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SANTRUMPOS

AD atopinis dermatitas

AFLP pagausinty fragmenty ilgio polimorfizmas

BSA jaucio serumo albuminas

DBB diazonio mélynasis B

DGGE elektroforezé denaturuojanciame gelyje

DNR deoksiribonukleortigstis

FceRI didelio giminingumo receptorius IgE antikiinui

GPY gliukozés, peptono, mieliy ekstrakto agarizuota terpé
Ig imunoglobulinas

IGS tarpgeninis intarpas

IL interleukinas

IPTG izopropil B-D-1-tiogalaktopiranozidas

ITS vidinis transkribuojamas intarpas

LB Luria-Bertani mitybiné terpé

MCB monocity chemotaksio baltymas

mDA modifikuota Dixon‘o agarizuota terpé

MHC pagrindinis audiniy suderinamumo kompleksas
MYGP salyklo, mieliy ekstrakto, gliukozés, peptono agarizuota terpe
MLNA modifikuota Leeming‘o ir Notman‘o agarizuota terpé
MnSOD mangano superoksiddismutazé

oT optinis tankis

PFGE pulsuojancio lauko elektroforezé

PGR poligrandininé reakcija

RAPD atsitiktinai pagausinta polimorfiné DNR

rRNR ribosoming¢ ribonukleoriigsStis

RFLP restrikcijos fragmento ilgio polimorfizmas

SD sebor¢jinis dermatitas

SGA saburo agarizuota terpé

SN standartinis nuokrypis



tFLP galiniy fragmenty ilgio polimorfizmas

Th1/Th2 T efektoriniy helperiy subpopuliacijos
TNF-a naviky nekrozés faktorius
X-Gal 5-bromo-4-chloro-3-indolil-p-D-galaktopiranozidas

Mitybiniy terpiy, buferiy, reagenty santrumpos pateiktos medziagy ir metody
skyriuje.



IVADAS

Alergija apibiidinama kaip imuniniy mechanizmy sukelta padidéjusio
jautrumo reakcija | nekenksmingas, netoksiskas, nesidauginanc¢ias organizme
egzogeninés kilmés medziagas — alergenus (Dubakiené, 2002). Yra zinoma,
kad genetiniai veiksniai svarblis pirminiam alerginiy reakcijy iSsivystymui, kai
pazeidziama odos apsauginé barjeriné funkcija ir aplinkos alergenai lengviau
patenka j organizma bei indukuoja padidéjusio jautrumo reakcijas. Paskutiniais
deSimtmeciais labai padidéjo sergamumas alerginémis ligomis, Sio reiskinio
vien paveldimumu paaiSkinti negalima. Literatiros duomenimis, padaznéj¢
alergijy atvejai susij¢ su padidéjusiu alergeny kiekiu aplinkoje, uzterStumu ir
pasikeitusiais higienos jprociais. Manoma, kad rizikg iSsivystyti alerginiam
susirgimui vienodai jtakoja tiek aplinkos, tiek genetiniai veiksniai (Bieber,
2010; Spergel, 2010; Williams, Grindlay, 2009).

Kaip ir kity alerginiy ligy atveju, padidéjusio sergamumo atopiniu
dermatitu (AD) negalima paaiskinti vienu ar keliais dominuojanciais
veiksniais. Viena i$ populiariausiy teorijy, aiSkinanciy didéjantj AD susirgimy
daznj, yra taip vadinama ,,higienos hipoteze®. Pasak jos, dél higienos aplinkoje
sumazéjus infekcijy sukéelejy kiekiui, padidéjus vakcinavimui ir antibiotiky
vartojimui, organizmas ] iSorés antigenus reaguoja neadekvaciomis imuninémis
reakcijomis (Okada ir kt., 2010). Yra zinoma, kad AD pazeista oda dazniau
infekuojama mikroorganizmais. Mikroorganizmai nuo kity alergizuoti galin¢iy
medziagy skiriasi tuo, kad jie geba kolonizuoti pazeista oda ir, indukuodami
alergines reakcijas, sunkinti AD eiga (Baker, 2006; Elias, Steinhoff, 2008;
Faergemann, 2002).

Per pastargji deSimtmet] 1Saugo susidoméjimas mikroskopiniais grybais
kaip alergizuoti gebanCiomis medziagomis. Literatiros duomenimis,
Malassezia genties mielés yra svarbus veiksnys AD patogenezei, kadangi 30—
80 % vyresniy kaip 14 mety AD serganciy asmeny kraujo serume aptinkama
pries Sias mieles nukreipty IgE antikiiny (Scheynius ir kt., 2002). Siuo metu

identifikuoti ir klonuoti dviejy Malassezia rtsiy 13 alergeny genai (Simon-



Nobbe ir kt., 2008). Literatiros duomenimis, komensalinés Zmoniy gleiviniy
mielés Candida albicans taip pat gali sukelti padidéjusio jautrumo reakcijas
(Khosravi ir kt., 2009; Mari ir kt., 2003). Du C. albicans ekspresuojami
baltymai yra jtraukti ] tarptauting alergeny nomenklatiros duomeny baze

(www.allergen.orq).

Nustatyta, kad dauguma mikroskopiniuose grybuose esanciy
alergizuojanciy baltymy turi savo homologus kity rasiy ar genéiy grybuose.
Daugelis $iy mikroorganizmy iSskiria medzZiagas, kurios gali pacios sukelti
alergine reakcijg arba stimuliuoti imunin¢ sistemg dél kryzminiy reakcijy,
vykstanciy su kitais alergenais. KryZminémis reakcijomis tarp $iy homologiniy
baltymy aiSkinamas pasteb¢jimas, kad AD sergancio individo kraujo serume
aptinkama pries kelias gryby riisis nukreipty IgE antikiiny (Simon-Nobbe ir kt.,
2008).

AD susirgimo metu mikroskopiniai grybai klinikinése laboratorijose
identifikuojami retai, nes neinvazinémis ligomis sergantiems asmenims retai
atliekami mikrobiologiniai tyrimai. Literatiiroje surinkti duomenys apie ne
Malassezia genciai priklausan¢iy mieliy riSiy paplitimg ant AD pazeistos odos
yra skurdiis. Atsizvelgiant j aplinkoje esanciy saprofitiniy mieliy jvairove ir jy
konservatyviy baltymy gausg, svarbu nustatyti, kurie S$iy tranzitiniy
mikroorganizmy geba kolonizuoti AD paZeista oda ir sukelti specifiniy IgE

antikliny sintezg.


http://www.allergen.org/

Darbo tikslas

ISskirti ir identifikuoti atopinio dermatito pazZeista oda
kolonizuojanc¢ias mieliy rusis ir jvertinti ju jtaka specifiniy IgE antikiiny

sintezei bei kryZminiy reakcijy tarp skirtingy mieliy rasiy galimybe.

Darbo uzdaviniai

1. Isskirti ir identifikuoti atopinio dermatito paZeista oda kolonizuojancias
mieliy rusis.

2. Klasikiniais ir molekuliniais metodais identifikuoti netipines mieliy
rasis.

3. Ivertinti i§skirty mieliy paplitimg ant atopinio dermatito pazeistos odos.

4. Imunofermentinés analizés ir tékmés citometrijos metodais nustatyti
pries iSskirtas mieliy riisis nukreiptus specifinius IgE antikiinus.

5. Ivertinti kryZminiy reakcijy galimybe tarp isskirty mieliy rusiy.

6. Ivertinti kryzminiy reakcijy galimybe tarp iSskirty mieliy rasiy ir kity

galimy buitiniy alergeny.



Mokslinis naujumas

e Pirmg karta Lietuvoje jvertinta atopinio dermatito pazeista oda
kolonizuojanc¢iy mieliy mikroflora ir jos gausa.

e Pirma kartg Lictuvoje jvertintas Malassezia genciai priklausanciy mieliy
paplitimas atopinio dermatito pazeistoje odoje.

e Pirma kartg aptikti prie§ Candida famata ir Candida pelliculosa nukreipti
specifiniai IgE antikiinai atopiniu dermatitu serganciy zmoniy kraujo
serume.

e Pirmg karta nustatyta, kad atopiniu dermatitu sergan¢iy Zmoniy kraujyje
cirkuliuoja specifiniai IgE antikiinai, nukreipti prie§ kryzmiskai
reaguojanc¢ius  Candida famata, Candida pelliculosa, Candida
guilliermondii ir Rhodotorula rubra antigenus.

e Pirmg karta nustatyta, kad Candida pelliculosa ir namy dulkiy erkiy
Dermatophagoides pteronyssinus ir Dermatophagoides farinae alergenai

gali turéti panasSius epitopus.

Darbo praktiné reik§mé

1. Misy darbo metu gauti rezultatai rodo, kad biitina sekti mieliy
mikrofloros paplitimg atopinio dermatito pazeistoje odoje ir atitinkamai
skirti prevencines priemones.

2. I8 51 % méginiy, paimty nuo suaugusiy Zmoniy odos, iSskirti mieliniai
grybai. Biitina imti mikrobiologinius pasélius nuo vyresniy kaip 16 mety
atopiniu dermatitu sergan¢iy zmoniy odos.

3.  Musy darbo rezultatai patikimai rodo, kad atopinio dermatito pazeista oda
kolonizuojan¢ios komensalinés mielés Candida famata, Candida
pelliculosa, Candida guilliermondii ir Rhodotorula rubra gali turéti jtakos
atopinio dermatito eigai, sukeldamos prie§ jas nukreipty specifiniy IgE

antikiiny sintezg.
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Gynimui pristatomi teiginiai

1. Atopinio dermatito pazeista oda kolonizuoja Candida, Malassezia ir
Rhodotorula gentims priklausancios mielés. Jy kiekybinis ir kokybinis
paplitimas ant odos priklauso nuo paciento amziaus.

2. Atopiniu dermatitu serganciy zmoniy kraujo serume aptinkami pries
kryzmiskai reaguojancius odg kolonizuojan¢iy mieliy antigenus
nukreipti specifiniai IgE antiktinai.

3. Candida pelliculosa ir namy dulkiy erkiy Dermatophagoides
pteronyssinus ir Dermatophagoides farinae alergenai gali turéti

panasius epitopus.

Darbo aprobavimas

1. Darbo tema paskelbti trys moksliniai straipsniai Zzurnaluose, jraSytuose |
Mokslings informacijos instituto sarasa (ISI).

2. I$skirtas netipinémis fiziologinémis savybémis pasizymintis Malassezia
furfur kamienas M47 deponuotas Amerikos tipiniy kultiiry kolekcijoje.

3. I$skirtas netipinémis fiziologinémis savybémis pasizymintis Malassezia
restricta kamienas M8 deponuotas Japonijos mikroorganizmy

kolekcijoje.
Darbo apimtis
Darba sudaro 106 puslapiai. Jis suskirstytas j 7 skyrius: Jvada, Literatiiros
apzvalga, MedZiagas ir metodus, Rezultatus, Rezultaty aptarimg, [Svadas,

Literatiiros sarasg. Jame yra 8 lentelés, darbas iliustruotas 18 paveiksly. Rasant

disertacija buvo panaudoti 223 literattiros Saltiniai.
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1. LITERATUROS APZVALGA

Atopinis dermatitas (AD) yra 1étiné odos liga, kuriai buidingi nieZtintys,
uzdegiminiai odos zidiniai. Tai vienas daZniausiy alerginiy susirgimy
iSsivysciusiose Salyse. Pagal literatiiroje apraSomus duomenis, AD serga 10-20
% vaiky ir 1-3 % suaugusiyjy visame pasaulyje. Sergamumas padidéjo 2-3
kartus per pastaruosius trisdeSimt mety. Nustatyta, kad 85 % atvejy AD
suserga vaikai iki 5 mety amziaus, o 60 % AD serganciy zmoniy issivysto 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 iSsivystymui ir uzdegiminio atsako pasireiSkimui turi
jtakos paveldimumas, gyvenimo bidas ir aplinka, odos barjerinés funkcijos
pazeidimai bei mikroorganizmai. Negalima isskirti keliy pagrindiniy veiksniy,
atsakingy uz AD patogeneze. Manoma, kad skirtingose populiacijose,
priklausomai nuo jy genetinio fondo ir gyvenamosios aplinkos, skirtingi
veiksniai atsakingi uz didziausig rizika susirgti AD (Bieber, 2008; Williams,
Grindlay, 2009).

1.1 Atopinio dermatito imuninis mechanizmas

Atopija apibiidinama kaip genetiSkai determinuotas padidéjes jautrumas
Jprastiems aplinkos antigenams, kuris pasireiSkia aktyvia specifiniy IgE
antikiiny sinteze. Atopinéms ligoms priskiriami alerginis rinitas, alerginé
(atopiné) astma, alerginé gastroenteropatija ir atopinis dermatitas (Johansson ir
kt., 2004). Sergant AD kontaktas su antigenu (alergenu) organizme sukelia
neadekvaty imuninj atsakg ir prasideda uzdegimas. Pazeistose odos vietose
telkiasi imuninés sistemos lgstelés: eozinofilai, putliosios Iastelés ir T lastelés,

o kraujo serume biina padidéjes IgE antikiiny kiekis.
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UMUS ATOPINIS DERMATITAS

IL-4 ( Langerhanso | .=
aivusis lastele ‘
limfocitas

i IL-12,
\\IL-18
s, L1 | Me )
' MCB-1 ¢ imfocitas
=13 B limfocitas Lo
Y | §
\ FeeRl ]
0 !
Qﬁ{ v / : IL-1,

IL-8,
Degranuliacija, pirmini, i
mediatoriy issiskyrimas -

Putlioji | TNF-a
CHRONISKAS ATOPINIS DERMATITAS
Antriniy mediatoriy sinteze !

lgstele

1 pav. Atopinio dermatito imuninis mechanizmas.

Ag — antigenas; FceRI — receptorius E klasés imunoglobulino Fc fragmentui;
IgE — imunoglobulinas E; IL — interleukinas; MCB-1 — monocity chemotaksio
baltymas 1; Thl, Th2 — efektoriniai T limfocitai, TNF-a — naviky nekrozés
faktorius; UEDL — uzdegiminés epidermio dendritinés lastelés.

Pirmame paveiksle pavaizduota AD metu vykstanciy reakcijy schema:

Antigenui (alergenui) patekus 1 organizmg ji suriSa epidermyje
cirkuliuojancios specialios dendritinés (Langerhanso) Iastelés, kurios
iSskiria interleuking 4 (IL-4) ir taip skatina naivigsias T lasteles
diferencijuotis ; Th2 limfocitus.

Th2 Iastelés iSskiria IL-4, IL-5, IL-13, kurie taip pat skatina Th2
diferenciacija, putliyjy lasteliy ir eozinofily proliferacija.

IL-4 ir 1L-13 skatina B limfocity proliferacija ir diferenciacijg j IgE
antikinus sintetinancias plazmines lgsteles. Pasigaming IgE antikiinai
fiksuojami putliyjy lasteliy ir bazofily pavirSiuje per FceRI receptorius.

I organizmg pakartotinai patekes alergenas kryzmiskai sujungia dvi IgE

molekules ir taip aktyvina putligsias lgsteles. Jvyksta pastaryjy
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degranuliacija, iSsiskiria putliyjy lasteliy citoplazmoje esantys pirminiai
uzdegiminiai mediatoriai (histaminas, chemokinai, proteazés) ir
skatinama antriniy mediatoriy sintez¢ (prostaglandiny, leukotrieny,
citokiny). Pirminiai ir antriniai mediatoriai skatina lygiyjy raumeny
susitraukimus, didina kraujagysliy pralaiduma ir gleiviy sekrecija.

Tai ankstyvoji greity padidéjusio jautrumo reakcijy fazé, vykstanti praéjus
5-10 minuciy nuo alergeno patekimo. Putliyjy lgsteliy iSskirti antriniai
mediatoriai ] alergeno patekimo vieta sutelkia kitas uzdegimines lasteles:
eozinofilus, bazofilus, T limfocitus. Gali prasidéti vélyvoji greity padidéjusio
jautrumo reakcijy fazé, trunkanti 8-12 valandy nuo alergeno patekimo j
organizma. Sios fazés metu taip pat skatinama T lasteliy sinteze, telkiasi
uzdegimingés lastelés, pazeidziamas epitelis. Vykstantis imuninis audiniy
uzdegimas gali 1§sivystyti 1 chroniSkg atopinj dermatita:

e Umios atopinio dermatito fazés metu, alergenui aktyvinus Langerhanso

lastelg, ji i$skiria monocity chemotaksio baltymg 1 (MCB-1) ir IL-16.

e Migruodami ] alergeno patekimo vieta monocitai diferencijuojasi ]
uzdegimines epidermio dendritines lasteles, kurios aptinkamos
organizme tik uzdegimo metu.

o Uzdegiminés epidermio dendritinés lgstelés gamina ir iSskiria
prieSuzdegiminius citokinus IL-1, IL-6 ir TNF-a. Jy i$skiriami IL-12 ir
IL-18, slopina IgE gamyba ir skatina naivigsias T lasteles diferencijuotis
1 Th1 limfocitus.

Normaliomis sglygomis organizme egzistuoja pusiausvyra tarp abiejy tipy
Th lasteliy. Antigeng pateikianciy Iasteliy iSskiriami IL-12 ir IL-18 arba IL-4,
atitinkamai skatina naiviyjy T lasteliy diferenciacijg j Th1l ar Th2. Esant Th2
pertekliniam kiekiui organizme sintetinami IgE klasés antikiinai ir vystosi
alerginiai susirgimai (Adomaitiené ir kt., 2001; Bieber, 2008; Dubakiené,
2002; Platts-Mills, Woodfolk, 2011).
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1.2 Atopinio dermatito iSsivystymui turintys jtakos veiksniai

Manoma, kad svarbiausi veiksniai AD iSsivystymui yra paveldimumas,

gyvenimo biidas ir aplinka, odos barjerinés funkcijos pazeidimai bei

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

1.2.1 Genetiniai veiksniai, salygojantys atopinio dermatito vystymasi

Kaip minéta anksCiau, IgE antikiiny sintezei turi jtakos paveldimumas.
Atopinis dermatitas daZnai apibidinamas kaip nuo daugelio faktoriy
priklausantis genetinis susirgimas, kuris pasireiskia sgveikaujant genetiniams ir
aplinkos veiksniams. Pastebéta, kad IgE antikiiny koncentracija daznai biina
padidéjusi keliy Seimos nariy kraujyje. AD dazniau pasireiskia abiems
monozigotiniams dvyniams (77 %) negu abiem heterozigotiniams dvyniams
(15 %) (Schultz Larsen, Holm, 1985).

Literatiroje apraSyti keturi dideli genomy tyrimai, ieSkant geny,
atsakingy uz AD pasireiskimg (Bradley ir kt., 2002; Cookson ir kt., 2001;
Haagerup ir kt., 2004; Lee ir kt., 2000). Daugiausia su AD patogeneze
susijusiy geny aptikta 5 chromosomoje, kur jie sudaro citokinus koduojanciy
geny klasterj — funkcionaliai susijusiy geny grupe, koduojanéia imuninio
atsako vidulastelinius ir lgstelés pavirSiaus mediatorius: 1L-3, IL-4, IL-5, IL-9,
IL-12, IL-13, bei granulocity — makrofagy kolonijas stimuliuojant; faktoriy
(GM-CSF). Dar vienas AD vystymuisi svarbus genas MS4A2 yra iSsidéstes 11
chromosomoje. Jis koduoja FceRI receptoriaus [ subvieneta. FceRI
ekspresuojamas bazofily, putliyjy lasteliy, monocity ir Langerhanso lasteliy
pavirsiuje. Receptorius prisijungia IgE — antigeno kompleksg ir inicijuoja
uzdegiminiy mediatoriy i$skyrimg. Normalus [ subvienetas amplifikuoja
lastelés aktyvavimo signalg (Lin ir kt., 1996). Sutrumpinta subvieneto izoforma
(gauta alternatyvaus splaisingo pasekoje) inhibuoja FceRI funkcija,
stabdydama lgstelés degranuliacija (Andrasfalvy ir kt., 2005).
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Alerginis AD skirstomas | egzogeninj (susijusj su IgE antikliny sinteze,
kuris nustatomas ~80 % pacienty) ir endogeninj (nesusijusj su IgE antikiiny
sinteze, nustatomg ~20 % pacienty). Pagrindinis skirtumas tarp $iy dviejy AD
grupiy yra tas, kad endogeninio AD atveju nenustatomas bendro IgE ar
specifiniy IgE antikiiny kiekio padidéjimas pacienty kraujyje (Novak, Bieber,
2003). Siekiant paaiskinti Siuos skirtumus, buvo ieSkoma AD patogenezei
svarbiy geny, nesusijusiy su IgE antikiiny sinteze. Vieno jy, keratinocity
vidulastelinj baltymga filagring koduojan¢io geno (FLG), mutacijos susijusios
su odos epidermio raginio sluoksnio struktiiros ir funkcijy pazeidimais. Keletas
§io geno mutacijy nustatytos AD pacientams (Marenholz ir kt., 2006; Nomura
ir kt., 2007; Palmer ir kt., 2006; Sandilands ir kt., 2007; Weidinger ir kt.,
2006). AD biidingas odos uzdegimas susijes su padidéjusia citokiny IL-4 ir IL-
13 sinteze. Sios medZziagos taip pat slopina filagrina koduojanéio geno

ekspresija keratinocituose (Howell, 2007).

