautrinimu dulkių erkėms ir 

mikroskopiniams grybams (Scalabrin ir kt., 1999). Remiantis šiais 

duomenimis, mes iškėlėme prielaidą, kad mūsų tirtos mielių rūšys gali būti 

susijusios su AD eiga dėl kryţminių reakcijų, vykstančių tarp jų ir namų dulkių 

erkių alergizuojančių baltymų.  

Taip pat darbo metu tėkmės citometrijos metodu bandyta nustatyti, ar 

tirtuose serumuose esantys prieš mielių ekstraktus nukreipti specifiniai IgE 

antikūnai gali atpaţinti tirtų mielių ląstelių paviršiuje išsidėsčiusius antigenus. 

Antikūnai neprisijungė prie tirtų mielių ląstelių paviršiaus. Panašūs rezultatai 

aprašyti ir kitų autorių darbuose. Tai leidţia teigti, kad dauguma identifikuotų 

mikroskopinių grybų alergenų yra viduląsteliniai baltymai, kurie patenka į 
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aplinką ląstelių ţūties metu arba yra tikslingai išskiriami (Simon-Nobbe ir kt., 

2008). 

Dauguma mūsų tirtų serumų turėjo specifinių IgE antikūnų, nukreiptų ne 

prieš vieną, bet prieš kelias tirtas mielių rūšis. Konkurentinės inhibicinės 

imunofermentinės analizės metodu nustatyta nepilna kryţminė inhibicija tarp 

IgE klasės antikūnų. Tai leidţia teigti, kad mūsų tirtos mielių rūšys turi rūšiai 

specifinius ir dalinai persidengiančius antigenus. Panašūs rezultatai gauti ir kitų 

mokslinių grupių atliktų eksperimentų metu. Manoma, kad sensibilizacija tik 

viena mikroskopinio grybo rūšimi vyksta retai, nes daugumos jautrių individų 

kraujo serume cirkuliuoja specifiniai IgE antikūnai prieš keletą mieliagrybių 

rūšių ir (ar) genčių (Savolainen ir kt., 1998; Simon-Nobbe ir kt., 2008).  

2001 metais buvo pasiūlyta teorija, kad, įgijus jautrumą konkrečiai 

alergizuojančiai medţiagai (panalergenui), individo kraujo serume esantys IgE 

antikūnai gali susirišti su kryţmiškai reaguojančiais junginiais, kilusiais iš 

įvairių nesusijusių šaltinių (Mari, 2001). Ši teorija buvo iškelta tiriant 

augaluose esančius alergenus. Pastaraisiais metais vis daugėja duomenų, kad 

panaši situacija yra ir mikroskopinių grybų atveju. Oficialiame alergenų 

nomenklatūros sąraše (http://www.allergen.org) nurodytas 101 iš 

mikroskopinių grybų išskirtas alergenas; 48 iš jų yra homologiški baltymai, 

galintys kryţmiškai reaguoti su specifiniais antikūnais, nukreiptais prieš 

atitinkamus kitų rūšių baltymus (Crameri, 2011b). Kaip pavyzdį galima 

pateikti MnSOD. Daugėja duomenų, kad MnSOD sudaro kryţmiškai 

reaguojančių alergenų šeimą. Eksperimentų metu įrodyta, kad specifiniai IgE 

antikūnai, nukreipti prieš A. fumigatus sintetinamą MnSOD, kryţmiškai 

reaguoja su ţmogaus MnSOD. Palyginus šių baltymų kristalines struktūras 

buvo aptikti keli panašūs epitopai, galintys surišti tuos pačius antikūnus 

(Crameri ir kt., 1996; Fluckiger ir kt., 2002a). Homologiškas aminorūgščių 

sekas turinčios ir kryţminėse reakcijose dalyvauti gebančios MnSOD taip pat 

aprašytos tokiuose organizmuose kaip Drosophila melanogaster, Hevea 

brasiliensis, E. coli, S. cerevisiae ir M. sympodialis (Frealle ir kt., 2005). Kiti 

šiuo metu geriausiai ištirti kryţmiškai reaguojantys grybų baltymai yra 

http://www.allergen.org/
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ciklofilinas, tioredoksinas ir rūgštinis ribosominis P2 baltymas. Visi jie yra 

filogenetiškai konservatyvūs baltymai, galintys sukelti su IgE antikūnų sinteze 

susijusias autoimunines reakcijas, nukreiptas prieš atitinkamus ţmogaus 

baltymus (Fluckiger ir kt., 2002b; Valenta ir kt., 2009; Zeller ir kt., 2008).  