1.2.2 Gyvenimo biidas ir aplinkes veiksniai, turintys jtakes atopinio

dermatito vystymuisi

Manoma, kad gyvenimo biidas ir aplinkos veiksniai yra svarbis AD
iSsivystymui (Novak ir kt, 2003). Kadangi AD labiau budingas mieste
gyvenantiems zmonéms, lyginant su kaimo gyventojais, ilgg laikg buvo
populiari taip vadinama ,,higienos hipotezé®. Ji teigia, kad kudikiy aplinkoje
sumazéjus infekcijy sukéléjy padidéja imlumas alerginiams susirgimams.
Pasak Sios hipotezés, alerginiy ligy padaznéjimas yra susijes su sutrikusiu
ankstyvu imuninés sistemos brendimu dél santykinés apsaugos nuo bakterijy
pirmaisiais gyvenimo metais. Manoma, kad nesubrendusiag vaiky imuning
sistemg per mazai stimuliuojant bakterijomis, ji skatinama, reaguojant i
paprastus antigenus, gaminti IgE, o ne IgG (Strachan, 1989). Atlikta daug
epidemiologiniy tyrimy siekiant iSsiaiskinti gyvenimo biudo jtakg alergijos
iSsivystymui. Rezultatai yra nevienareik$Smiai. Vieni jy remia $ig teorija ir

teigia, kad, sumazinus skiepy ir antibiotiky vartojimg, sumazéja tikimybé
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susirgti alerginémis ligomis (Alfven ir kt., 2006; Floistrup ir kt., 2006). Kiti
duomenys Sios hipotezés nepatvirtina (Williams, Flohr, 2006; Zutavern ir kt.,
2005).

Aplinkoje esantys terSalai taip pat gali padidinti alergijos iSsivystymo
rizikg (Riedl, Diaz-Sanchez, 2005). Skirtingai nei astmos atveju, pasyvus
rikymas neturi jtakos AD (Akdis ir kt., 2006). Literatiiroje yra duomeny, kad
kiti aplinkos aeroalergenai, tokie kaip naminiai gyvinai, namy dulkiy erkés ar
ziedadulkés, smarkiai padidina rizika susirgti AD (Capristo ir kt., 2004; Purvis
ir kt., 2005; Schafer ir kt., 1999). Kidikiams AD i$sivystymas dazniausiai yra
susijes Su maiste esanciais alergenais (i ir kt., 2004; Sampson, 2004; Werfel,
Breuer, 2004).

Manoma, kad stresas taip pat yra svarbus rizikos veiksnys, turintis jtakos
AD atsiradimui ir eigos sunkumui, nors tikslus jo poveikis AD etiologijai néra
zinomas. Nustatyta, kad keratinocitai, melanocitai ir visos imuninés sistemos
lastelés gamina ir iSskiria neuromediatorius. Dauguma odos Igsteliy turi jy
receptorius. Minéti neuromediatoriai gali moduliuoti odos ir imuniniy lgsteliy
funkcijas. EksperimentiSkai nustatyta, kad AD serganciy pacienty kraujyje ir
odoje biuina padidéjes kiekis neuromediatoriy ir su stresu susijusio smegeny
kilmés augimo faktoriaus, kurie gali sustiprinti imuniniy lgsteliy indukuotg

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

1.2.3 Odos barjerinés funkcijos sutrikimo svarba atopinio dermatito

iSsivystymui

Pradinis mechanizmas, sukeliantis odos uzdegiminj procesa AD metu,
nezinomas. Manoma, kad odos barjerinés funkcijos sutrikimas yra labai
svarbus veiksnys AD vystymuisi, kadangi i§ aplinkos ] gilesnius odos
sluoksnius praleidziami didelés molekulinés masés antigenai, skatinantys Th2
lasteliy vystymasi (Elias, Steinhoff, 2008).

Oda — didziausias kino organas, sudarantis barjerg tarp iSorinés aplinkos

ir organizmo. Epidermis, pavirSinis odos sluoksnis, susideda i§ keturiy tipy
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lasteliy: keratinocity (sudaro 95 % epidermio), melanocity, Langerhanso
lasteliy ir Merkelio Igsteliy. Keratinocitai pamatiniame epidermio sluoksnyje
dalijjasi, iSskiria kerating ir migruoja 1 pavirSinius sluoksnius, sudarydami
iSorin] negyvy lasteliy ,,skyda* — raginj sluoksnj. Pastarajame be keratinocity
dar yra iSsidéste tarplasteliniai lipidai, ribojantys vandens praleidziamuma:
keramidai (45-50 %), cholesterolis (25 %), riebiosios rugstys (10—15 %) ir Kiti
lipidai (~5 %). Raginis sluoksnis saugo organizmg i§ vidaus nuo padidinto
tarplastelinio vandens pasiSalinimo, o 1§ iSorés nuo Zalingy aplinkos veiksniy
(Madison, 2003). Tam tikrg apsauginj vaidmenj turi odos pavirSiaus skysc¢iy
sekrecija. Per parg riebaly liaukos i8skiria apie 2 g odos riebaly, kurie odos
pavirSiuje susimaiSo su prakaitu ir sudaro plong apsauging plévele (,,rtigsciaja
mantijg*). Odos pavirSiaus reakcija (pH 4,8-5,8), lipiduose esancios riebiosios
rigStys bei odos fermentai (proteazeés) veikia baktericidiskai (Adomaitiené ir
kt., 2001).

AD paveiktai odai biidinga: padid¢jes vandens pralaidumas, sumazéjes
raginio sluoksnio lipidy kiekis, padidéjes pH, sumazéjes antimikrobiniy
medziagy kiekis. Manoma, kad $ie pokyciai susije¢ su mutacijomis filagring
koduojanciame gene. Yra duomeny, kad Sio geno neveiklumas turi jtakos
padidéjusiam pH ir vandens pralaidumui raginiame sluoksnyje, nors tikslus
filagrino veikimo mechanizmas néra zinomas (Elias, Steinhoff, 2008).
Padidéjes odos pH sutrikdo lipidy metabolizmg (Rippke ir kt., 2004). Savo
ruoztu, sumazejusi keramidy (pagrindiniy vanden; sulaikan¢iy molekuliy)
gamyba padidina vandens pralaidumg j iSor¢ (Sator ir kt., 2003). Be to,
padidéjes odos pH suaktyvina serino proteaze. Minétas fermentas skatina IL-
la ir IL-1B gamyba, kuriy neaktyvios formos dideli kiekiai biina keratinocity
citoplazmoje. Sie citokinai pradeda uZdegiminj procesa. Pasiiilytas taip
vadinamas ,,iSoré-vidus-iSoré“ AD patogenezés modelis, kuriuo remiantis
aiSkinama, kad pirminis AD pasireiskimas jvyksta dél jgimty ir jgyty 0dos
pazaidy, todél sutrinka epidermio funkcijos ir struktiira. Sie procesai aktyvina

imuning sistema, kuri, savo ruoztu, neigiamai veikia odos, kaip apsauginio
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barjero, homeostaze ir leidzia lengviau patekti alergenams (Elias, Steinhoff,

2008).

1.2.4 Mikroorganizmy jtaka atopiniam dermatitui

,,Antrinés infekcijos™ yra apiblidinamos kaip infekcinis procesas, kuriam
salygas atsirasti ir plisti sudaro pirminis susirgimas. Kaip buvo minéta
ankS¢iau, AD paprastai sukelia vienu metu keli veiksniai (organizmo
imunologinio reaktyvumo poslinkiai, genetiniai ir iSorés veiksniai), kurie
pazeidzia odos apsaugines ir imunologines funkcijas. Todél oda tampa
infekcijy vartais, o AD daZnai lydi bakterinés, virusinés ar grybinés infekcijos

(Batlles Garrido ir kt., 2010).

1.2.4.1 Bakterinés infekcijos

Literatiros duomenimis mazdaug 90 % AD serganciy pacienty oda yra
infekuota Staphylococcus aureus bakterijomis (Ring ir kt., 1992). Dauguma $iy
S. aureus kamieny isskiria enterotoksinus, priklausancius superantigeny
Seimai.  Superantigenai — tai  bakterinés ar  virusinés  kilmés
imunostimuliuojanc¢ios molekulés, galinCios tiesiogiai sgveikauti su MHC 1l
klasés molekulémis ir T limfocity receptoriy B grandinés dalimi. Si saveika yra
nespecifiné ir indukuoja iki 20 % T Igsteliy populiacijos dalijimagsi. Vykstant
jprastam antigeno pateikimui indukuojamas mazdaug vienos i§ 10°-10° T
lasteliy dalijimasis (Lin ir kt., 2007; Sundberg ir kt., 2002).

Manoma, kad superantigenai turi jtakos AD eigai — skatina T lasteles
dalintis, indukuoja prie$ juos nukreipty IgE antikiiny gamybg ir skatina
uzdegiminiy citokiny TNF-a, IL-17 ir IL-22 iSsiskyrimg (Laouini ir kt., 2003;
Nograles ir kt., 2009).
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1.2.4.2 Virusinés infekcijos

Literatiiroje néra duomeny apie virusy jtakag AD vystymuisi. Pastebéta,
kad AD sergantys pacientai pasizymi padidéjusiu imlumu virusinéms
infekcijoms, tokioms kaip Herpes simplex ar Vaccinia virus. Manoma, kad tai
susije su katelicidinais — antimikrobiniais baltymais, kurie dalyvauja igimto
imuniteto apsaugos prie§ bakterijas, grybus ir virusus mechanizmuose.
Zmogaus katelicidino (LL-37) kiekis AD serganciyjy odoje yra sumazéjes
(Howell ir kt., 2006).

1.2.4.3 Grybinés infekcijos

Mikroskopiniai grybai yra eukariotiniai, heterotrofiniai organizmai,
gyvenantys kaip saprofitai, parazitai ar augaly ir gyviny simbiontai beveik
visose ekologinése sglygose. Aprasyta daugiau kaip 100 000 mikroskopiniy
gryby rusiy. I§ jy keletas Simty zinomi kaip oportunistai, o0 mazdaug 100 riisiy
gali sukelti mikozes Zmonéms ir gyviinams. Daugiau kaip 80 mikroskopiniy
gryby genciy gali sukelti padidéjusio jautrumo reakcijas. Alergizuojantys
baltymai identifikuoti ir apraSyti 23 genciy grybuose. Pagrindinis skirtumas
tarp jy ir kity alergeny (t.y. namy dulkiy erkiy ar Ziedadulkiy) yra tas, kad jie
geba kolonizuoti zmogaus kiing ir sukelti/palaikyti alergija i$skirdami toksinus,

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

1.3 Mieliy jtaka atopinio dermatito patogenezei

Atopinio dermatito patogenezéje dalyvauja mielés. Tai vienalgsciai
mikroskopiniai grybai, kurie plac¢iai paplite zmogaus gyvenamojoje aplinkoje.
Dauguma mieliy yra oportunistiniai mikroorganizmai, bet tam tikromis
salygomis (pasikeitus odos pH, imunosupresijos atveju) gali sukelti infekcijas
zmonéms ir gyviinams. I$ tokiy mieliy paminétinos yra Malassezia genties

atstovai ir Candida albicans.
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1.3.1 Malassezia genties mieliy jtaka atopinio dermatito patogenezei

1983 metais pastebéta, kad pacientams, kuriems atopinis dermatitas
iSplites galvos ir kaklo srityse (ktino dalyse, kuriose odos pavirSiuje iSskiriamas
didesnis lipidy kiekis) ir kraujo serume turintiems pries Malassezia mieles
nukreipty IgE antikiiny, kliniSkai padeda gydymas antigrybeliniais vaistais
(Clemmensen, Hjorth, 1983). Nuo to laiko atlikta daugybé ecksperimenty
siekiant jvertinti $iy mieliy jtakg AD patogenezei. Nustatyta, kad mazdaug 50
% vyresniy kaip 14 mety AD serganciy pacienty yra biidingi teigiami odos
diirio méginiai (ant odos laSinamas tiriamas alergenas ir specialia adata
pazeidziamas epidermis) ir (ar) jy kraujo serume cirkuliuoja pries Malassezia
mieles nukreipti IgE antiktinai. Tai leidzia daryti prielaidg, kad imuniné
sistema atpazjsta Malassezia antigenus ir indukuoja prie§ juos humoralinj
atsaka, 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 iSsiaisSkinti, kurios Malassezia rusys daro jtaka
AD eigai. Eksperimenty rezultatai nevienareik§miai. Manoma, kad rezultaty
neatitikimg galéjo salygoti skirtingi méginiy paémimo metodai (t.y.
kontaktinés plokstelés, tepinéliai, lipni juosta) ir laboratorijose naudotos ne
vienodos mitybinés terpés Malassezia mieliy auginimui in vitro. Be to,
daugelio tyrimy metu naudojami kokybiniai, o ne kiekybiniai mikrobiologiniai
metodai, kas apsunkina odos kolonizacijos mikroorganizmais jvertinimg.
Literatiiroje yra duomeny, kad Malassezia genties mielés dazniau aptinkamos
Siltuosiuose kraStuose, todél skiriasi eksperimenty, atlikty skirtinguose
klimatiniu pozitriu regionuose, duomenys (Batra ir kt., 2005).

Siuo metu Malassezia gené¢iai priklausan¢iose mielése yra identifikuota ir
klonuota trylika alergenus koduojan¢iy geny (International Union of
Immunological Societes Allergen Nomenclature Subcommittee duomenimis;

http://www.allergen.org) (1 lentelé).
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1 lentelé. Malassezia genties atstovy iSskiriamy alergeny sarasas.

Rasis Alergeno | Biocheminé alergeno | Literattros Saltinis
pavadini | funkcija
mas
M. furfur Malaf2 | Peroksisomy membraninis | (Yasueda ir kt., 1998)
baltymas
Malaf3 | Peroksisomy membraninis | (Yasueda ir kt., 1998)
baltymas
Mala f4 | Mitochondrijy (Onishi ir kt., 1999)
malatdehidrogenazé
M. Malas 1 | Peroksisomy membraninis | (Schmidt ir kt., 1997)
sympodialis baltymas
Malas5 | Peroksisomy membraninis | (Lindborg ir kt., 1999)
baltymas
Malas 6 | Ciklofilinas (Lindborg ir kt., 1999)
Malas7 | Nezinoma (Rasool ir kt., 2000)
Malas 8 | Nezinoma (Rasool ir kt., 2000)
Malas9 | Nezinoma (Rasool ir kt., 2000)
Mala s 10 | Streso baltymas (HSP88) (Andersson ir kt., 2004)
Malas 11 | MnSOD (Andersson ir kt., 2004)
Mala s 12 | Gliukozés-metanol-cholin- | (Zargari ir kt., 2007)
oksidoreduktazé
Mala s 13 | Tioredoksinas (Limacher ir kt., 2007)

M. furfur iSskiriami alergenai Mala f 2 ir Mala f 3 yra peroksisomy

membranos

baltymai,

sudarantys

homodimerus. Jy

seky panasumas

tarpusavyje siekia 51 %, o seky homologija su dviem Candida boidinii mieliy

peroksisomy membraniniais baltymais ir Aspergillus fumigatus mikromiceto
alergenu Asp f 3 yra 37-39 % (Hemmann ir kt., 1997; Yasueda ir kt., 1998).

M. sympodialis klonuoti desimt alergeny koduojanc¢iy geny. Rekombinantiniai
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alergenai pavadinti Mala s 1, Mala s 5-13. Vieno jy — Mala s 11, mangano
superoksiddismutazés (MnSOD), geno sekos panaSumas su zmogaus MnSOD
geno seka siekia 50 % . Nustatyta, kad Zzmogaus MnSOD gali sukelti
autoimunines reakcijas AD sergantiems pacientams, kurie kraujo serume turi
pries M. sympodialis nukreipty IgE antiktiny (Schmid-Grendelmeier ir kt.,
2005). Minéti rezultatai buvo patvirtinti nustacius, kad Mala s 11 ir Zzmogaus
MnSOD turi bendrus IgE antikiiny epitopus, o autoreaktyvumas jvyksta dél
molekulinés mimikrijos (Vilhelmsson ir kt., 2008).

Mala s 12 yra M. sympodialis lastelés sienelés baltymas (Zargari ir kt.,
2007). Nustatyta, kad padidéjusio pH aplinkoje (kaip minéta ank$c¢iau, AD
paveiktos odos pH yra padidéjes) M. sympodialis gamina, ekspresuoja ir
iSskiria didesnj kiekj alergeno Mala s 12 (Selander ir kt., 2006).

Manoma, kad Malassezia mieliy fenotipo ,,perjungimo® i§ komensalinio
(imunosupresinio) j patogeninj (imunostimuliuojantj) mechanizme dalyvauja ja
supanti stora lipidy kapsulé. Lastelés su normalia kapsule skatina
prieSuzdegiminio citokino IL-10 issiskyrimg 1§ zmogaus keratinocity.
Praradusios kapsulg lastelés slopina IL-10 ir skatina uzdegiminiy citokiny IL-
la, IL-6, IL-8, TNF-a i$siskyrimg. Malassezia genties mielés nesugeba pacios
pasigaminti lipidy, o ima juos 1§ aplinkos. AD paZeistoje odoje sumazejus
lipidy kiekiui atitinkamai plonéja §iy mieliy lgsteliy kapsulés. To pasekoje
keiCiasi organizmo imuning tolerancija ir prasideda uzdegimas (Thomas ir kt.,
2008).

1.3.1.1 Malassezia mieliy imuninio atsako AD lgsteliniai ir molekuliniai

mechanizmai

Malassezia genties mielés pasizymi dviem fenotipais:
imunostimuliuojanciu ir imunosupresiniu. Lasteles supantis lipidinis sluoksnis
apsaugo Sias mieles nuo fagocitozes ir leidzia gyventi sveikos zmoniy odos
pavirsiuje kaip komensaliniam mikroorganizmui. Kaip minéta anksciau, odos

barjeriné funkcija sergant AD yra pazeista dél mutacijy filagrino gene,
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padidéjusio pH ir sumazéjusios antimikrobiniy medziagy sekrecijos. Visi Sie
pakitimai sudaro palankias sglygas Malassezia genties mieliy dauginimuisi ir
antigeny 1$skyrimui ] aplinkg. Odos dendritinés lgstelés Siuos antigenus suriSa
ir pateikia T limfocitams ir nataraliems kileriams, kurie aktyvina subrendusias
dendritines lgsteles ir keratinocitus i$skirti daugiau uzdegiminiy citokiny, o Sie
sutelkia imunocitus ] uzdegimo vieta. Aktyvinti naivieji T limfocitai
diferencijuojasi j Th2 lasteles. Subrende T limfocitai sintetina citokinus IL-4,
IL-5, IL-13 ir stimuliuoja B limfocitus gaminti prie§ Malassezia mieles
nukreiptus specifinius IgE antiktinus (Ishibashi ir kt., 2006; Watanabe ir kt.,
2001).

Sis mechanizmas pasiiilytas Malassezia genties mieléms, bet panasios

imuninés reakcijos, tikétina, vyksta ir kity mieliy atveju.

1.3.2 Candida albicans mieliy jtaka atopinio dermatito patogenezei

Daugelis Candida genties riisSims priklausan¢iy mieliy yra komensaliniai
mikroorganizmai, gyvenantys zmoniy virSkinimo trakte, gleivinése ar odos
pavirSiuje. Yra duomeny, kad pakartotinis odos dirginimas haptenu
(nevisaver¢iu antigenu, kuris pats nepajégia suzadinti imuninio atsako, bet
geba reaguoti su specifiniais antiklinais) gali indukuoti perjungima i§ Thl
(uzdegiminiy) limfocity sukeliamy léto padidéjusio jautrumo reakcijy i greito
padidéjusio jautrumo reakcijas, kuriy metu sintetinami IgE antikiinai. Manoma,
kad j AD turintys polinkj Zmonés pasizymi padidéjusiu jautrumu savo odos
mikroflorai dél kryZminiy reakcijy tarp skirtingy mikroorganizmy rusiy ir
antigeninio variabilumo (Kitagaki ir kt., 1995). Atlikty tyrimy rezultatai leidzia
manyti, kad C. albicans sintetina jvairias medziagas, galinfias indukuoti
alergines reakcijas (Asako ir kt., 2002; Khosravi ir kt., 2008; Kosonen ir kt.,
2005). Nustatyta, kad virskinamajame trakte besidauginancios C. albicans
mielés padidina gleiviniy pralaidumg, kas leidZia intaktiniams maisto

antigenams patekti j kraujg ir sukelti imuninj atsakg (Yamaguchi ir kt., 2006).
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Identifikuoti ir klonuoti tris alergenus koduojantys genai i§ dviejy
Candida rasiy: C. albicans ir C. boidinii (International Union of
Immunological Societes Allergen Nomenclature Subcommittee duomenimis;

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

dehidrogenazé) ir Cand a 3 (peroksisomy membraninis baltymas) (Chou ir kt.,
2003; Shen ir kt., 1991). Aprasytas mieliy C. boidinii alergenas Cand b 2 yra
homologiskas mikromiceto A. fumigatus alergenui Asp f 3 (peroksisomy
membraninis baltymas). Irodyta, kad Sie baltymai turi labai panaSius IgE

antikinus suriSancius epitopus (Hemmann ir kt., 1997).

1.3.3 Kity mieliy jtaka atopinio dermatito patogenezei

Tiriant mieliy jtaka AD, didziausias démesys yra skiriamas Malassezia
risims ir C. albicans. Kity genciy ar kity Candida rasiy mielés apraSytuose
eksperimentuose dazniausiai figliruoja dél nustatyty kryZzminiy reakcijy su
Malassezia ir (arba) C. albicans (Kanbe ir kt., 1997; Savolainen ir kt., 1998).

Vienas dazniausiai aplinkoje pasitaikanéiy mieliagrybiy, Rhodotorula
rubra (sin. R. mucilaginosa), laikomas oportunistu, kadangi jo sukeliami
susirgimai yra itin reti (Neofytos ir kt., 2007). Klonuoti du Sios mielés
alergenai, kryzmiskai reaguojantys su kity mikroskopiniy gryby genciy
homologiSkais baltymais: Rho m 1 (enolaz¢) ir Rho m 2 (vakuolés serino
proteazé) (Chang ir kt., 2002; Chou ir kt., 2005).

Mielés Saccharomyces cerevisiae taip pat jvardinamos Kkaip
mikroskopiniai grybai, galintys sukelti alergines reakcijas, nors oficialioje
alergeny duomeny bazéje §i0S mielés néra minimos (Faergemann, 2002;
Simon-Nobbe ir kt., 2008).
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1.4 KryZminés reakcijos

Antigeno specifiskumg salygoja jo molekulés dalis (epitopas), galintis
nekovalentiskai jungtis su antikiino molekulés dalimi (paratopu). Kiekvienas
antigenas paprastai turi keleta 822 aminoriigsciy liekany dydzio epitopy.
Mazdaug 5 aminoriigsStys epitope jtakoja antigeno — antikiino saveika.
Antigeno suri$imo vietg antikiine sudaro ~50 aminoragsciy lickany, i$ kuriy ~
15 fiziSkai jungiasi su epitopu. Taigi, antikino minétos 50 variabiliy
aminortigsciy liekany sudaro kelis persidengianc¢ius potencialius paratopus,
gebancius suristi keleta antigeny skirtingu giminingumu (Adomaitiené ir kt.,
2001). Kryzminémis reakcijomis vadinamos reakcijos, kuriy metu specifiniai
antikiinai, nukreipti prie§ konkrety antigeng, jungiasi su struktiiriSkai panasiu
antigenu. Laikoma, kad kryZmines reakcijas gali sukelti homologiniai
baltymai, kuriy seky panasumas sudaro daugiau kaip 50 % (Bowyer ir kt.,
2006). Kryzminés reakcijos gali biti trijy tipy (Singh ir kt., 2008):

1. Klinikinés — atsiranda d¢l paciento reaktyvumo profilio;

2. Taksonominés — jvyksta dél alergizuojanciuose organizmuose esanciy

homologiniy ar konservatyviy baltymuy;

3. Biocheminés — tokios reakcijos vyksta dél tokiy paciy ar panaSiy

epitopy.

Siekiant iSsiaiSkinti, ar alergeny ortologai yra paplite gryby karalystéje, ar
jie budingi tik kai kurioms gentims ir (ar) rusims, lyginti 22 mikroskopiniy
gryby genomai su 82 alergenus koduojanciy geny sekomis. Rezultatai leido
daryti prielaida, kad daugelis Siy mikroorganizmy turi baltymy, Kkurie
potencialiai gali patys sukelti alergijas arba stimuliuoti imunin¢ sistema dél
kryzminiy reakcijy su kitais alergenais. Manoma, kad 0,5-1 % baltymy
konkretaus mikroskopinio grybo proteome gali biiti potencialtis alergenai.
KryZzminémis reakcijomis aiskinamas klinikinis pasteb¢jimas, kad daugelis
mikroskopiniams grybams alergisky pacienty reaguoja ne su viena, bet su
keliomis jy riiSimis. Konservatyviis gryby alergenai yra Sie: enolazé, streso

baltymai, ciklofilinai, vakuoliy serino proteazés, peroksisomy baltymai,
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redoksinai, disulfato izomerazés (Bowyer ir kt., 2006; Simon-Nobbe ir kt.,
2008). Kryzminés reakcijos apraSytos ne tik tarp skirtingy mikroskopiniy
gryby risiy ar genciy, bet ir tarp skirtingy karalys¢iy organizmy. Tokie gryby
alergenai, kaip aldehiddehidrogenazé, Sarminé serino proteazé, serino proteaze,
enolazé, glutation-S-transferazé ir streso baltymas, turi atitinkamus
homologinius specifiniy IgE antikiny sinteze¢ sukeliancius baltymus ne tik
gryby karalystei priklausan¢iuose organizmuose. Kai kuriy tyrimy
duomenimis, kryZminés reakcijos vyksta tarp mikroskopiniy gryby ir Zmoniy
baltymy — autoantigeny — kurie gali sukelti IgE antikiiny sinteze ir padidéjusio
jautrumo reakcijas dél molekulinés mimikrijos tarp B limfocity epitopy.
Autoantigenai — baltymai, kuriy sekos homologiskos aplinkos alergenams,
priklausantiems filogenetiskai konservatyviy baltymy klasei (Crameri, 2011a;
Zeller ir kt., 2008). Aprasyti Sie mikroskopiniy gryby baltymai, turintys
homology zmogaus proteome: MnSOD, ciklofilinas, rtig§tinis ribosominis
baltymas P2 ir tioredoksinas (Simon-Nobbe ir kt., 2008).

Neaisku, kodél kai kurie mikroorganizmai daznai pasireiskia kaip alerginiy
susirgimy sukel¢jai, o kiti alerginiuose procesuose dalyvauja retai. Vienas i$
galimy paaiskinimy tas, kad oportunistiniai grybai, skirtingai nuo patogeniniy,
sugeba 1Sgyventi Seimininko odos ar gleiviniy pavirSiuje pakankamai ilgg laiko
tarpg, kad susintetinty didesnj kiekj alergizuojanciy baltymy (Aalberse, 2007;
Bowyer ir kt., 2006; Woodfolk, 2005).

1.5 Malassezia gentis

Ilga laikg Malassezia genties atstovy taksonominé padétis buvo paini,
kadangi Sios mielés yra dimorfiniai mikroorganizmai, galintys egzistuoti
mieliy ir micelio fazése. Sios dvi formos buvo laikomos skirtingomis rasimis:
Pityrosporum (mielés) ir Malassezia (micelis). 1977 metais trys skirtingos
mokslininky grupés indukavo mieles gaminti hifus in vitro. Remiantis Siuo
atradimu buvo i$skirtos dvi rasys: M. furfur (apémé P. orbiculare, P. ovale ir

M. furfur) ir M. pachydermatis (P. pachydermatis). Taciau Malassezia genties
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taksonominé padétis vis dar buvo nekonkreti. Sig situacija 1996 metais
iSsprendé mokslininkai Guillot ir Gueho (Gueho ir kt., 1996). Jie surinko 104
Malassezia genties kamienus, atliko geno, koduojancio 26S rRNR subvieneta,
sekoskaitg ir branduolinés DNR komplementarumo analize. Atsizvelgiant ]
gautus rezultatus buvo i$skirtos septynios rasys: M. furfur, M. sympodialis, M.
obtusa, M. globosa, M. restricta, M. slooffiae ir M. pachydermatis (Gueho ir
kt., 1996). Keletas vélesniy darby patvirtino Sig klasifikacija ir ji taikoma iKi
Siol (Gupta ir kt., 2000; Makimura ir kt., 2000).

1.5.1 Malassezia taksonomija

Malassezia genties mielés priklauso bazidiomicetams (Malasseziales,
Ustilaginomycotina, Basidiomycota) ir dauginasi nelytiniu bidu pumpuruojant
motininei lgstelei (Ahearn, Simmons, 1998). Neseniai atliktos M. globosa ir M.
restricta genomy sekoskaitos metu aptikti kryzminimasi kontroliuojantys
genai. Tal leidzia daryti priclaida, kad Malassezia mielés geba daugintis lytiniu
bidu (Xu ir kt., 2007).

Siuo metu genéiai priskiriama 14 riisiy. Be ank$&iau paminéty septyniy,
papildomai aprasytos 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 mieliy fiziologiniai poZymiai

Malassezia genties mielés auginamos aerobinémis salygomis, bet gali
augti ir mikroaerobinémis ar net anaerobinémis salygomis (Faergemann,
Bernander, 1981).

Malassezia nefermentuoja cukry (Ahearn, Simmons, 1998). Jos augimui
nebitini vitaminai, mikroelementai ar elektrolitai. Kaip azoto $altinj panaudoja

daugelj aminortigséiy, taip pat amonio druskas (Mayser ir kt., 1998a). Kaip
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vienintelj sieros $altinj gali naudoti metioning, cisting ar cisteing (Ashbee,
Evans, 2002).

Pirmg kartg Malassezia mieles 1846 metais aprasé Eichstedt'as
(Eichstedt, 1846), bet i$skirtas organizmas buvo tik 1927 metais (Panja, 1927).
Kultivavimo sudétingumg 1939 metais paaiSkino Benham‘as, kuris suprato,
kad auginimo terpei reikia ,,riebiy medziagy“ (Benham, 1939). Malassezia
genties mielés nesugeba pacios pasigaminti riebaly ragséiy ilgomis grandimis,
todél joms biitina jas gauti i§ aplinkos (Ashbee, Evans, 2002). Augima skatina
daugelis socCiyjy riebaly ragsciy, kuriy grandiné sudaryta i§ 12-20 anglies
atomy (Wilde, Stewart, 1968). Pastebéta, kad augimo metu naudojamas lipidy
Saltinis turi jtakos mikroorganizmy riebaly riigs¢iy sudéciai, todél manoma,
kad Sios riigStys néra energijos Saltinis, bet tiesiogiai jterpiamos ] lasteles be
tolimesnio jy metabolizmo (Ashbee, Evans, 2002). Visy Malassezia risiy,
iSskyrus M. pachydermatis, augimui reikalingas aplinkoje esantis lipidy Saltinis
(Batra ir kt., 2005).

1.5.3 Malassezia genties mieliy identifikavimas biocheminiais ir

fiziologiniais metodais

D¢l Malassezia genties mieliy lipofiliSkumo yra sudétinga jas isskirti,
kultivuoti ir identifikuoti. Kultivavimo sglygos priklauso nuo rasies. M. furfur
ir M. pachydermatis laikomos nereikliausiomis i§ Malassezia genties mieliy,
todel dazniausiai yra iSskiriamos taikant klasikinius mikrobiologinius metodus.
Sudétingiausia kultivuoti yra M. restricta ir M. obtusa (Batra ir kt., 2005).

Malassezia mieléms isskirti ir kultivuoti dazniausiai naudojamos trys
mitybinés terpés: Dixon‘o agarizuota mitybiné terpé (Van Abbe, 1964),
modifikuota Dixon‘o agarizuota mitybiné terpé (Midgley, 1989) arba
Leeming‘o ir Notman‘o agarizuota mitybiné terpé (LNA) (Leeming, Notman,
1987). Sios mitybinés terpés savo sudétyje turi jaudio tulZies, kuri yra bitina
geram Malassezia mieliy 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 ra$imi, kurios augimui lipidai nebitini, bet ir jos
sékmingam kultivavimui reikia peptonu praturtintos mitybinés terpés (t.y.
Saburo mitybinés terpés), kurioje yra trumpy grandiniy riebaly riigsciy.
Anks¢iau Malassezia mieliy i$skyrimui naudota Saburo agarizuota terpé,
praturtinta alyvuogiy aliejumi. Pastebéjus, kad ant Sios terpés gerai auga tik
trys rasys (M. furfur, M. pachydermatis ir M. yamatoensis), jos buvo atsisakyta
(Gueho ir kt., 2010). Optimali Malassezia mieliy augimo temperatiira yra 32—
34 °C, nors auga ir 37 °C.

Malassezia genties mielés priklauso Basidiomycota, todél nusidazo
purpurine spalva dazant diazonio mélynuoju B dazu (DBB reakcija). Sis testas
atliekamas pirmiausia, siekiant atskirti Malassezia genties atstovus nuo
bakterijy ir askomicetiniy mieliy (pav., Candida rusiy), kurios daZnai
1§skiriamos 1§ odos meginiy.

Unikalus Malassezia mieliy lipidy poreikis naudojamas riiSims atskirti.
Kamienai auginami Saburo agarizuotoje terpéje, praturtintoje vienu i§ penkiy
lipidy saltiniu: kremoforu EL, tvinais 20, 40, 60 arba 80. Kadangi Sios
medziagos tirpsta vandenyje ir difunduoja j Saburo agarizuotg terpe, testas gali
biiti atlickamas vienu metu su visais penkiais lipidais. Lipidai, difunduodami
mitybinéje terpéje, sukuria koncentracinj gradientg. Mieliy augimas gali
prasideéti arti Sulin¢lio su auksta lipido koncentracija (matomas pilnas augimo
diskas) arba Siek tiek toliau nuo Sulinélio, kur lipido koncentracija sumazéjusi
(matomas kolonijy ziedas). Augimas taip pat gali prasidéti tam tikru atstumu
nuo Sulinélio, bet progresuoti link jo. Kai kuriy raisiy atveju Sio progresinio
augimo metu pastebimas tam tikros lipidy koncentracijos sukurtas inhibicinis
ziedas, o véliau vél matoma antrinio augimo zona (Boekhout ir kt., 2010).

Malassezia riiSys identifikuojamos pagal: DBB ir katalazés reakcijas; f-
gliukozidazés aktyvumg; fluorochromy ir pigmenty sintezg, naudojant
triptofang kaip vienintelj azoto $altinj; augimg 37 °C ir 40 °C temperatiiroje;
augimg ant Saburo agarizuotos terpés be papildomo lipidy Saltinio; naudojant

kremoforg EL, tvinus 20, 40, 60 arba 80, kaip vienintelius riebaly rugsciy
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Saltinius (Gueho ir kt., 1996, 2010; Guillot ir kt., 1996; Mayser ir kt., 1997,
1998b, 2004).

Si identifikaciné sistema néra tobula, nes kai kurios rigys sunkiai auga
net ir ,,turtingoje* mitybinéje terpéje, o tviny testo rezultatus daznai sunku
jvertinti (Batra ir kt., 2005). Be to, literatliroje vis dazniau apraSomos naujos
rasys, kai kuriy jy fiziologinés savybés tapacios. Daugéja duomeny apie
netipinius Malassezia kamienus, pasizyminéius kitokiomis savybémis nei
referentinés rtsys (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 mieliy identifikavimas molekuliniais metodais

Malassezia genties mieléms identifikuoti ir genotipuoti naudojami
molekuliniai metodai nurodyti 2 lentel¢je.

Siuo metu mieliniy gryby molekulingje sistematikoje daZniausiai
naudojamas tiesioginés DNR sekoskaitos metodas. Riisies apibiidinimui svarbu
pasirinkti genetinj lokusa, kurio seka pakankamai skiriasi tarp skirtingy rtsiy,
bet turi minimalias variacijas riisies viduje. Siuos kriterijus geriausiai atitinka
molekulingje sistematikoje pla¢iai naudojami pirmas ir antras nekoduojantys
rRNR vidiniy transkribuojamy intarpy regionai ITS1 ir ITS2, bei 26S rRNR
genas (2 pav.). Abiejy geny seky analizé naudojama daugumai
bazidiomicetiniy mieliy identifikuoti. AprasSyti atskiri atvejai, kai filogenetiSkai
artimos rasys turéjo identiSkas 26S rRNR sekas, bet skyrési ITS regionai, ir

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

18S 5,85 26S IGS1 | gg | 1GS2 18S

ITS1 ITS2

2 pav. rRNR koduojanciy geny i$sidéstymo schema.
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2 lentelé. Malassezia genties mieléms identifikuoti ir genotipuoti naudojami

molekuliniai metodai.

Metodas Tirtos mieliy rasys Gauti duomenys
ITS1  seky | M. furfur, M. globosa, M. | Identifikuotos visos tirtos rasys (Makimura ir
analizé restricta, M. sympodialis, M. | kt., 2000).
pachydermatis, M. slooffiae,
M. obtusa
M. nana Identifikuota nauja rtsis - M. nana (Hirai ir
kt., 2004).
26S D1/D2 | M. furfur, M. globosa, M. | Identifikuotos visos tirtos rasys (Guillot ir kt.,

seky analizé

IGS1  seky

analizé

chs-2  geno
sekos

analizé

AFLP

restricta, M. sympodialis, M.
pachydermatis, M. slooffiae,
M. obtusa

M. sympodialis

M. globosa

M. globosa, M. restricta

M.
restricta, M. sympodialis, M.

furfur, M. globosa, M.

pachydermatis, M. slooffiae,
M. obtusa
M. pachydermatis

M.

restricta, M. sympodialis, M.

furfur, M. globosa, M.

pachydermatis, M. slooffiae,

2000).

M.

suformavo keturis

Nuo skirtingy gyviny odos iSskirti

sympodialis kamienai
genotipus (Cabanes ir kt., 2005).
Filogenetiniame medyje susiformavo keturios
grupés. Dvejose grupése pasiskirsté nuo AD
odos isskirti kamienai, treCig grupe sudaré
nuo nepazeistos odos iSskirti kamienai, o
ketvirtoje grupéje iSsidésté tiek nuo AD, tiek
nuo sveikos odos isskirti kamienai (Sugita ir
kt., 2003a).

Tirti kamienai susigrupavo pagal jy iSskyrimo
vieta: nuo AD paveiktos, SD paveiktos ar
sveikos odos (Tajima ir kt., 2008).

Identifikuotos visos tirtos rusys (Kano ir kt.,
1999).

Kamienai susiskirsté i tris genotipus pagal jy
sukeliamas ligas (Cafarchia ir kt., 2007).

Identifikuotos visos tirtos rasys. M. furfur
kamienai iSsiskyré i keturis pogrupius pagal jy

sukeltas ligas (Theelen ir kt., 2001).
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M. obtusa

M. furfur, M. globosa, M.
restricta, M. sympodialis, M.
pachydermatis, M. slooffiae,
M. obtusa, M. dermatis

RAPD M.

restricta, M. sympodialis, M.

furfur, M. globosa, M.

pachydermatis, M. slooffiae,
M. obtusa
M. furfur

DGGE M. furfur, M. globosa, M.

restricta, M. sympodialis, M.
pachydermatis, M. slooffiae,
M. obtusa

PFGE M.

restricta, M. sympodialis, M.

furfur, M. globosa, M.

pachydermatis, M. slooffiae,
M. obtusa

RFLP M.
restricta, M. sympodialis, M.

furfur, M. globosa, M.

pachydermatis, M. slooffiae,
M. obtusa, M.
japonica, M. dermatis, M.

nana, M.

yamatoensis
tFLP M.
restricta, M. sympodialis, M.

furfur, M. globosa, M.

pachydermatis, M. slooffiae,
M. obtusa

Identifikuotos visos tirtos rusys. M. furfur
kamienai sudaré genotipus pagal jy iSskyrimo

geografine vieta (Gupta ir kt., 2004b).

Visose riiSyse gauti polimorfiniai profiliai.

Neaptikta  koreliacija  su  sukeliamais

susirgimais (Theelen ir kt., 2001).