Vis didėjant AD aktualumui svarbu nustatyti įvairius susirgimo 

patogenezę įtakojančius veiksnius ir jų veikimo mechanizmus. Šiame darbe 

nustatyta, kad AD paţeistą odą daţnai kolonizuoja komensalinės, plačiai 

ţmogaus gyvenamojoje aplinkoje paplitusios mielės. Paţeista odos apsauginė 

barjerinė funkcija leidţia šiems mikroorganizmams patekti į organizmą ir 

inicijuoti imunologines reakcijas. Mikroorganizmui kontaktuojant su individu, 

kurio organizmas jau yra sensibilizuotas tam tikrais alergenais, gali pasunkėti 

AD eiga dėl kryţmiškai reaguojančių epitopų tarp identiško specifiškumo 

skirtingų biologinių rūšių antigenų (18 pav.). 

 

 

18 pav. Atopinio dermatito imunologinis mechanizmas. 
Greitas padidėjusio jautrumo reakcijas inicijuoti gali tik stiprus, visavertis antigenas 

(alergenas), gebantis susijungti su antigeną pateikiančios ląstelės membranoje esančia 

MHC II molekule ir sukelti IgE sintezę. Įvykus organizmo sensibilizacijai, tolesnėse 

imunologinėse reakcijose jau gali dalyvauti ir silpni alergenai, turintys tokius pačius 

ar panašius epitopus, kaip ir reakcijas pradėjęs antigenas. Šie kryţmiškai reaguojantys 

alergenai patys nesugeba sensibilizuoti organizmo, bet gali dalyvauti jau 

vykstančiame uţdegiminiame procese ir amplifikuoti reakcijas. 
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Skirtingai nuo kitose šalyse atliktų panašių tyrimų rezultatų, mūsų darbo 

metu tirtuose kraujo serumuose nenustatyta specifinių IgE antikūnų, nukreiptų 

prieš išskirtas Malassezia genčiai priklausančias mieles. Reti šios genties 

atstovų išskyrimo atvejai Lietuvoje paaiškina gautus rezultatus. Netipinėmis 

fiziologinėmis savybėmis pasiţyminčių Malassezia kamienų išskyrimas gali 

reikšti, kad šios mielės aklimatizuojasi prie jų gyvenamajai aplinkai nebūdingo 

klimato ir ateityje jos bus mūsų krašte paplitęs alergizuoti gebantis 

mikroorganizmas. 
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IŠVADOS 

 

1. 36,9 % atvejų atopinio dermatito paţeista oda yra kolonizuojama 

Candida, Malassezia ir Rhodotorula genties mielėmis. 

2. Sistematinė ir filogenetinė analizė leidţia teigti, kad išskirtas netipinis 

Malassezia restricta kamienas M8 gali būti naujos rūšies atstovas. 

3. Išskirti netipinėmis fiziologinėmis savybėmis pasiţymintys Malassezia 

genties kamienai M47, M54 ir M235 identifikuoti kaip nuo išorinio 

lipidų šaltinio nepriklausantys Malassezia furfur. 

4. Mielės suaugusių asmenų atopinio dermatito paţeistą odą kolonizuoja 

du kartus daţniau negu vaikų (P < 0,0001). 

5. Atopiniu dermatitu sergančių asmenų kraujo serume aptinkama prieš 

kryţmiškai reaguojančius mielių viduląstelinius antigenus nukreiptų 

specifinių IgE antikūnų. 

6. Candida pelliculosa ir namų dulkių erkių Dermatophagoides 

pteronyssinus ir Dermatophagoides farinae alergenai gali turėti 

panašius epitopus. 
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