Gauti polimorfiniai profiliai, koreliuojantys su
mieliy sukeliamais susirgimais (Gandra ir kt.,
2006).

Identifikuotos visos tirtos rasys. Neaptiktos
vidura§inés grupés (Theelen ir kt., 2001).

Identifikuotos visos tirtos risys. ViduriiSinés
grupés nustatytos tik M. furfur (Theelen ir kt.,
2001).

Identifikuotos visos tirtos riSys naudojant

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

Identifikuotos visos tirtos rasys (Gemmer ir
kt., 2002).

ITS1, pirmas vidinis transkribuojamas intarpas; 26S D1/D2, didZiojo ribosominio subvieneto
variabilis domenai D1 ir D2; IGS1, pirmas tarpgentinis intarpas; chs-2, chitino sintaze
koduojantis genas; AFLP, amplifikuoty fragmenty ilgio polimorfizmas; RAPD, atsitiktinai
pagausinta polimorfiné DNR; DGGE, elektroforezé denattiruojanciame gelyje; PFGE,
pulsuojancio lauko elektroforezé; RFLP, restrikcijos fragmenty ilgio polimorfizmas; tFLP,

galiniy fragmenty ilgio polimorfizmas.
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Didziojo ribosominio subvieneto D1/D2 domenai apima mazdaug 600
nukleotidy variabily regiong, esantj 26S rRNR geno 5°‘-gale. Eksperimentiskai
nustatyta, kad tos pacios rusies atstovy D-domeny seky panasumas yra >99 %,
0 analizuojant sekas gauti duomenys koreliuoja su DNR hibridizacijos metodu
gautais rezultatais (Fell ir kt., 2000; Scorzetti ir kt., 2002).

ITS lokusas i8sidéstes tarp 18S ir 26S rRNR geny (2 pav.). Jis skirstomas
1 ITS1 regiong, skiriantj 18S ir 5,8S rRNR genus bei ITS2 - esantj tarp 5,8S ir
26S rRNR geny. 18S ir 26S rRNR geny seky ilgiai yra identiSki visoms
mieliniy gryby rusims, tuo tarpu ITS seky ilgiai yra riisiai specifiniai. 1999
metais mokslininky grupé ITS regiony pagalba identifikavo Trichosporon rtsis
ir nustate, kad su retomis iSimtimis konspecifinése riiSyse S$iy regiony
nukleotidy seky panasumas yra ~99 %. Vélesniy tyrimy metu pastebéta, kad
kai kurioms raSims (tame tarpe ir Malassezia genties atstovams) biidingas
vidur@iSinis Siy seky variabilumas, galintis siekti 3 %. Remiantis Siais
duomenimis, buvo pasitlyta kamieng priskirti atitinkamai rtsiai, jei jo ir
referentinio rusies kamieno ITS seky panasumas >97 % (Cabanes ir kt., 2005;
Makimura ir kt., 2000; Scorzetti ir kt., 2002; Sugita ir kt., 1999).

Pirmo tarpgeninio intarpo 1GS1 seky analizé rasims identifikuoti
naudojama retai, kadangi §i sritis pasizymi dideliu vidurtsiniu variabilumu.
Literatiiros duomenimis, IGS1 seky analizé taikytina siekiant sugrupuoti mieliy
kamienus pagal jy pasiskirstymg ant sveikos bei seboréjinio ir atopinio
dermatity paveiktos odos. ApraSyta, kad analizuojant IGS1 sekas M. globosa ir
M. restricta kamienai susitelkia j atskiras grupes priklausomai nuo jy
iSskyrimo vietos (Sugita ir kt., 2003a; Tajima ir kt., 2008). IGS1 seky analizé
taip pat naudota siekiant sugrupuoti M. nana kamienus pagal jy geografing
kilme, bet §iuo atveju vidurti§inis polimorfizmas nenustatytas (de Bellis ir kt.,
2010).

Chitino sintaz¢ koduojantis genas (chs-2) taip pat naudojamas Malassezia
genties mieléms identifikuoti, nors jo sekos pasizymi dideliu tarprisiniu
panasumu (95 %). Chitino sintaz¢ koduojancio geno seky analizé leido

suskirstyti M. pachydermatis kamienus j tris genotipus, kurie susij¢ su
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skirtingais Sios rusies mieliy sukeliamais susirgimais (Cafarchia ir kt., 2007;
Kano ir kt., 1999) .

Kaip minéta anks¢iau, Malassezia genties mieles sudétinga kultivuoti,
todél ieSkoma molekuliniy metody, kurie leisty greitai ir tiksliai jas
identifikuoti. Literatiiros duomenimis, Keleto tyrimy metu Malassezia mieléms
identifikuoti naudotas amplifikuoty fragmenty ilgio polimorfizmo metodas
(AFLP). AFLP analizés metu kiekvienos Malassezia riiSies kamienai iSsiskyré
1 genetinius pogrupius pagal kliniking ir geografing izoliaty kilme. Autoriy
nuomone, kai tiriama didelé imtis, AFLP analizé tinkama identifikacijai, bet ji
uzima daug laiko, todél rutininiuose klinikiniuose tyrimuose Sis metodas
nepritaikomas (Gupta ir kt., 2004b; Theelen ir kt., 2001).

Kelios mokslinés grupés naudojo atsitiktinai pagausintos polimorfinés
DNR (RAPD) metoda Malassezia mieléms identifikuoti. Rezultatai
nevienareik§miai. Vieny tyrimy metu gauti Malassezia kamieny polimorfiniali
profiliai, kurie priklausé nuo izoliaty geografinés Kilmés, Seimininko (t.y.
Zmogus ar gyviinas), méginio paémimo vietos ir sukeliamo susirgimo (Duarte,
Hamdan, 2010; Gandra ir kt., 2006). Kito eksperimento metu taip pat gauti
polimorfiniai profiliai, bet neaptikta jokios koreliacijos su mieliy sukeliamais
susirgimais (Theelen ir kt., 2001).

Elektroforezé denattiruojanc¢iame gelyje (DGGE) ir pulsuojancio lauko
elektroforezé (PFGE) taip pat taikytos Malassezia genties mieléms apibadinti.
PFGE metodas tinka kamienams identifikuoti, kadangi skirtingy rasiy atvejais
gaunami skirtingi kariotipai, bet néra variacijos riSies viduje. Nepaisant
metodo tikslumo, jis retai naudojamas diagnostikoje dél brangios ir sudétingos
analizés (Boekhout ir kt., 1998; Theelen ir kt., 2001).

Aprasyta, kad restrikcijos fragmento ilgio polimorfizmo (PCR-RFLP)
metodu analizuojant 26S, ITS1 ir ITS2 DNR sritis identifikuota 11 Malassezia
rusiy. Taip pat nustatyta, kad M. furfur kamienai pasizymi geografine variacija:
izoliatai, kurie buvo i8skirti pietinése ir rytinése Europos Salyse, neturéjo Ban |
restriktazés kirpimo vietos ITS2, kuo pasizyméjo i§ kity Europos regiony gauti

kamienai (Gaitanis ir kt., 2009; Oh ir kt., 2009).
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Galiniy fragmenty ilgio polimorfizmo (tFLP) metodas taip pat
naudojamas Malassezia rasims identifikuoti ir genotipuoti. Analizés metu
1§skiriama mieliy DNR, vykdoma rDNR PGR reakcija, po kurios produktas
amplifikuojamas naudojant ITS1- ir ITS2- specifinius fluorescentiniais dazais
zymétus pradmenis. Gauty produkty ilgiai analizuojami fluorescentiniu DNR
sekvenatoriumi. tFLP metodas patogus dél to, kad atlikus analize kickvienai
méginyje buvusiai rasiai gaunami tik du zyméti fragmentai, todél metoda
galima naudoti miSriy méginiy atveju. Pazymétina, kad amplifikacijoms
naudojami mikroskopiniams grybams universaliis pradmenys, o DNR
ekstrakcija gali biiti vykdoma tiesiogiai nuo paimto klinikinio méginio be
tolimesnio kultivavimo mitybinéje terpéje, kas dar labiau padidina metodo
patrauklumg. Pagrindinis metodo trikumas yra tas, kad jam atlikti reikalinga
labai specializuota jranga (Gemmer ir kt., 2002).

Visi anks¢iau iSvardyti molekuliniai metodai yra tinkami Malassezia
genties mieléms identifikuoti, bet daugumos jy pritaikymas klinikinése
laboratorijose yra ribotas dél brangios ir sudétingos analizés. Mikroskopiniy
gryby raisims ir kamienams identifikuoti dazniausiai naudojamos ITS bei 26S
rRNR D1/D2 sri¢iy seky analizé. Sios DNR sritys yra palyginus trumpos (~600
baziy pory), bet jy polimorfizmas leidzia identifikuoti kamienus tiek
vidurtiSiniame, tiek tarprisiniame lygmenyje. Metodas patrauklus ir tuo, kad
PGR metu naudojami visiems bazidiomicetiniams grybams universaliis

pradmenys.
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1 Reagentai, rinkiniai

Darbe naudoti reagentai ir cheminiy medziagy rinkiniai pateikti 3

lentel¢je.

3 lentelé. Naudoti reagentai ir cheminiy medZziagy rinkiniai.

Reagentai

Gamintojai

Agaras, cikloheksimidas, glicerolis, gliukozé, KCI,
KH,PO, mieliy ekstraktas, NaCl, natrio acetatas,
Na,HPOy,,

ortofenilendiaminas, salyklo ekstraktas, L-triptofanas,

natrio azidas, oleino rugstis,
triptonas, tvinas 20, tvinas 40, tvinas 60, tvinas 80

Alyvuogiy aliejus, jaucio serumo albuminas,
kremoforas EL, diazonio mélynasis B, tulzies druskos
Ampicilinas, chloramfenikolis, sieros rnigstis, N,N-
dimetilformamidas, vandenilio peroksidas
Bakteriologinis peptonas

Biotinu Zymeéti pelés antikiinai prie§ Zmogaus IgE
DNR gelio #K0513,
genominés DNR skyrimo rinkinys #K0512, IPTG,

MassRuler™ DNA Ladder Mix (Linijiniy DNR

ekstrakcijos s rinkinys

fragmenty ilgio standartas), PGR klonavimo rinkinys
#K1214, streptavidinas (zymétas krieny peroksidaze),
X-Gal

Eskulinas, gelezies amonio citratas

Glicerolio monostearatas

Mieliy 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,
Pranciizija

BD Pharmingen
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2.2 Terpés, tirpalai, buferiai

Darbe naudotos mitybinés terpés ir jy sudétis (1 1 vandens) pateiktos 4

lenteléje, o tirpalai ir buferiai — 5 lentel¢je.

4 lentelé. Naudotos mitybinés terpés.

Gliukozés, peptono,
mieliy ekstrakto
agarizuota terpé (GPY)

Modifikuota Leeming‘o
ir Notman‘o agarizuota
terpé (MLNA)

Modifikuota Dixon‘o
agarizuota terpé (mDA)

Eskulino agarizuota
terpe

Saburo agarizuota terpé
(SGA)

Gliukozé

Bakteriologinis peptonas
Mieliy ekstraktas
Agaras
Chloramfenikolis

Gliukozé
Bakteriologinis peptonas
Tulzies druskos

Mieliy ekstraktas
Glicerolio monostearatas
Glicerolis

Tvinas 60

Alyvuogiy aliejus
Agaras
Chloramfenikolis
Cikloheksimidas

Salyklo ekstraktas
Bakteriologinis peptonas
Tulzies druskos

Tvinas 40

Glicerolis

Oleino rigstis

Agaras
Chloramfenikolis
Cikloheksimidas

Bakteriologinis peptonas
Gelezies amonio citratas
Eskulinas

Agaras

Gliukozé
Bakteriologinis peptonas
Agaras

10 ml
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Pigmenty indukcijos
agarizuota terpé (p-
agaras)

Salyklo, mieliy
ekstrakto, gliukozés,

peptono agarizuota terpe
(MYGP)

LB agarizuota terpe

SOC terpe

Tvinas 80
Agaras
L-Triptofanas

Salyklo ekstraktas
Mieliy ekstraktas
Bakteriologinis peptonas
Gliukozé

Agaras

Triptonas

Mieliy ekstraktas
NaCl

Agaras
Ampicilinas

Triptonas

Mieliy ekstraktas
NaCl

Gliukozé

KCI

30 ml
209
15 mmol

0,186 g

5 lentelé. Naudoti tirpalai ir buferiai.

DBB reagento darbinis tirpalas
(laikomas lede ir ruoSiamas
pries pat jo panaudojimg)
IPTG darbinis tirpalas

X-Gal darbinis tirpalas

PBS (pH 7,4)

PBS-0,1 % Tvinas 20

BSA darbinis tirpalas

Diazonio mélynasis B 1 mg
0,1 M TRIS-HCI, pH 7,0 1 ml
IPTG 1,29
Distiliuotas vanduo 50 ml
X-Gal 20 mg
N,N-dimetilformamidas 1ml
NaCl 8¢
KCI 0,2¢
Na,HPO, 1,44 g
KH,PO, 0,249
Distiliuotas vanduo 1000 ml
PBS (pH 7,4) 100 ml
Tvinas 20 0,1 ml
Jaucio serumo albuminas 1g
PBS (pH 7,4) 100 ml
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PBS-T PBS (pH 7,4) 100 ml

Tvinas 20 0,05 ml
Acetatinis buferis 0,025 M (pH | NaCOOCHj5
5,5)
Ortofenilendiamino/H,0, Acetatinis buferis 0,025 M | 10 ml
substratas H,0, 30 % 0,01 ml
Ortofenilendiaminas 0,012 ¢
Dazymo buferinis tirpalas PBS (pH 7,4) 100 ml
Jaucio serumas 2 ml
Natrio azidas 0,1¢

2.3 Tiriamieji asmenys

Meéginiai imti Alerginiy susirgimy diagnostikos ir gydymo centre
(Vilnius, Lietuva). IS viso paimtas 241 mikrobiologinis pasélis nuo tiriamyjy
asmeny, kuriems nustatytas atopinis dermatitas, odos. Méginiai suskirstyti }
keturias grupes pagal tiriamy asmeny amziy ir AD paZzeistas kiino vietas (6
lentelé).

Tyrime dalyvavo ir 40 AD neserganciy asmeny, nuo kuriy odos paimti
mikrobiologiniai paséliai naudoti kaip neigiamos kontrolés.

Tiriamyjy asmeny papraSyta nevartoti prieSgrybeliniy preparaty ir
hormoniniy tepaly maziausiai keturias savaites prie§ paimant pasélj. Lietuvos
Bioetikos Komitetas leido atlikti tyrimg (1 priedas). Tiriamieji asmenys (arba
Ju tévai (globéjai) pasirasé sutikimo dalyvauti tyrime forma.

Pries tirtas mieles nukreipty specifiniy IgE antiktiny nustatymui paimti
kraujo serumai 1§ 34 asmeny, kuriems nustatytas AD: 15 vyry, 19 motery; 16—
65 mety amziaus (vidutinis amzius 36,7 + 11,7 metai). 19 Siy serumy turéjo
pries namy dulkiy erkiy D. pteronyssinus ir D. farinae alergenus D1 ir D2
(kaip nustatyta Immulite® 2000 3GAllergy™) nukreiptus specifinius IgE
antiktinus (>0,7 kU/I), 0 15 — neturéjo (<0,35 kU/I). Neigiamai kontrolei imti
serumai i§ 14 AD neserganCiy asmeny: 10 vyry, 4 motery; 16—65 mety

amziaus (vidutinis amzius 33,6 £+ 7,8 metai).
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6 lentelé. Méginiy suskirstymas j grupes.

Grupés Viso tirta Vyrai/ Vid. amzZius
moterys metais = SN
I grupé (paséliai imti nuo 2-16 69 35/34 5,844,3

mety amziaus AD  serganciy
asmeny ranky ar kojy)

I grupé (paséliai imti nuo 2-16 63 30/33 4,9+3.9
mety amziaus AD  serganciy
asmeny Vveido, kaklo ar liemens)
III grupé (paséliai imti nuo 16-65 58 23/35 33,9+10,7
mety amziaus AD  serganciy
asmeny ranky ar kojy)

IV grupé (paséliai imti nuo 16—65 51 19/32 36,7+11,2
mety amziaus asmeny veido, kaklo
ar liemens)

2.4 Mieliy kamienai

Imunologingjé analizéje naudoti nuo atopinio dermatito pazeistos odos
iSskirti mieliy kamienai: Candida famata C94; Candida pelliculosa C18;
Candida parapsilosis C230; Candida quilliermondii C65; Rhodotorula rubra
R345:; Malassezia furfur M33; Malassezia furfur M47.

2.5 Mieliy identifikavimas klasikiniais mikrobiologiniais metodais

Méginiy paémimas ir pirminis i§sé€jimas

Pavyzdziai imti nuo 5 cm? atopinio dermatito pazeistos odos ploto vatos
tamponu, i$séti | transporting mitybing terpg ir per 1-2 valandas pristatyti j
laboratorija, kur jie i$séti ant GPY ir mLNA agarizuoty terpiy. Auginta 32 °C

dvi savaites.

DBB reakcija
Ant GPY ir (ar) mLNA agarizuoty terpiy uzaugusios kolonijos $trichais

persétos ant MYGP agarizuotos terpés ir augintos 32 °C 10 dieny. Po to

lékstelés su kultiiromis palaikytos dvi valandas 55 °C temperatiiroje ir apipiltos
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Saltu DBB reagentu. Jei kultiira per 2 min. kambario temperatiiroje nusidazé

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

Katalazés reakcija

Ant objektinio stiklelio pernesta tiriamos kulttiros kolonija ir uZlaSintas
lasas vandenilio peroksido. Reakcija laikyta teigiama, jei matési kylantys j

pavirSiy burbuliukai, susidare nuo iSsiskyrusio laisvojo deguonies (Boekhout ir

kt., 2010).

B-gliukozidazés reakcija

Meégintuvélyje paruosta eskulino agarizuota terpé uzséta duriant jj
mikrobiologine kilpele su tiriama kultiira. Auginta 37 °C 5 dienas. Jei terpé

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

Pigmenty ir fluorochromy gamyba naudojant triptofana kaip vienintelj azoto

Saltinj

Tiriama kultiira i§séta ant p-agaro ir auginta 32 °C temperatiiroje iki 15
dieny. Reakcija laikyta teigiama, jei j terpg iSsiskyré rudas pigmentas, o
apSvietus UV Sviesa mieliy kolonijos fluorescavo gelsvai-zalia spalva (Mayser
ir kt., 1998b, 2004).

Augimas 40 °C temperatiiroje

Kultiiros uzsétos ant mLNA arba mDA agarizuoty terpiy. Auginta 40 °C

temperattroje iki 14 dieny.

Tviny 20, 40, 60, 80 ir kremoforo EL jsisavinimas kaip vienintelio lipidu

Saltinio

I 18 ml 50 °C temperatiiros SGA terpe jmaisyta 2 ml sterilaus distiliuoto
vandens su jame suspenduota tiriama kultira (1 mikrobiologin¢ kilpa/ml) ir
iSpilstyta j sterilias Petri léksteles. Agarui sustingus, iSpjauti penki 2 mm

skersmens Sulinéliai ir j juos ispilstyta po 15 ul tvino 20, tvino 40, tvino 60,
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tvino 80 ir kremoforo EL. Auginta 7 dienas 32 °C temperatiiroje (Gueho ir kt.,
1996; Guillot ir kt., 1996).

Mieliy identifikavimas asimiliaciniais testais

Mieliy identifikavimo sistema Api ID32C sudaro 32 tyrimo Sulinéliai,
kuriy kiekviename yra po vieng dehidratuoto angliavandenio substrata.
Sulinéliai uZpildyti tiriamosios kultiiros suspensija. Auginta 24-48 val. (pagal
gamintojo rekomendacijas). Augimas kiekviename Sulinélyje jvertintas
vizualiai. Identifikavimas atliktas naudojantis identifikavimo programine

jranga mini API.

2.6 Malassezia kamieny identifikavimas molekuliniais metodais

Genominés DNR skyrimas

Teigiama DBB reakcija pasizyméjusios mielés augintos ant mLNA
agarizuotos terpés 32 °C penkias dienas. 1020 mg tiriamos kultiiros
suspenduota 200 pl sterilaus distiliuoto vandens. Toliau genominé DNR skirta
naudojant Genominés DNR skyrimo rinkinj #KO0512 pagal gamintojo

rekomendacijas.

Genominés DNR pagausinimas

Didziojo rRNR subvieneto D1/D2 domeny 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 regiony 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). Genominé DNR pagausinta
Eppendorf PCR sistema esant tokioms salygoms: pradiné denatiiracija 95°C/2
min.; denatiiracija 95 °C/1 min., lydymas 50 °C/2 min., elongacija 72 °C/3 min.

ciklai); galutiné elongacija min.
(29 ciklai); galutiné elongacija 72 °C/7 mi
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PGR produkto ekstrakcija

PGR produkto elektroforezé agarozés gelyje TE buferyje vykdyta pagal
standartines metodikas (Sambrook, Russell, 2001). DNR koncentracija
nustatyta vizualiai UV Sviesoje lyginant su zinomos koncentracijos linijiniy
DNR fragmenty ilgio standartu MassRuler™ DNA Ladder Mix. DNR meginys
iSpjautas 1§ agarozés, pasvertas ir patalpintas j plastikinj mégintuvélj. Toliau
DNR ekstrakcija vykdyta naudojant DNR ekstrakcijos rinkinj #K0513 pagal
gamintojo rekomendacijas.

PGR produkto transformacija ir plazmidinés DNR iSskyrimas

PGR produktas jliguotas j plazmidinj vektoriy pTZ57R/T naudojant PGR
klonavimo rinkinj #K1214 pagal gamintojo rekomendacijas. Ligatas
transformuotas j Escherichia coli kamieno DHb5a Igsteles elektroporacijos
biudu: Saltuose steriliuose mégintuveliuose sumaisyta 40 pl kompetentinés
kulttros ir 2 ul ligato. Misinys perkeltas j atSaldytas 2 mm elektroporacijos
kiuvetes. Elektroporacija atlikta 2500 V 5 ms. Tuomet lastelés perkeltos j
mégintuvélius su SOC terpe. Inkubuota 37 °C vieng valanda. Méginiai i3séti
ant LB agarizuotos terpés. Auginta 37 °C 24 val. Transformantai atrinkti
naudojant mélyny-balty kolonijy testg (X-Gal ir IPTG déta pagal standartines
rekomendacijas) (Sambrook, Russell, 2001).

Plazmidiné DNR i§ E. coli skirta standartiniu Sarminés lizés metodu

(Sambrook, Russell, 2001).

DNR sekoskaita ir seky analizé

DNR sekoskaita atlikta Biotechnologijos instituto Sekvenavimo centre
(Vilnius, Lietuva) naudojant BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
rinkinj ir genetinj analizatoriy 3130x1 (Applied Biosystems, Nieuwerkerk aan
de 1Jsel, The Netherlands).

DNR seky analizé atlikta naudojantis programiniu paketu MEGA 4.0

(Tamura ir kt., 2007). Genetiniai atstumai paskai¢iuoti naudojant Maximum
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Composite Likelihood metodg (Tamura ir kt., 2004), o filogenetiniai medziai

sukonstruoti naudojant kaimyny apjungimo metoda (Saitou, Nei, 1987).

2.7 Imunologiniai metodai

Mieliy ekstrakto paruoSimas

Kamienai auginti GPY mitybiniame buljone (R. rubra, C. pelliculosa, C.
famata, C. guilliermondii) ir mLNA mitybiniame buljone (M. furfur) 35 °C
temperatiiros purtykléje keturias dienas. Mieliy lgstelés suardytos naudojant
BBx24 Bullet Blender® homogenizatoriy (Next Advance, Inc., JAV). Naudota
gamintojo rekomenduota metodika Candida albicans homogenizacijai. Po
lasteliy ekstrakcijos homogenizatas atskirtas nuo nuosédy ir cirkonio rutuliuky
centrifuguojant 800 g 5 min. Baltymy koncentracija ekstraktuose nustatyta
spektrofotometriskai matuojant 280 nm bangos ilgio Sviesoje. Ekstraktai skiesti
su PBS tiek, kad galutin¢ baltymy koncentracija juose buty 250 pg/ml ir

laikomi -20 °C temperatiiroje.

Imunofermentiné analizé (ELISA)

Mieliy ekstraktai skiesti PBS deSimt karty ir po 100 pl iSpilstyti 1 96
Sulin¢liy ELISA ploksteles (Greiner Bio-one, Vokietija). Ekstrakty (antigeny)
sorbcija vykdyta 24 val. 4 °C temperatiiroje. TusS¢ios, antigeny neuzimtos
ELISA plokstelés vietos padengtos jaucio serumo albuminu (150 pl 1 % jaucio
serumo albumino tirpalo). Tiriamieji serumai skiesti PBS-0,1 % Tvino 20
santykiu 1:10, i3pilstyti po 100 pl j Sulinélius ir laikyti 24 val. 4 °C
temperatiiroje. Antriniai antikinai (biotinu Zyméti pelés antikiinai pries
zmogaus IgE antik@inus) skiesti PBS-T santykiu 1:600 ir iSpilstyti j Sulinélius
po 50 pl. Plokstelé¢ inkubuota ant purtyklés 30 min. | plokstelés Sulinélius
iSpilstyta po 50 ul krieny peroksidaze zyméto streptavidino ir inkubuota 30
min. ant purtyklés. Prisijunges konjugatas nustatytas pagal spalvine reakcija

naudojant ortofenilendiamino/H,0, substratg (100 pl). Fermentiné reakcija
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sustabdyta jpylus 50 ul 2 M H,SO,4. Absorbcija matuota 492 nm ilgio bangos
Sviesoje daugiakanaliu spektrofotometru Synergy 2 (BioTek, JAV).

Po kiekvienos inkubacijos Sulinéliy turinys buvo iSkratomas ir
perplaunamas tris kartus, jpilant j kiekvieng Sulinélj po 200 ul PBS-T buferinio
tirpalo. Kaip neigiama kontrolé naudotas PBS. Kitos naudotos kontrolés: tik
antigeno, tik serumo arba tik konjugato. Kiekvienas testas kartotas du kartus.

Optinis tankis (OT) apskaiciuotas pagal formule:

OT = (A - K) — (B — K); kur A = méginio dviejy pakartojimy vidutinis OT;
K = neigiamos kontrolés OT; B = neigiamos kontrolés (be serumo) dviejy

pakartojimy vidutinis OT.

Konkurentiné imunofermentiné analizé

Konkurentiné imunofermentiné analizé atlikta siekiant jvertinti
numanomg kryzminj antigeniSkumag tarp keturiy mieliy rasiy. Kaip
inhibuojantys skystosios fazés antigenai naudoti keturiy mieliy rasiy ekstraktai
(baltymy koncentracija 75 pg/ml PBS buferyje). Sumaisyti trijy AD serganciy
zmoniy kraujo serumai (reaguojantys su visais atrinktais mieliy ekstraktais) ir
skiesti su inhibuojanciais skystosios fazés antigenais santykiu 1:10. Po 24 val.
inkubacijos 4 °C temperatiiroje serumy miSiniai perkelti j Kietosios fazés
antigenais padengtus mikroplokstelés Sulinélius (dengta po 100 pl atrinkty
mieliy ekstraktais, kuriuose baltymy koncentracija 25 pg/ml PBS buferyje).
Tolesni zingsniai tokie pat, kaip imunofermentinéje analizéje. Kaip neigiama
kontrolé naudotas PBS. Kiekvienas testas kartotas du kartus.

Inhibicija apskaiciuota pagal formule:

Inhibicija (%) = (A/B) x 100; kur A = OT méginio, inkubuoto su
inhibuojanciais skystosios fazés antigenais; B = OT méginio, neinkubuoto su

inhibuojanciais skystosios fazés antigenais.
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Immulite® inhibiciné analizé

Immulite® inhibiciné analizé atlikta siekiant nustatyti numanoma
kryzminj antigeniSkumg tarp keturiy mieliy rasiy ir namy dulkiy erkiy
alergeny. SumaisSyti dviejy AD serganciy Zmoniy kraujo serumai (turintys
specifiniy IgE antiking prieS namy dulkiy erkiy alergenus DI
(Dermatophagoides pteronyssinus) ir D2 (Dermatophagoides farinae). Serumy
misinys skiestas Su tiriamais mieliy ekstraktais (su kiekvienos mieliy rasies
ekstraktu atskirai) ir iSpilstytas | mikroplokstelés Sulinélius, atitinkamai
padengtus tokiu paciu mieliy ekstraktu (25 upg/ml). Inkubuota 4 °C
temperatiiroje 24 val. Sis pirminis inkubavimas atliktas siekiant adsorbuoti
pries mieles nukreiptus specifinius IgE antikinus (prijungiant juos prie
Kietosios fazés antigeny) ir (arba) blokuoti prie§ mieles nukreipty specifiniy
IgE antikiiny epitopus (antiklinams susijungiant su skystoje fazé¢je esanciais
antigenais). Kontrolei serumy misinys skiestas ir inkubuotas su PBS (vietoje
mieliy ekstrakty). Po pirminio inkubavimo serumy miginiai tirti Immulite®
2000 3GAllergy™ (Siemens Healthcare Diagnostics Products Ltd., Anglija)
pagal gamintojo metodikas siekiant nustatyti specifinius IgE antikiinus prie$
D1 ir D2 alergenus.

Inhibicija apskaiciuota pagal formule:

Inhibicija (%) = (A/B) x 100; kur A = specifiniy IgE antikiiny kiekis (kU/1)
serumy misinyje inkubuotame su mieliy ekstraktu; B = specifiniy IgE antiktiny

kiekis (kU/I) serumy misinyje inkubuotame su PBS.

Tékmeés citometrija

Sumaisyta 100 pl serumo, praskiesto dazymo buferiniu tirpalu (1:10), su
5 ul mieliy Igsteliy suspensijos (10" last./ml). Inkubuota 4 °C temperatiiroje 24
val. Nucentrifuguotos ir dazymo buferiniu tirpalu praplautos lastelés
sumaiSytos su 20 pl biotinu Zyméty pelés antikiing prie§ zmogaus IgE
antikinus (100x praskiesty dazymo buferiniu tirpalu). Inkubuota 0,5 val. lede.
Dazymo buferiniu tirpalu praplautos ir nucentrifuguotos lastelés

resuspenduotos 20 ul streptavidino, konjuguoto su fluorochromu (200x
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praskiesto dazymo buferiniu tirpalu). Lastelés inkubuotos 0,5 val. tamsoje ant
ledo, pridéta 200 pl dazymo buferinio tirpalo ir analizuota tékmés citometru
FACS Calibur (BD Biosciences, JAV). Neigiamai kontrolei vietoje serumo

lastelés inkubuotos su dazymo buferiniu tirpalu.

2.8 Statistiné analizé

Skaic¢iavimai atlikti naudojantis standartinémis statistikos skai¢iavimo
programomis SPSS 15.0 ir STATISTICA 6. Mieliy paplitimui zmoniy amzZiaus
grupése ir kiino dalyse jvertinti naudoti Stjudent’o t-testas ir porinis
(priklausomas) t-testas. Imunofermentinés analizés rezultaty vidurkiy tarp
grupiy palyginimai atlikti pagal Mann-Whitney U kriterijy. Immulite®
inhibicijos analizés rezultaty statistiné koreliacija tarp grupiy vertinta pagal
Spearman’o koreliacijos eiliSkumo kriterijy. StatistiS8kai patikimais laikyti

rezultatai, kuriy reikSmingumo lygmuo buvo P < 0,05.
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3. DARBO REZULTATAI

Siekiant nustatyti mieliy rasiy paplitimg ant AD pazeistos odos, buvo
paimti mikrobiologiniai paséliai nuo 241 asmens (vienas pasélis nuo vieno
tiriamojo). Kontrole naudoti mikrobiologiniai paséliai, paimti nuo 40 AD
neserganciy asmeny odos. Méginiai i§séti ant dviejy standZiy mitybiniy terpiy:
GPY ir mLNA. Uzaugusios mieliy kolonijos identifikuotos Klasikiniais
mikrobiologiniais metodais. Keturi Malassezia genciai priklausantys izoliatai
pasiZymejo netipinémis savybémis, todél jprastiniai fiziologiniai ir
biocheminiai metodai, paprastai naudojami Malassezia mieliy apibtdinimui
rigies lygmenyje, netiko jy identifikacijai. Siems kamienams atpaZinti

papildomai naudoti molekuliniai metodai.

3.1 Netipiniy Malassezia kamieny identifikavimas

Trys i$ keturiy i$skirty netipiniy Malassezia genties kamieny (M47, M54
ir M235) pasizyméjo panaSiomis morfologinémis ir fiziologinémis savybémis,
kas leido juos preliminariai priskirti tai paciai rusiai. Siuos izoliatus galima
buvo apibudinti kaip M. furfur, kadangi jie pasizyméjo visomis Siai rusiai
budingomis fiziologinémis savybémis, iSskyrus tai, kad jie augo terpéje be
papildomo lipidy S$altinio. DNR seky analizés rezultatai patvirtino, kad tai
netipinémis savybémis pasizymintys M. furfur kamienai.

M. furfur netipinis kamienas M47 deponuotas Amerikos tipiniy kultiiry
kolekcijoje (American Type Culture Collection, Manassas, Virginia, USA),
kurioje jam suteiktas identifikacinis kodas ATCC MYA-4874.

Ketvirtg netipinj Malassezia (M8) izoliatg, remiantis jo fiziologinémis
savybémis, galima buvo priskirti M. nana raiSiai, taciau $i rasis paplitusi tarp
gyviiny ir niekada néra iSskirta nuo Zzmoniy odos. Molekuliniais identifikavimo
metodais nustatyta, kad $is kamienas yra artimiausias M. restricta rasiai.

M restricta netipinis izoliatas M8 deponuotas Japonijos mikroorganizmy

kolekcijoje (Japan Collection of Microorganisms, Saitama, Japan).
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3.1.1 Malassezia furfur netipiniy kamieny identifikavimas Klasikiniais

mikrobiologiniais metodais

Po penkiy dieny inkubacijos 32 °C ant mLNA mitybinés terpés M. furfur
netipiniai kamienai suformavo baltas, kremines, 2—3 mm skersmens kolonijas

lygiu pavirSiumi. Mikroskopuojant Igstelés buvo apvalios, matési monopolinis

pumpuravimas placiajame poliuje. Lasteliy skersmuo varijavo 2,2-4,0 um (3
pav.).

3 pav. M. furfur kamieno M47
vegetatyvines lastelés. Skalé 2 pm.

Buvo jvertintas Sio kamieno augimas mitybinése terpése, Kkuriose
vieninteliu lipidy Saltiniu naudoti kremoforas EL, tvinai 20, 40, 60 arba 80.
Kolonijos pasizyméjo teigiama katalazés reakcija ir B-gliukozidazés aktyvumu.
Kamienai aktyviai sintetino fluorochromus ir pigmentus terpéje, Kurioje
vieninteliu azoto Saltiniu naudotas triptofanas. Literatiiros duomenimis, M.
furfur yra vienintelé Malassezia genties atstové, gebanti iSskirti rudus su
gelsvai Zalsvu atspalviu pigmentus, ja auginant terpéje, kurioje triptofanas yra
vienintelis azoto Saltinis. Kolonijos augo tiek 37 °C, tiek 40 °C temperatiiroje.
Daugeliu atzvilgiu Sie kamienai fiziologiniu poziiiriu buvo panasiis j M. furfur.
Vienintelis skirtumas buvo tas, kad jie sugebéjo augti ant Saburo gliukozés
agarizuotos mitybinés terpés be papildomo lipidy Saltinio. Augimas ant SGA
skyrési nuo augimo ant mLNA: kolonijos buvo mazos (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 Sios mielés gali iSgyventi be papildomo lipidy Saltinio
ilgesn] laiko tarpa, atlikti keturi pers¢jimai nuo SGA ant SGA terpés penkiy
dieny intervalais. Be to, nustatyta, kad kamienai geba augti Saburo gliukozés
buljone: po penkiy dieny inkubacijos 32 °C SGB ir perséjimo ant SGA

kamienai suformavo mazas, 0,3 mm skersmens kolonijas.

¥

4 pav. M. furfur kamieno M47 5 pav. M. furfur kamieno MA47
kolonijy dydis ant mLNA agaro po 5 kolonijy dydis ant SGA agaro po 5
dieny inkubacijos 32 °C. Skal¢ 1,5 dieny inkubacijos 32 °C. Skalé¢ 1,5

mm. mm.

3.1.2 Malassezia restricta netipinio kamieno identifikavimas klasikiniais

mikrobiologiniais metodais

Po penkiy dieny inkubavimo 32 °C temperatiiroje ant mMLNA mitybinés
terpés M. restricta netipinis kamienas suformavo baltas, 8-15 dieny
laikotarpyje jgaunancias S$viesiai gelsva atspalvi, 1,5-2 mm skersmens
kolonijas lygiu pavirSiumi. Mikroskopuojant Igstelés buvo ovalios formos,
matési monopoliarinis pumpuravimas siaurajame poliuje. Lasteliy skersmuo

sieké 2,2-3,8 x 4,1-5,7 um (6 pav.).
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6 pav. M. restricta kamieno M8

vegetatyvines lastelés. Skalé 2 pm.

Augimas buvo jvertintas ant mitybiniy terpiy, kuriose vieninteliu lipidy
Saltiniu naudoti tvinai 20, 40, 60 arba 80. Terp¢je su kremoforu EL ir SGA be
papildomy lipidy neaugo. Kolonijos pasizymejo silpnai teigiama katalazés
reakcija. Eskulino neskaldé. Kamienai nesintetino fluorochromy ir pigmenty
terpéje, kurioje triptofanas naudotas kaip vienintelis azoto $altinis. Kolonijos
augo 37 °C temperatiiroje, bet neaugo 40 °C. Keturiolikos Malassezia riisiy ir
keturiy netipiniy Malassezia kamieny pagrindinés fiziologinés savybés
nurodytos 7 lenteléje.
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7 lentelé. Malassezia rusiy ir keturiy netipiniy Malassezia kamieny pagrindinés fiziologinés savybés.

Rasys Augimas Tvinas Tvinas Tvinas Tvinas Kremofo Katalazé B(Gliukozida Pigmenty Augimas Augimas
ant SGA 20 40 60 80 ras EL zé gamyba 37°C 40°C
M. caprae® - + w w w — + + ? _ _
M. cuniculi® - - - - - - + + 2 + +
M. dermatis® - + + + + w, + - - ? + n
M. equina® - - w w w - + - ? W _
M. furfur® - + - + - +, + - + - + - W + + +
M. globosa® - - - - - - + - . —w _
M. japonica® - - w + - - + + ? + _
M. nana’ - + + + w - + - ? + w
M. obtusa® - - - - - - + + _ W _
M. pachyder.’ + W + + + + + + W + w + +
M. restricta® - - - - - - - _ _ W _
M. slooffiae® - W, -+ + —w - + _ _ + +
M. sympod.® - - W + + + - W + + — + +
M. yamatoen.® - + + + + ? + ? ? + _
M.47,M.54,M.235  + + + + + + + w + + +
M.8 - + + + + - + - - + -

+: teigiama reakcija; —:

neigiama reakcija; w: silpna reakcija; ?: néra duomeny.

@ (Cabaiies ir kt., 2007; ® Cabanes irk t., 2011a; © Sugita ir kt., 2002; ® Guého ir kt., 1996; © Sugita ir kt., 2003; " Hirai ir kt., 2004; 9 Sugita ir kt., 2004.
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3.1.3 Netipiniy Malassezia kamieny identifikavimas molekuliniais

metodais

Filogenetiniuose medziuose, sukonstruotuose naudojant kaimyny
apjungimo metoda, netipiniy M. furfur kamieny didziojo rRNR subvieneto
D1/D2 domeny ir rRNR geny ITS1 ir ITS2 regiony sekos susigrupavo viename
klasteryje su tipinio M furfur CBS 1878" kamieno sekomis (3aky patikimumas
sudaré atitinkamai 95 % ir 99 %), o M. restricta izoliato M8 sekos — su tipinio
M. restricta CBS 7877" sekomis (3aky patikimumas 100 % ir 99 %) (7 ir 8

pav.).

53 M. equina CBS 9969T (AY743621)

M. caprae CBS 10434T (AY743616)

M. dermatis CBS 9169T (AB070361)

M. sympodialis CBS 7222T (AY743626)
M. nana CBS 9557T (EF140671)
M. pachydermatis CBS 1879T (AY743605)

M. globosa CBS 7966T (AY743604)
55 M. restricta CBS 7877T (AF064026)

100 |: @ M. restricta M8 (HM014472)
M. slooffiae CBS 7956T (AY743606)
81 M. cuniculi CBS 11721T (GU733708)
M. obtusa CBS 7876T (AY743629)

M. yamatoensis CBS 9725T (AB125263)
M. japonica CBS 9431T (EF140672)
M. furfur CBS 7019 (AY743603)
M. furfur CBS 1878T (AY743602)
& M. furfur M47 (HM014475)
& M. furfur M235 (HM014473)
& M. furfur M54 (HMO014474)
C. neoformans CBS 132T (AF075484)

21
97

53

65

83

0.05

7 pav. Filogenetinis medis, sudarytas i$ netipiniy Malassezia kamieny ir kity
Malassezia genties atstovy D1/D2 26S rRNR geno seky.

Cryptococcus neoformans CBS 132" seka panaudota kaip iSoriné grupé. Geny
seky banko registracijos numeriai pateikti skliausteliuose. Medis sukonstruotas
naudojant kaimyny apjungimo metoda. MedZio patikimumas apskai¢iuotas
kiekvienai $akai atskirai (bootstrap‘o metodika). Saky issiskyrimo tagkuose
pateiktos atitikimo kriterijaus vertés (%). Evoliuciniai nuotoliai apskaiciuoti
didziausios tikimybés metodu.

26S regiono seky panasumas tarp tirty kamieny M47, M54, M 235 ir
tipinio M furfur CBS 1878" buvo atitinkamai 99,3 %, 98,9 % ir 99,5 %, o M8

54



kamieno su tipinio M. restricta CBS 78777 — 97,8 %. ITS-5,8S regiono seky
panaSumas tarp M47, M54, M 235 ir tipinio M furfur CBS 1878" kamieno
sudaré atitinkamai 97,9 %, 98,2 % ir 98,5 %, o M8 kamieno su tipinio M.
restricta CBS 7877 — 73 %. Filogenetinés analizés biidu nustatyta, kad seky
skirtumai tarp iSskirty netipiniy M. furfur ir tipinio M. furfur kamieno
neperzengia variacijos (<3 %), stebimos tarp tos pacios rasies atstovy riby,
todél izoliatai M47, M54 ir M235 identifikuoti kaip nuo lipidy nepriklausantys
M. furfur. Seky skirtumai tarp tipinio M. restricta kamieno ir netipinio M.
restricta buvo didesni uz rusies viduje stebimg seky variacija. Darbo metu
iSskirtas atipinémis fiziologinémis savybémis pasizymintis M. restricta
kamienas gali biiti naujos rasies atstovas.

50— M. furfur M47 (HM014470)
6| @ M. furfur M54 (HM014469)
99 | @ M. furfur M235 (HM014468)
M. furfur CBS7019 (AY743635)
94 | M. furfur CBS1878T (AY387100)
M. obtusa CBS7876T (AB105158)
M. japonica CBS 9431T

54

99

94

i M. yamatoensis M 9986 (AB125262)
Elf M. slooffiae CBS7956T (AY387146)
M. pachydermatis CBS1879T (AB118941)
M. nana CBS9557T (FJ998301)
M. equina CBS9969T (AY743641)
71 = M. sympodialis CBS7222T (AB070366)
77 M. dermatis M9927T (AB070356)
70 M. caprae CBS10434T (AY743656)
M. globosa CBS7966T (AY743630)
94 M. restricta CBS7877T (AY387143)
GE] E @ M. restricta M8 (HM014471)
M. cuniculi CBS11721T (GU733709)
C. neoformans CBS132T (AF444326)

38

100

—_—
0.05

8 pav. Filogenetinis medis, sudarytas i$ netipiniy Malassezia kamieny ir kity
Malassezia genties atstovy ITS1-5,8S-1TS2 rRNR geno seky.

Cryptococcus neoformans CBS 132" seka panaudota kaip iSoriné grupé. Geny
seky banko registracijos numeriai pateikti skliausteliuose. Medis sukonstruotas
naudojant kaimyny apjungimo metoda. Medzio patikimumas apskaiciuotas
kiekvienai $akai atskirai (bootstrap‘o metodika). Saky issiskyrimo tagkuose
pateiktos atitikimo kriterijaus vertés (%). Evoliuciniai nuotoliai apskaiciuoti
didziausios tikimybés metodu
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3.2 Mieliy raSiy paplitimas ir pasiskirstymas ant atopinio dermatito

paZeistos odos

Nuo AD pazeistos odos paimti mikrobiologiniai paséliai suskirstyti j
keturias grupes pagal AD pazeistas kiino vietas ir asmens amziy (6 lentele, 40
psl.).

IS viso mielés uzaugo 89-iuose (36,9 %) i8 241 paimty méginiy.
Klasikiniais ir molekuliniais identifikavimo metodais nustatyta, kad iSauginti
kamienai priklausé trims gentims: Candida, Malassezia ir Rhodotorula.

Candida genties mikroorganizmai sudaré dominuojancig dauguma, jie
buvo isskirti i§ 66 méginiy (27,4 %). Tik 16 paséliy (6,6 %) iSaugo Malassezia
genciai priklausanc¢ios mielés. R. rubra nustatyta 7 atvejais (2,9 %). Visose
keturiose méginiy grupése dazniausiai i$skirtos mieliy rtsys buvo: C. famata,
C. pelliculosa, C. parapsilosis ir M. furfur. Dominuojanti riiSis abiejose
amziaus grupése — C. famata, identifikuota 26,5 % atvejy vaiky amziaus
grupeje ir 25,5 % atvejy suaugusiyjy amziaus grup¢je. Kitos mieliy rasys
18skirtos 0 % — 17 % daZniu pasélivose, paimtuose nuo vaiky odos, ir 0 % —
23,6 % dazniu méginiuose, paimtuose nuo suaugusiyjy odos.

Nustatyta, kad suaugusiy asmeny AD paZeista oda du kartus dazniau yra

60

50

kolonizuota mielémis negu vaiky (P < 0,0001) (9 pav.).
40

Paplitimas i O Rhodotorula

(%) 30 B Malassezia

: B Candida

20

10

Vaiky grupé Suaugusiyjy grupé

9 pav. Mieliy rusiy paplitimas ant AD paZeistos odos vaiky (2-16 mety
amziaus; n=132) ir suaugusiy (16—65 mety amziaus; n=109) amziaus grupése.
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Taip pat nustatytas Malassezia ir Candida genties mieliy pasiskirstymo
skirtingose kiino dalyse priklausomybé: Malassezia genciai priklausanciy
mieliy daugiausiai i$skirta 1§ méginiy, paimty nuo AD paZeistos veido, kaklo ar
liemens odos (P = 0,0047), tuo tarpu kai Candida mielés daZniausiai

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

45
g (i —
3

30

Paplitimas {%) 25

0 Rhodotorula

@ Malassezia
20

15
10

@ Candida

Rankos/kojos Veidas/kaklas/liemuo

10 pav. Candida ir Malassezia riiSiy paplitimas ant odos, priklausomai nuo AD
paZzeistos kiino vietos.

IS mikrobiologiniy paséliy, paimty nuo AD pazeistos vaiky odos, i$skirtos
Malassezia riiSys sudaré mazumg (aptiktos 2 méginiuose), o Candida riisys —
dauguma (iSskirtos 28 atvejais). Lyginant mieliy pasiskirstyma ant kiino vaiky
amziaus grupéje, pastebéta, kad rankos ir kojos yra kolonizuojamos dazniau

(67,6 %), lyginant su veidu, kaklu ir liemeniu (32,4 %) (11 pav.).
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39
0 —

25

Paplitimas (%)

E —

10

I grupé Il grupé

‘DCandida mlalassezia O Rhodotorula ‘

11 pav. Mieliy rasiy paplitimas ant AD paZeistos vaiky odos.
I grupé: méginiai imti nuo ranky ir kojy.
IT grupé: méginiai imti nuo veido, kaklo ir liemens.

Suaugusiyjy amziaus grupéje mielés isskirtos i§ 50,5 % méginiy. Candida
rasys identifikuotos 38 méginiuose, paimtuose nuo suaugusiy asmeny AD
pazeistos odos. Malassezia mielés isskirtos 14, o R. rubra — 3 atvejais. Sioje
amziaus grupéje mieliy paplitimas ant kiino buvo tolygus: rankos ir kojos
kolonizuotos 50 %, o veido, kaklo ir liemens oda — 51 % atvejy. Mieliy genciy
pasiskirstymas ant kiino buvo toks: Candida riSys dominavo ant ranky ir kojy
(65,8 %), 0 Malassezia — ant veido, kaklo ir liemens (85,7 %) (12 pav.).

60

50
40

Paplitimas (%) 30

20

10

0

Il grupé IV grupé

‘ O Candida mMalassezia O Rhodotorula ‘

12 pav. Mieliy rasiy paplitimas ant AD pazeistos suaugusiy Zmoniy odos.

[T grupé: méginiai imti nuo ranky ir kojy.
IV grupé: méginiai imti nuo veido, kaklo ir liemens.
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Kontroliniai mikrobiologiniai paséliai i$séti | tokias pacias mitybines
terpes ir auginti tomis paciomis sglygomis, kaip ir pasé¢liai, paimti nuo AD
sergan¢iy Zmoniy odos. Nuo AD neserganciy Zmoniy odos paimtuose

méginiuose mielés neisSaugo.

3.3 Specifiniy IgE antikiiny, nukreipty prie§ Candida rasis ir Rhodotorula

rubra, nustatymas atopiniu dermatitu serganciy asmeny kraujo serume

Pries tirtas mieles nukreipty specifiniy IgE antikiiny nustatymui AD
serganciy zmoniy kraujo serume naudoti imunofermentinés analizes ir t€ékmés

citometrijos metodai.

3.3.1 Specifiniy IgE antikiiny, nukreipty prie§ Candida rasis ir

Rhodotorula rubra, nustatymas imunofermentiniu metodu

Siekiant nustatyti, ar nuo AD pazeistos odos iSskirtos mielés gali sukelti
specifiniy IgE antikiiny gamybg, atlikta imunofermentiné analize.
Eksperimentui atrinktos septynios mieliy rusys: C. famata; C. pelliculosa; C.
parapsilosis; C. quilliermondii, R. rubra, tipinés ir netipinés M. furfur, bei
netipiné M. restricta. Pagaminti Siy mieliy ekstraktai darbe naudoti kaip
antigenai.

Eksperimento pradzioje tirti serumai buvo suskirstyti 1 dvi grupes: vieng
grupe sudaré kraujo serumai, paimti i§ AD serganciy asmeny, kitag — serumai,
paimti 1§ AD neserganciy, Zzmoniy. Toks skirstymas atliktas tikintis nustatyti
koreliacijg tarp bendro IgE antiktiny ir specifiniy IgE antikiiny, nukreipty pries
mieliy ekstraktus, kiekio serume. Buvo iskelta prielaida, kad kuo didesnis
bendras serume esanciy IgE antikiiny kiekis, tuo didesné tikimybe, kad jis
reaguos su mieliy ekstraktais. 13 paveiksle pavaizduota pries tirtus mieliy
ekstraktus nustatyty specifiniy IgE antikiny kiekio priklausomybé nuo bendro

serume esanc¢iy IgE antikiny kiekio. I$ jame i$sidés¢iusiy duomeny matyti, kad

59



koreliacija tarp $iy dviejy dydziy neaptikta: didziausig kiekj bendry IgE

antikiiny turintys serumai silpnai reagavo su tiriamais mieliy ekstraktais.
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13 pav. Koreliacijos tarp bendro IgE antikiiny kiekio ir specifiniy IgE
antikiiny, nukreipty prie§ mieliy ekstraktus, kiekio AD pacienty kraujo serume
analizé.

Aiskinantis, kas tarpusavyje sieja specifinius IgE antikiinus prie$ tirtus
mieliy ekstraktus turin¢ius serumus, pastebéta, kad juose visuose taip pat yra
specifiniy antikiny prie§ namy dulkiy erkiy D. pteronyssinus ir D. farinae
alergenus D1 ir D2 (kaip nustatyta Immulite® 2000 3GAllergy™). Remiantis
Siuo pastebéjimu, serumai suskirstyti j tris grupes: Sserumus, turinéius
specifinius IgE antikinus prie§ D1/D2 alergenus; serumus, neturinéius
specifiniy IgE antiktiny pries D1/D2 alergenus ir kontrolinius serumus, paimtus
1§ AD neserganciy Zmoniy.

Analizuojant imunofermentinés analizés rezultatus nustatyta, kad IgE
antikiinus prie§ D1/D2 alergenus turintys serumai taip pat turi specifiniy IgE
antikiiny, nukreipty pries keturis tirtus mieliy ekstraktus. Dauguma $iy serumy

reagavo ne su vienu, bet su keliais mieliy ekstraktais: 47 % tirty serumy turéjo
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specifinius IgE antikiinus, nukreiptus pries tris tirtas rtsis, o 42 % serumy
reagavo su visais keturiais mieliy ekstraktais. Sie rezultatai leido daryti i§vada,
kad tirtuose mieliy ekstraktuose buvo heterogeniniy — identiSko specifiSkumo
kryzmiskai reaguojanciy skirtingy mieliy rusiy — antigeny. Kontroline grupe
sudarantys serumai specifiniy IgE antikiing prie§ tirtas mieles neturé¢jo.
Lyginant rezultatus tarp serumy grupiy nustatyta, kad silpniausias atsakas ir

maziausi skirtumai IgE suriS§ime pasireiskia C. famata atveju (14 pav.).
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14 pav. Imunofermentinés analizés metodu nustatyti specifiniai IgE antiktinai,
nukreipti prie§ keturiy mieliy rasiy ekstraktus AD serganciy pacienty kraujo
serume.
***Skirtumai tarp dviejy grupiy P < 0,001 (Mann-Whitney U testas)
D1/D2 neigiama grupé sudaryta i§ serumy, neturin¢iy specifiniy IgE
antikiiny prie$ D. pteronyssinus ir D. farinae (<0,35 kU/I);
D1/D2 teigiama grupé sudaryta i§ serumy, turin¢iy specifinius IgE
antiktinus, nukreiptus prie§ namy dulkiy erkes (>0,7 kU/I);
Kontroliné grupé sudaryta i§ AD neserganciy Zmoniy serumy.
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Mann-Whitney U testas naudotas rezultatams tarp grupiy palyginti.
StatistiSkai patikimai nustatytas specifiniy IgE antikiiny, nukreipty pries tirty
mieliy ekstraktus buvimas serumuose, turiniuose antikiinus pries D1/D2
alergenus, lyginant su kontrolinés grupés serumais (P < 0,0001 R. rubra, C.
pelliculosa, C. guilliermondii; P = 0,0003 C. famata). Taip pat statistiskai
patikimi skirtumai nustatyti tarp turin¢iy specifinius IgE antiktinus, nukreiptus
pries D1/D2 alergenus ir jy neturin¢iy serumy grupiy: P < 0,0001 R. rubra, C.
pelliculosa ir C. guilliermondii.

Mieliy ekstraktai, paruosti i§ C. parapsilosis, tipiniy bei netipiniy M.
furfur ir netipinio M. restricta kamieny, nereagavo su tiriamais serumais.

Tolimesniuose tyrimuose jie nenaudoti.

3.3.2 Specifiniy IgE antikiiny, nukreipty prie§ Candida rasis ir

Rhodotorula rubra, nustatymas tékmeés citometrijos metodu

Imunofermentinéje analizé€je naudoti mieliy ekstraktai sudaryti i§ visy
lastelés baltymy. Tiriamuose serumuose nustatyti specifiniai IgE antikiinai
galéjo buti nukreipti prie§ mieliy vidulastelinius arba lgstelés pavirSiuje
esanCius baltymus. Tékmés citometrijos metodas naudotas siekiant nustatyti ar
mieliy pavirSiuje yra antigeny, gebanciy suristi IgE antikiinus.

Tékmeés citometrijos metodu tirtos mieliy rasys, i§ kuriy paruosti mieliy
ekstraktai suriSo tiriamuose serumuose esancius specifinius IgE antikiinus.
Mieliy lgstelés inkubuotos su tiriamais serumais ir su fluorochromu Zymétais
antriniais antiktinais (Anti-IgE Pe Cy5). 15 paveiksle pavaizduoty histogramy
y asyje pazymétas lgsteliy skaicius, o x asyje — fluorescencijos intensyvumas,
kuris Siuo atveju reiSkia lgsteliy membranoje ekspresuojamus pavirSinius
antigenus. Kuo fluorescencijos intensyvumas didesnis, tuo didesné pavirsiniy
antigeny ekspresija. Histogramose nurodyty maksimalios fluorescencijos
intensyvumo (MFI) reikSmés nesiskiria tarp tirty serumy grupiy. Gauti
rezultatai leido daryti iSvada, kad tirtos mielés neekspresuoja pavirSiniy IgE

antiklinus suriSanciy antigeny. Imunofermentinés analizés metu tirtuose
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15 pav. Keturiy mieliy riisiy pavirSiniy antigeny, suriSanciy specifinius IgE
antiklinus, ekspresijos jvertinimas tékmes citometrijos metodu.
MFI — maksimalus fluorescencijos intensyvumas.
Neigiamai kontrolei vietoje tiriamy serumy naudotas FACS buferis.



3.4 Kryzminiy reakcijy tarp trijy Candida rasiy ir Rhodotorula rubra

mieliy ekstrakty nustatymas

Imunofermentinés analizés metodu nustatyta, kad dauguma tirty serumy
turé¢jo specifiniy IgE antikiny, nukreipty prie§ keliy mieliy rasiy ekstraktus.
Tokie rezultatai gal¢jo buti deél: serumuose esanciy kiekvienai tirtai mieliy
rusiai specifiniy IgE antikiiny; kryzminiy reakcijy tarp identisky antigeny —
tirlamuose serumuose esanciy IgE antikiiny, nukreipty prie§ visose tirtose
mielése esant] baltyma; tiriamuose serumuose esanciy tiek kiekvienai mieliy
rusiai, tiek vienam baltymui specifiniy IgE antikiiny.

Siekiant jvertinti numanoma kryzminj antigeniSkumga tarp keturiy mieliy
risiy atlikta konkurentiné imunofermentiné analizé. Tiriamieji serumai
praskiesti i§ skirtingy mieliy rasiy pagamintais ekstraktais (inhibuojantys
skystosios fazés antigenai) ir po 24 val. inkubacijos periodo perkelti j
mikroplokstelés Sulinélius, padengtus tais paciais mieliy ekstraktais (kietosios
fazés antigenai). Specifiniy IgE antikiiny suriSimo inhibicija pateikta deSimtoje
lenteléje. C. guilliermondii skystosios fazés antigenai inhibavo serume esanciy
specifiniy IQE antikiiny jungimasi prie kietosios fazés C. famata ir C.
pelliculosa mieliy antigeny. C. pelliculosa skystosios fazés antigenai Zzymiai
sumazino IgE antikiiny jungimasi prie R. rubra baltymy, o R. rubra skystosios
fazés antigenai Siek tiek inhibavo IgE antikiiny suriSimg C. pelliculosa
Kietosios fazés antigenais. Sie rezultatai leido daryti i$§vada, kad C.
guilliermondii mieliy ekstrakte buvo baltymy, turin¢iy tokius pacius arba
panasius epitopus, kaip ir baltymai, esantys i§ C. famata bei C. pelliculosa
risiy paruostuose ekstraktuose. C. pelliculosa ir R. rubra mieliy ekstraktuose

taip pat buvo identisko specifiSkumo antigeny (8 lentelé).
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8 lentelé. Specifiniy IgE antikiny jungimosi prie Kietosios fazés antigeny
kryZming¢ inhibicija (%).

Kietosios fazés | Skystosios fazés antigenas

antigenas C. guilliermondii | C. famata C. pelliculosa | R .rubra
C. guilliermondii | 40+11,3 167,5+13 13048 10041
C. famata 55+4 152+12 12945 120,5+2
C. pelliculosa 40+7 106,5+9 96,512 6319

R. rubra 104,54 123,545 22+18 51+21

Pateikti dviejy eksperimento pakartojimy duomenys: vidutinis OT =+
standartinis nuokrypis.

Konkurentinés imunofermentinés analizés rezultatai leido daryti iSvada,
kad tiriamuose serumuose buvo specifiniai IgE antikiinai, nukreipti pries

kryZzmiSkai reaguojancius mieliy antigenus.

3.5 KryZminiy reakcijy tarp Candida pelliculosa mieliy ekstrakto ir namy

dulkiy erkiy D1 ir D2 alergeny nustatymas

Immulite® inhibicinés analizés metodu buvo tirtos numanomos kryzminés
reakcijos tarp keturiy mieliy rasiy ekstrakty ir dviejy namy dulkiy erkiy
alergeny D1 (D. pteronyssinus) ir D2 (D. farinae).

Tiriamy serumy miSinys skiestas su kiekvienu mieliy ekstraktu atskirai
(skystosios fazés antigenai) ir inkubuotas mikroplokstelés Sulinélyje,
padengtame atitinkamai tokiu paciu mieliy ekstraktu (kietosios fazés
antigenai). Sis pirminis inkubavimas atliktas siekiant adsorbuoti prie§ mieles
nukreiptus specifinius IgE antikiinus (prijungiant juos prie kietosios fazés
antigeny) ir (arba) blokuoti prie§ mieles nukreipty specifiniy IgE antikiiny
epitopus (antikiinams susijungiant su skystoje faz¢je esanciais antigenais).

Nustatyta, kad i§ keturiy tirty mieliy ekstrakty tik C. pelliculosa
ekstraktas inhibavo specifiniy IgE antikiiny jungimasi prie D1 (63,4 %) ir D2
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(71 %) alergeny. Kity mieliy rusiy ekstraktai visiskai neinhibavo IgE antiktiny

suri$imo (16 pav.).

140 B D pteronyssinus (D1)
oD farinae (D2)

120 1

100 1

80 4

60 -

Inhibicija (%)

40 -

20 4

Serumas be  C. guiliermondii C. famata C. pelliculosa R. rubra
mieliy

16 pav. IgE antikiiny jungimosi prie namy dulkiy erkiy D1 (D. pteronyssinus)
ir (D2) D. farinae alergeny inhibicija keturiy mieliy rasiy ekstraktais.

Kryzminei inhibicijai tarp C. pelliculosa baltymy ir namy dulkiy erkiy
alergeny nustatyti atrinkta deSimt serumy, turin€iy specifiniy IgE antikiiny,
nukreipty pries D1/D2 alergenus ir pries C. pelliculosa mieliy ekstrakta.
Analizuojant Immulite® inhibicinés analizés rezultatus nustatyta, kad po
pirminio serumy inkubavimo su C. pelliculosa mieliy ekstraktu astuoniuose i$
deSimties tirty serumy sumaz¢jo specifiniy IgE antikiny prie§ D1 ir D2
alergenus suriS§imas (17 pav.). Specifiniy IgE antikiiny jungimosi prie D1
alergeno inhibicija (%) sudaré 73,0 £ 23,8 (vidutiné reikSmé + standartinis
nuokrypis), o D2 alergeno — 82,4 + 11,3. Svarbu pazyméti, kad visy tirty
serumy atveju buvo inhibuotas jungimasis prie abiejy alergeny (D1 ir D2) arba
né prie vieno. Statistinei analizei naudojant neparametrinj Sperman‘o

koreliacijos metoda nustatyta, kad statistiSkai reikSminga yra inhibicijos
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koreliacija tarp D1 ir D2 antigeny (r = 0,669, P = 0,03). Gauti rezultatai leido
daryti i8vada, kad C. pelliculosa antigenai ir namy dulkiy erkiy alergenai gali

turéti panasius epitopus.

m D.pteron (D1)

140 - O D.farinae (D2)
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100 { ————

Inhibicija (%)

80 A

60

40 +

20 A

15 39 7 22 43 39 45 47 43 44

Serumai

17 pav. Specifiniy IgE antikiiny, nukreipty prie§ D1 ir D2 alergenus suriSimo
inhibicija (%) po pirminés serumy inkubacijos su C. pelliculosa ekstraktu.

100 % atitinka reikSmes, gautas serumus praskiedus ir inkubavus su PBS
(vietoje mieliy ekstrakto).
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4. REZULTATU APTARIMAS

Siame darbe i3skirti ir identifikuoti trys netipinémis fiziologinémis
savybémis pasizymintys M. furfur kamienai. Kaip minéta auks$ciau, Malassezia
gencCiai $iuo metu priskiriama keturiolika rasiy. Visos jos yra lipofilinés
prigimties. Manoma, kad Malassezia lipidy poreikis yra susijgs su $iy mieliy
ekologine nisa, kadangi jos dazniausiai iSskiriamos nuo zmoniy odos. Lipidy
poreikis sietinas ir su jy isskiriamais virulentiSkumo faktoriais, tokiais kaip
lipazés ar fosfolipazés. Kai kuriy autoriy nuomone, Sie fermentai dalyvauja
patogeniSkumg lemianc¢iuose mechanizmuose (Brunke, Hube, 2006; Cafarchia,
Otranto, 2004; DeAngelis ir kt.,, 2005, 2007; Pini, Faggi, 2011). M.
pachydermatis rusies mielés laikomos nereikliausiomis tarp genties atstovy ir
paprastai apibréziamos kaip ,,nuo lipidy nepriklausomos®, bet jos gali biiti
kultivuojamos tik peptonu (jo sudétyje yra trumpy grandiniy riebaly ragsciy)
praturtintoje mitybinéje terpéje (t.y, Saburo mitybinéje terpéje) (Batra ir kt.,
2005). Atlikus M. globosa ir M. restricta rasims priklausan¢iy mieliy genomy
sekoskaitg paaiskéjo, kad lipofilisSkumas priklauso nuo to, kad jos neturi riebaly
rigsciy sintaze koduojancio geno (Xu ir kt., 2007). Metabolizmo defekta
kompensuoja didelis geny, koduojanciy ekstralgstelines hidrolazes, Kiekis.
Nustatyta, kad Malassezia genciai priklausancios mielés i$skiria daugiau kaip
50 skirtingy baltymy, i§ kuriy 8 yra lipazés, o 3 — fosfolipazés. Siy fermenty
sintezé priklauso nuo aplinkoje esanciy lipidy (Xu ir kt., 2007). Atsizvelgiant j
tai, kad lipofiliSkumas yra S$ios genties mieléms budinga genetiSkai
determinuota fiziologiné savybé, isskirti M. furfur kamienai, kuriy augimas
nepriklauso nuo aplinkoje esanciy lipidy, yra sistematiniu — biologiniu pozitiriu
vertinga medZziaga.

Unikaliu Malassezia genties atstovy poreikiu gauti lipidus i$ aplinkos
remiasi ir §iy mieliy klasifikacijos sistema, kuri taikoma izoliatams
identifikuoti iki rusies lygmens. Si sistema naudojama laboratorijose iki $iol,
bet per pastaruosius desimt mety Malassezia genciai priskiriamy riisiy skaicius

padvigubéjo, tod¢l darosi vis sudétingiau apibidinti kamieng iki rasies
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remiantis gebéjimu utilizuoti penkis lipidus. Be to, literatiroje daugéja
duomeny apie iSskirtus jvairioms Malassezia rasims priklausanéiy mieliy
kamienus, pasizymincius tai riiSiai nebiidingomis fiziologinémis savybémis.
Dazniausiai Sios savybés biina susijusios su netipiSka polisorbato junginiy
(tviny) asimiliacija (Crespo ir kt., 2000; Gonzalez ir kt., 2009; Kaneko ir kt.,
2007). Musy darbe taip pat ne visus iSskirtus Malassezia genties kamienus
pavyko identifikuoti vien klasikiniais mikrobiologiniais metodais.

M. furfur kultivavimo pozitriu laikoma viena i§ nereikliausiy lipofiliniy
rusiy, kadangi bet koks lipidy Saltinis skatina jos dauginimgsi. Taciau
s¢kmingam jos kultivavimui ant Saburo agarizuotos mitybinés terpés bitina
terpe praturtinti alyvuogiy aliejumi arba oleino rugstimi (Batra ir kt., 2005).
Misy darbo metu iSskirti M. furfur mieliy kamienai augo ant standartinés
sudéties Saburo agarizuotos terpés pakankamai ilgai (atlikti keturi perséjimai
nuo SGA ant SGA kas penkios dienos). Reikéty pabrézti ta fakta, kad nors
literatiiroje daugéja duomeny apie iSskirtus netipinémis fiziologinémis
savybémis pasizymin¢ius Malassezia genciai priklausan¢iy mieliy izoliatus,
visi jie iSlieka priklausomi nuo iSorinio lipidy Saltinio. NetipiSkumas
aprasomas kaip neasimiliavimas ar asimiliavimas lipidy, kuriy nenaudoja
referentiniai rtsies kamienai. M. pachydermatis, kuri yra vienintelé nuo lipidy
nepriklausoma genties atstové, atveju netipiSkumas apraSytas kaip
nesugebéjimas augti mitybinéje terpéje, nepraturtintoje riebaly riig§timis.

M. furfur rtsies mielés priklauso zmoniy odos saprofitinei mikroflorai,
taciau literatiros duomenimis S$iai rusiai priklausantys kamienai yra isskirti i$
Jvairiy meéginiy, paimty nuo Suny, arkliy, galvijy, SikSnosparniy ir, netgi, nuo
ligoninés grindy (Cafarchia ir kt., 2007; Crespo ir kt., 2000, 2002; Gandra ir
kt., 2008; Tanaka ir kt., 2001). Lyginant jvairiy moksliniy grupiy atliktus
darbus, pastebima, kad M. furfur riiSies atstovai pasizymi dideliu genotipiniu
variabilumu. Aprasyti skirtingi genotipai siejami su i$skirty izoliaty geografine
kilme, Zzmogaus, nuo kurio odos paimtas meéginys, amziaus, kiino vietos ar

odos susirgimo pobiidzio, bei Seimininko (t.y. nuo Zmogaus ar gyviino buvo
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i§skirtas kamienas) (Castella ir kt., 2005; Gaitanis ir kt., 2009; Gandra ir kt.,
2006; Takahata ir kt., 2007).

Literatliroje yra aprasyti nuo lipidy priklausomi M. pachydermatis rasies
mieliy kamienai, nesugebantys augti ant Saburo agarizuotos mitybinés terpés.
Nors $i rusis laitkoma nepriklausoma nuo aplinkoje esanciy lipidy Saltinio,
minéti kamienai augo tik mitybinése terpése, kuriy sudétyje buvo ilgagrandziy
(C12 — C24) riebaly ragsciy (Bond, Anthony, 1995; Cafarchia ir kt., 2007;
Duarte ir kt., 2002). M. pachydermatis rtsiai priklausan¢ios mielés dazniausiai
iSskiriamos nuo gyviiny, bet apraSytas atvejis, kai $i rasis buvo is$skirta kaip
komensalinis mikroorganizmas nuo gyviinus (t.y. Sunis) laikan¢iy Zzmoniy odos
(Morris, 2005). Kai kuriy autoriy nuomone, isskirti nuo lipidy priklausomi M.
pachydermatis rtsies kamienai galéjo biiti adaptacijos prie kito Seimininko (t.y.
prisitaikant gyventi ne ant gyviino, bet Zmogaus odos) stadijoje, kurios metu
didéja jy priklausomumas nuo egzogeniniy lipidy (Cafarchia ir kt., 2007).

Misy darbe i$skirti netipinémis fiziologinémis savybémis pasizymintys
Malassezia genties mieliy kamienai galéjo biiti adaptacijos prie aplinkos
salygy stadijoje. Fenotipinis ir genotipinis variabilumas bidingas
mikroorganizmams, kurie infekcijos metu ekspresuoja genus, dalyvaujancius
kolonizacijoje ir patogeniniame procese, ty. su Seimininky infekavimo
strategija. Aprasyta, kad C. albicans mielés, kurios priklauso zmogaus
gleiviniy normaliai mikroflorai, pasikeitus aplinkos salygoms (pav.,
imunosupresijos atveju), gali sukelti infekcijas ekspresuodama virulentiskumo
faktorius koduojancius genus. Reaguojant j aplinkos signalus iSsivysté
adaptacijos prie Seimininko mechanizmas, kurio metu perjungiami jvairis
metabolitiniai keliai, siekiant uzsitikrinti mitybiniy medziagy prieinamuma.
Aprasyta, kad Candida genciai priklausanciose mielése egzistuoja koreliacija
tarp fenotipo ir metabolizmo variabilumy, taip prisitaikant prie maisto
medziagy pricinamumo (Lan ir kt., 2002; Staib ir kt., 2001). Adaptacijos prie
Seimininko teorija iSkelta Candida mieliy atveju, bet, miisy nuomone, galima
pritaikyti ir Malassezia genéiai priklausandioms mieléms. Sios dvi gentys yra

filogenetiskai tolimi zmogaus komensaliniai mikroorganizmai ir oportunistiniai
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patogenai, bet, iSanalizavus genomy sekoskaitos rezultatus paaiskéjo, kad M.
globosa ir C. albicans rasiy genome yra panaSias ekstralgstelines hidrolazes
koduojantys genai. Zinoma, kad patogeniniy gryby isskiriami fermentai yra
svarbiis jy invazijai ir iSplitimui pas Seimininka, todél perSasi iSvada, kad
ekstralgstelinés lipazés, fosfolipazés ir lipoksigenazés dalyvauja Malassezia
genties mielly patogeniSkumo mechanizme. Eksperimento autoriai iSkélé
hipoteze, kad vienody Seimy geny buvimas abejose gentyse susijes su
vienodomis jy funkcijomis mikroorganizmams kolonizuojant Seimininkg ir
ekspresuojant virulentiskumo faktorius koduojanc¢ius genus (Staib ir kt., 1999;
Xu ir kt.,, 2007). Kai kurie autoriai teigia, kad Malassezia genties mieliy
i§skiriamos lipazés susijusios su adaptavimusi prie zmogaus odos:
metabolizuoja aplinkoje esancius lipidus ir integruoja riebaly riigStis ] mieliy
lasteliy sieneles (DeAngelis ir kt., 2005; Tajima ir kt., 2008). Neseniai atlikty
eksperimenty rezultatai patvirtino prielaida, kad lipazés ir fosfolipazés gali
veikti kaip virulentiSkumo faktoriai, nes jas koduojantys genai stipriau
ekspresuojami  Malassezia genciai priklausanéiy mieliy kamienuose,
iSskirtuose nuo seboréjiniu dermatitu ar spalvotgja dedervine serganciy
zmoniy, lyginant su sveikais zmonémis (Patino-Uzcategui ir kt., 2011). Taip
pat manoma, kad odos pavirSiuje esantys lipidai jtakoja Malassezia genciai
priklausanciy mieliy fenotipg, nes, kaip jau minéta, Sios mielés geba tiesiogial,
be tolesnio metabolizmo, jterpti riebaly rugstis j lastelés lipidus. Fenotipinis
perjungimas vyksta tarp komensalinio (arba imunosupresinio) ir patogeninio
(arba imunostimuliacinio) buviy (Ashbee, Evans, 2002). Miisy nuomone, pagal
i§ aplinkos gaunamus signalus Malassezia genties mielés reguliuoja jvairiy
lipaziy ekspresijg ir taip optimaliai adaptuojasi prie aplinkos, t.y. lipazés
dalyvauja tiek adaptacijos prie Seimininko, tiek patogeninio fenotipo
mechanizme. Misy darbo metu nustatytos netipinés Malassezia mieliy
kamieny savybés gali biti tiesiog metabolizmo keliy perjungimas
ekspresuojant alternatyvius genus, jvykes dél aplinkos salygy pasikeitimo ir
organizmo peréjimo i$ komensalinio j patogeninj bavi. Kaip minéta anksc¢iau,

mielés misy tyrimo metu iSskirtos nuo AD sergan¢iy Zmoniy odos. AD
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paveiktai odai budingi nieztintys, uzdegiminiai odos zidiniai. Gali bati, kad
AD sergantys zmonés, nuo kuriy odos iSskirti netipiniai Malassezia genties
kamienai, vartojo vaistinius ar kosmetinius preparatus, kurie turéjo jtakos
Malassezia mieliy aplinkoje esanciai lipidy sudécéiai. Reaguojant j aplinkos
signalus buvo perjungti metabolitiniai keliai siekiant uzsitikrinti mitybiniy
medZiagy prieinamuma.

Malassezia genciai priklausanéiy mieliy gebéjimas grjZztamai perjungti
fenotipg 1§ mieliy 1 pseudohify (septos neturi pory, todel pavadinta
pseudohifais) galéty biiti kaip pavyzdys, kad geny reguliacija oportunistiniuose
mikroorganizmuose yra sudétinga ir priklausoma ne nuo vieno, 0 nuo daugelio
veiksniy. Viena i§ pseudohify funkcijy yra mikroorganizmo perkélimas i
gilesnius, daugiau maisto medZiagy turin€ius odos sluoksnius, kur wvél
jgaunama mieliy morfologija ir formuojamos naujos  kolonijos.
Mikroskopuojant odos atplaiSas, paimtas nuo spalvotgja dedervine serganciy
zmoniy, daznai matomi pseudohifai su didelémis, apvaliomis mieliy 1gstelémis
(,,spageciai su mésos kukuliais®) (Batra ir kt., 2005). M. globosa risies atstovai
laitkomi pagrindiniu spalvotosios dedervinés sukéléju. Pirminése kultiirose,
paimtose nuo $ia liga serganciy Zmoniy odos, dar galima mikroskopuojant
pamatyti pseudohifus, bet micelinis augimas S$iai rusiai niekada nebuvo
indukuotas in vitro (Brand, 2012). Literatiros duomenimis, naudojant
skirtingas strategijas tik trims mokslininky grupéms pavyko i$Saukti
pseudohify susidarymg. Vienu atveju mitybiné terpé buvo praturtinta glicerinu
(Dorn, Roehnert, 1977). Tais paciais metais publikuoti eksperimento rezultatai,
teigiantys, kad hify indukcijg skatina cholesterolis ir cholesterolio esteriai
(Porro ir kt., 1977). Dar po keliy mety publikuotas straipsnis, aprasantis
micelio susidaryma kultiiroje, kuri inkubuota padidinto anglies dioksido
saglygomis (Faergemann, Bernander, 1979). Kadangi visais atvejais naudotos
skirtingos kultivavimo salygos, o Siuos eksperimentus pakartoti labai sunku,
licka neaiSku, kokie konkreCiai veiksniai jtakoja Malassezia genties mieliy
fenotipo pasikeitimg. Be to, in vitro atliekami eksperimentai ne visada gali

atkartoti sglygas, susidarancias in vivo.
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Kaip minéta auksciau, lipofiliSkumas Malassezia genciai priklausanciose
mielése yra genetiskai nulemta fiziologiné savybé. M. globosa ir M. restricta
risims priklausanc¢iy mieliy genomy sekoskaitg atlik¢ mokslininkai aprase, kad
Sios dvi mieliy raSys neturi riebaly rtgséiy sintazés geno, bet paminéjo, kad
vieno i$ nuskaityty geny seka labai panasi j gyviinuose esancios riebaly riigséiy
sintazés geno sekg. Tolesniy tyrimy metu buvo padaryta iSvada, kad tai gali
buti poliketidsintazés geno seka, nes lyginant baltymy sekas paaiskéjo, kad 68
i§ 100 labiausiai panasiy baltymy atlieka poliketidsintaziy funkcijas. Daugelio
kity geny funkcijy nepavyko nustatyti (Xu ir kt.,, 2007). Kadangi mes
iSskyréme netipinius M. furfur mieliy kamienus, kurie geba bent kurj laiko
tarpg iSgyventi be 1§ aplinkos gaunamy lipidy, bandéme pagristi Sig fiziologing
savybe literatliroje aprasSytais duomenimis. M. globosa ir M. restricta yra
stipriai priklausomos nuo lipidy, vienos i8 reikliausiy mitybiniu poZiiiriu rasys,
kurios neauga né ant vieno i§ Malassezia genties mieliy identifikavimui
naudojamo lipidy Saltinio. Kaip minéta auks¢iau, M. furfur raSies kamienai yra
labiausiai  paplite aplinkoje, lengviausiai kultivuojami laboratorinémis
saglygomis, ir pasizymintys dideliu genotipiniu variabilumu. Egzistuoja
galimybe, kad $i riiSis sugeba pati susisintetinti lipidus, galbtit nedideliais
kiekiais, kad iSgyventy perioda, kai aplinkoje triksta maisto medZiagy.
Literatiiroje néra duomeny apie Malassezia genciai priklausanciy mieliy
gebéjima kaupti lipidy atsargas lasteléje. Jei Sios genties atstovai yra visiskai
priklausomi nuo aplinkoje esanciy lipidy, evoliucijos eigoje turéjo iSsivystyti
mechanizmas, padedantis kurj laika iSgyventi mitybiniy medziagy trikumo
aplinkoje metu. Misy darbo metu iSskirti netipiniai M. furfur rasiai
priklausantys kamienai augo lipidais nepraturtintose mitybinése terpése.
Vienas i§ galimy S$ios fiziologinés savybés paaiSkinimy biity alternatyviy
metabolizmo keliy jjungimas lastelése ir (arba) sukaupty riebaly rigsciy
atsargy panaudojimas.

Atlikus M. globosa rtsiai priklausanc¢iy kamieny genomo sekoskaitg
paaiskejo, kad jame yra kryZminimosi genai. FilogenetiSkai artimiausias

Malassezia genciai yra augaly patogenas Ustilago maydis. Ustilago rasys turi a
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lokusa, koduojantj feromonus ir feromony receptorius, ir b lokusg, koduojantj
homeodomeno transkripcijos faktorius. M. globosa riiSiai priklausancio
kamieno genome aptikti genai yra analogiski a ir b lokusy genams. M. restricta
risies kamieny genome taip pat aptiktos kelios homologinés kryzminimosi
genams sekos (Xu ir kt., 2007). Kryzminimosi lokuse esantys genai yra labai
konservatyviis, net jei jie aptinkami grybuose, kuriems nebiidingas lytinis
dauginimasis. Koduojanciy seky buvimas genome néra jrodymas, kad geno
seka yra teisingai transkribuojama ir transliuojama (Butler, 2010). Literatiiroje
duomeny apie Malassezia genciai priklausanéiy mieliy lytinj dauginimasi néra,
bet keliy eksperimenty autoriai iSkelé prielaidas apie galima keitimasi genetine
medziaga. ApraSyta, kad tiriant M. pachydermatis rusiai priklausan¢iy kamieny
baltymy polimorfizma identifikuoti 27 elektroforetiniai tipai (elektromorfos),
kurie sudaré penkias grupes. Grupés sutapo su izoliaty Seimininkais (gyviny
risimis, nuo kuriy iSskirti tiriamieji kamienai). Dalinis atsitiktinis genotipy
pasiskirstymas grupése koreliavo su panasaus eksperimento, kuriame genetinis
variabilumas tirtas analizuojant didZiojo rRNR subvieneto sekas, rezultatais.
Remdamiesi jvairiais literatiiros Saltiniais, autoriai tai aiSkino genetinés
medziagos keitimusi tarp jvairiy M. pachydermatis genetiniy grupiy (Midreuil
ir kt., 1999). Tai, kad vienoje populiacijoje kai kuriy Malassezia riisiy (t.y. M.
pachydermatis bei M. furfur) kamieny lastelés biina skirtingy dydziy ir formy,
bei daugiau nei vieno genotipo ant Seimininko aptikimas taip pat aiskinamas
skirtingu ploidiskumu, kas buidinga kitoms mieliy risims (Guillot ir kt., 1997;
Mittag, 1994). Literatiiroje vis dazniau aprasomi netipinémis savybémis
pasizymintys kamienai, tokie kaip nuo lipidy priklausomi M. pachydermatis ar
pleomorfiniai M. furfur variantai. Negalima atmesti galimybés, kad tarp
Malassezia genciai priklausanciy mieliy vyksta keitimasis genetine medziaga,
kas paaiskinty netipines musy darbe isskirty M. furfur ir M. restricta kamieny
savybes.

Kaip jau minéta, pirmo ir antro nekoduojanciy rRNR vidiniy
transkribuojamy intarpy regiony ITS1 ir ITS2 bei 26S rRNR geno variabiliy D-

domeny (D1 ir D2) seky analizé naudojama bazidiomicetiniy mieliy
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identifikacijai. Laikoma, kad identiskas D1/D2 sekas turintys mieliy kamienai
priklauso vienai rasiai (Fell ir kt., 2000). Kamienai, kuriy D1/D2 regiono sekos
skiriasi dviem ir daugiau nukleotidy, priklauso skirtingoms rasims. Kai kurios
skirtingoms gentims priklausancios mielés turi identiSkas D1/D2 sekas (pvz.,
Cryptococcus magnus ir Filobasidium elegans). Tokiy kamieny identifikacijai
dazniausiai atliekama vidiniy transkribuojamy intarpy sekoskaita ir seky
analizé. Daugumai bazidiomicetiniy mieliy galioja bendra taisyklé: kamienas
priskiriamas atitinkamai risiai, jei jo ir referentinio rtsies kamieno ITS seky
panaSumas >97 % (Cabanes ir kt., 2005; Makimura ir kt., 2000; Scorzetti ir kt.,
2002; Sugita ir kt., 1999). Literatiros duomenimis, lytiniu biidu daugintis
gebanc¢iy mieliy kamieny ITS ir D1/D2 DNR regiony sekos gali pasizymeéti
didesniais skirtumais. Pavyzdziui, Rhodosporidium genciai priklausanéiy
mieliy kamienai priskiriami skirtingoms riiSims, jei jy ITS seky panaSumas
sudaro <92 % (Hamamoto ir kt., 2002; Scorzetti ir kt., 2002). Miisy darbo metu
ISskirto netipinio M. restricta raisies kamieno ITS-5,8S DNR regiono sekos
panasumas su tipinio M. restricta CBS 7877T kamieno atitinkama DNR seka
buvo tik 73 %. Skirtumas tarp seky pakankamai didelis, kad netipinj kamiena
galima bty priskirti naujai rusiai. Taciau daugéjant netiesioginiy jrodymy apie
keitimagsi genetine medziaga tarp Malassezia genties mieliy, reikéty atlikti
detalesnj tyrimg ir patikslinti geny seky skirtumus, norint Malassezia mieliy
kamieng priskirti naujai rusiai.

Ankstesni  epidemiologiniai tyrimai buvo paremti tik klasikinés
mikrobiologijos metodais, tad skirstymas | riSis rémeési tik kamieny
morfologinémis, fiziologinémis ir biocheminémis savybémis. Molekuliniams
metodams tapus prieinamiems ir mazose laboratorijose dirbantiems
mokslininkams, dauguma atlikty epidemiologiniy eksperimenty rezultaty
remiasi vien DNR sekoskaitos duomenimis. Molekuliniais metodais gauti
duomenys retai patvirtinami fenetiniais metodais, kadangi Malassezia genciai
priklausancios mielés yra sunkiai kultivuojamos (Paulino ir kt., 2006; Sugita ir
kt., 2006; Tajima ir kt., 2008; Zhang ir kt., 2011). Egzistuoja galimybé¢, kad

netipiniy rusiy pasitaiko daZzniau, bet jos nenustatomos, nes kamieny

75



identifikacijai naudojami vien klasikiniai mikrobiologiniai arba molekulinés
biologijos metodai, 0 ne abu — papildantys vienas kitg. Didéjantis informacijos
kiekis apie iSskiriamus netipinius Malassezia genciai priklausanc¢iy mieliy
kamienus gali reiksti, kad raSies biologija yra svarbus kriterijus mieliy
sistematikoje, o vien tik DNR seka neapraso rsies.

Lipofilinés prigimties Malassezia genciai priklausancios mielés yra
oportunistiniai patogenai, sudarantys sveikos Zzmoniy odos mikroflorg (Akaza
ir kt., 2010b; Gao ir kt., 2010). Daugéja jrodymy, kad susiklos¢ius tam tikroms
salygoms Sios mielés gali dalyvauti tokiy susirgimy kaip spalvotoji dederviné,
seboréjinis dermatitas ar atopinis dermatitas patogenezéje (Gupta ir kt., 2004a).
Svarbu pabrézti, kad AD atveju Malassezia genciai priklausanciy mieliy
lasteliy Kiekis ant odos nebiitinai padidéja, bet ligos sukelti odos barjerinés
funkcijos paZeidimai sudaro sglygas Sioms mieléms dalyvauti imunologinése
reakcijose (Selander ir kt., 2006). Literatiros duomenimis, visame pasaulyje
Malassezia genciai priklausan¢iy mieliy iSauginama i§ 46-100 %
mikrobiologiniy méginiy, paimty nuo AD paveiktos ir 75-80 % sveikos
zmoniy odos. Dazniausiai i$skiriamos rasys 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). Pastebéta, kad Malassezia mieliy paplitimui ant odos turi jtakos AD
eigos sunkumas (apibréziamas SCORAD indeksu), pacienty amzius, lytis ir
AD pazeistos kiino dalys (Akaza ir kt., 2010a; Kaga ir kt., 2009; Takahata ir
kt., 2007; Zhang ir kt., 2011). Kitoms gentims priklausan¢iy mieliy paplitimas
ant AD pazeistos odos mazai tirtas. Esamy tyrimy rezultatai leido padaryti
iSvadas, kad AD paveikta oda yra labiau kolonizuota ir jos mikrobiota yra
jvairesné lyginant su sveika oda. PavirSinis raginis odos sluoksnis formuoja
apsauginj barjerg, neleidziantj i§ aplinkos prasiskverbti medziagoms, kuriy
molekuliné masé per 500 daltony. Didelés molekulinés masés mikroskopiniy
gryby junginiai negali prasiskverbti pro intakting oda. Sausoje odoje atsiradg
jtrikimai ar Zaizdota atopinio dermatito oda leidZia mikroorganizmams pereiti

odos barjerg ir sukelti imunologinj atsakg (Bieber, 2008). Kitos nuo AD
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serganciy zmoniy odos iSskiriamos mieliy rusys, kurios gali jtakoti ligos eiga,
yra Sios: C. albicans, Cryptococcus diffluens, Cr. liquefaciens (Faergemann,
2002; Kato ir kt., 2007; Sugita ir kt., 2003b; Zhang ir kt., 2011). Misy atlikto
tyrimo rezultatai patvirtina Siuos literatliroje paskelbtus duomenis ir leidzia
teigti, kad AD pazeista oda yra intensyviau kolonizuota Malassezia ir Candida
gen¢iy mielémis lyginant su sveika oda. Sis skirtumas i§ dalies susijes su odos
fiziologinémis ir aplinkos sglygomis. AD susirgimo atveju gryby mikrobiotg
veikia pasikeites odos pH, padidéjes transepiderminis vandens praradimas ir
sumazéjusi antimikrobiniy peptidy ekspresija (Howell, 2007; Seidenari, Giusti,
1995; Selander, 2006).

Nuo kontroling grupe sudaranciy Zmoniy odos paimtuose
mikrobiologiniuose paséliuose (paimty nuo sveikos odos) mielés neisaugo. Kiti
grybai, i§skyrus Malassezia genties atstovus, néra sveikos odos mikrofloros
mikroorganizmai. Intaktiné oda formuoja fizinj barjera, turintj daugelj
apsauginiy mechanizmy, todél i$ aplinkos pateke komensaliniai ar tranzitiniai
mikroorganizmai yra paSalinami ir nesugeba ant jos ilgiau iSgyventi. Kitaip yra
su Malassezia genciai priklausan¢iomis mielémis, kurios daznai iSskiriamos
nuo sveikos suaugusiy zmoniy odos (Akaza ir kt., 2010b; Ashbee, Evans,
2002). Misy tyrimo metu nuo kontroling grupe sudaran¢iy zmoniy odos
paimtuose mikrobiologiniuose paséliuose neiSaugo Malassezia genciai
priklausanciy mieliy. Lyginant miisy darbe gautus duomenis su kitose Salyse
atlikty panaSiy eksperimenty rezultatais, Lietuvoje Sios genties mielés
iSskiriamos retai. Tai invazinés Lietuvoje rasys, todél apie Malassezia genties
mieliy paplitimg iki Siol néra paskelbty epidemiologiniy tyrimy rezultaty.
Zinomas tik vienas radytinis Saltinis apie M. furfur mieliy i$skyrima nuo
zmogaus odos Lietuvoje (Lugauskas ir kt., 2002). Laikomasi nuomonés, kad
odos mikroaplinka yra svarbus faktorius Malassezia genciai priklausanciy
mieliy populiacijos vystymuisi, todeél vienas i§ galimy S$ios situacijos
paaiskinimy biity geografiniy padéciy skirtumai tarp Saliy, kuriose atliekami
panasiis tyrimai. Dar prie§ deSimtmetj buvo pastebéta, kad toks susirgimas kaip

spalvotoji dederviné, kurig sukelia M. furfur mielés, yra paplites visame
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pasaulyje, bet daugiausia $io susirgimo atvejy uzfiksuojama atograzy klimato
Salyse. Malassezia genties atstovy dominavimu drégname ir Siltame klimate,
kuriame didesni tokie odos pavirSiaus parametrai kaip temperatiira ir
drégnumas, aiSkinami ir besiskiriantys tarp jvairiy Saliy epidemiologiniy
tyrimy rezultatai (Aspiroz ir kt., 2002; Dutta ir kt., 2002; Gupta ir kt., 2004a;
Khosravi ir kt., 2008; Midgley, 2000; Ramadan ir kt., 2012).

Analizuojant misy gautus rezultatus pastebéta, kad né i§ vieno méginio
Malassezia ir Candida gentims priklausan¢iy mieliy kamieny kartu neisskirta.
Siy gentiy atstovai dalijasi ta pa¢ia ekologine nisa, todél buvo galima tikétis
iSskirti jas abi kartu i§ dalies méginiy. Galimas gauto rezultato paaiskinimas
gali biiti susijes su augimo greic¢io skirtumais: reiklius kultivavimo salygoms,
létai augancius Malassezia genties mieliy kamienus galéjo uzgosti Candida
genciai priklausanc¢ios mielés, kurios neturi specialiy mitybiniy reikalavimy.
Be to, kelios Candida rusys pasizyméjo kileriniu aktyvumu, nukreiptu pries M.
furfur mieliy kamienus (Sio darbo metu gauti neskelbti duomenys). Literattiros
duomenimis, gebéjimas isskirti kitiems mikroorganizmams letalias medziagas
(taip vadinamas kilerinis fenomenas) yra placiai paplites tarp mieliy, kuo taip
pat galima biity paaisSkinti Candida mieliy dominavimag Malassezia mieliy
atzvilgiu (Golubev, 1998).

Misy atlikto tyrimo metu nustatyta, kad suaugusiy asmeny AD pazeista
oda du kartus dazniau yra kolonizuota mielémis negu vaiky.
Mikrobiologiniuose paséliuose, paimtuose nuo vaiky odos, Malassezia genties
mieliy i§skirta 1,4 %. Sie rezultatai atitinka literatiiroje aprasytus eksperimenty
rezultatus, kurie leido suformuluoti i8vadg, kad odos kolonizavimas Malassezia
genciai priklausan¢iomis mielémis iSauga mazdaug paauglystés metu ir yra
susijes su Siame amziaus tarpsnyje stebimu riebaliniy liauky veiklos
suaktyvéjimu (Cunningham ir kt., 1992; Ong ir kt., 2010; Sugita ir kt., 2010;
Takahata ir kt., 2007). Literatiros duomenimis, AD serganciy vaiky oda
dazniausiai yra infekuota bakterijomis Staphylococcus aureus, kurios
iSskiriami toksinai blogina ligos eiga, nes indukuoja toksinams specifiniy IgE

gamyba ir aktyvina Th2 lgsteles, eozinofilus bei keratinocitus. Vyrauja
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nuomoné, kad vaiky oda mielés kolonizuoja itin retai. Manoma, kad reti odos
kolonizacijos mielémis atvejai yra susij¢ su pernelyg daznu antibiotiky
vartojimu, kadangi po antibakterinés terapijos padidéja tikimybé uzsikrésti
mielinémis (ypatingai Candida) infekcijomis (Baker, 2006; Bunikowski ir kt.,
1999, 2000).

IS 51 % meéginiy, paimty nuo suaugusiy Zmoniy odos, 1Sskirti mieliniai
grybai. Lyginant literatiiroje apraSyty pana$iy tyrimy rezultatus pastebéta, kad
AD pazeistos odos kolonizacijos mielémis daZnis Sioje amziaus grupeje yra
panasus ir sudaro ~50 % (Yim ir kt., 2010; Saghazadeh ir kt., 2010). Suaugusiy
zmoniy amziaus grupéje dominavo C. famata ir C. pelliculosa rGsims
priklausan&ios mielés. Sios dvi rasys, kaip ir R. rubra, yra plaiai paplitusios
aplinkoje ir daznai iSskiriamos i§ tokiy substraty kaip dirva, vandens telkiniai,
vaisiai, darzovés, siiris ir kiti organiniai junginiai, bet retai pasitaiko
klinikiniuose méginiuose (Barnett, Yarrow, 2000; Lugauskas ir kt., 2002;
Neofytos ir kt., 2007; Pfaller, Diekema, 2007). Siuos mikroorganizmus bity
galima priskirti tranzitinei odos mikroflorai, bet daznas jy aptikimas miisy
tirtuose méginiuose leidzia daryti prielaidg, kad jie gali dalyvauti AD
patogenezéje. [rodyta, kad oda pakartotinai veikiant haptenu — nevisaverciu
antikiinu, nesugebanciu suzadinti imuninio atsako, bet sugebanc¢iu reaguoti su
specifiniais antiktinais — prasideda T lasteliy diferencijacija ne § Th1 limfocitus
(atsakingus uz uzdelsto tipo padidintg jautrumg), bet | Th2 (atsakingus uz
greito tipo padidintg jautruma su specifiniy IgE antikiiny gamyba) (Kitagaki ir
kt., 1995). Remiantis Siomis i§vadomis, galima suformuluoti prielaida, kad AD
sergantys individai pasiZymi padidintu jautrumu ] savo odos mikroflorg.
Dauguma miisy tyrimo metu iSskirty mieliy yra nepatogeniniai, aplinkoje
pladiai paplite mikroorganizmai. Atsizvelgiant j antigeninj variabilumg ir
kryzminiy reakcijy gausg tarp gryby rasiy, buvo iskelta prielaida, kad jos
jtakoja imuninius procesus, vykstan¢ius AD eigoje.

Siekiant nustatyti, ar miisy tyrimo metu nuo AD paZzeistos odos iSskirtos
ir identifikuotos mielés gali sukelti specifiniy IgE antikiiny gamyba, atlikta

imunofermentiné analizé, kurios metu kaip antigenai naudoti i§ mieliy
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pagaminti baltymy ekstraktai. IS C. parapsilosis, M. furfur ir M. restricta
riaSims priklausan¢iy mieliy paruosti ekstraktai nereagavo su tiriamais
serumais. Literatiiros duomenimis, Siuo metu identifikuoti ir klonuoti 13
alergeny genai i§ dviejy Malassezia rasiy. ApraSyta, kad 70-80 % AD
sergan¢iy asmeny kraujo serume yra specifiniy IgE antikiiny prie§ Siuos
alergenus. Vyrauja nuomoné, kad i§ visy mikroskopiniy gryby Malassezia
genties atstovai turi didziausig jtakg AD iSsivystymui ir eigai (Simon-Nobbe ir
kt., 2008; Svejgaard ir kt., 2004). Specifiniy IgE antikiiny, nukreipty pries$
tirtas Malassezia rasis, neaptikimas kraujo serume galéty biti paaiskintas tuo,
kad Lietuvoje Sios genties mielés palyginti retai i§skiriamos i§ méginiy, paimty
nuo zmoniy odos. Kaip minéta auksciau, Malassezia genciai priklausanciy
mieliy paplitimg jtakoja klimatinés salygos, tad jos labiau biidingos
atograzoms. Tikeétina, kad Zmonéms pradéjus dazniau lankytis egzotiSkuose
krastuose, Sie mikroorganizmai buvo atvezti | Lietuva, bet jy plitimg riboja
aplinkos salygos, kurios ¢ia néra optimalios Malassezia genties atstovams. Be
to, imuniné sistema ] mikroskopinius grybus paprastai reaguoja formuodama
lastelin; imuniteta ir T Igsteléms diferencijuojantis ; Thl limfocitus, kuriy
receptoriai atpazjsta mikroorganizmy sintetinamus baltymus. Tik ilgalaikis ir
pakartotinas veikimas antigenu (Siuo atveju Malassezia mielémis) gali sukelti
Th2 limfocity gamyba ir specifiniy IgE antikiiny sintez¢. Skirtingai nuo
Malassezia, Candida genties mielés yra nereikliis aplinkos sglygoms
mikroorganizmai, kurie Lietuvoje daznai iSskiriami 1§ méginiy, paimty nuo
7moniy odos. Siuo metu yra identifikuoti ir klonuoti du Candida alergenai, bet
iki Siol nesutariama, ar Sie mikroorganizmai dalyvauja alerginése reakcijose ir
turi jtakos AD eigai. Specifiniy IgE antikiiny, nukreipty pries Candida
antigenus, aptikimo AD sergan¢iy asmeny kraujo serume daznis skiriasi
lyginant jvairiy tyrimy rezultatus (Khosravi ir kt., 2008; Kosonen ir kt., 2005).
Literatiroje aprasytas eksperimentas, kurio metu i§ C. albicans mielés iSskirti
trys 46-, 43- ir 37-kDa antigenai, reaguojantys su specifiniais IgE antik@inais.
Identifikavus $iy baltymy aminortig§¢iy sekas, paaiSkéjo, kad jie yra

homologiski S. cerevisiae mielés enolazei, fosfogliceratkinazei ir aldolazei.
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Zinoma, kad S. cerevisiae $ie baltymai dideliais kiekiais kaupiasi citoplazmoje
ir jy bei glikolizés fermenty sintezé reguliuojama koordinuotai. Manoma, kad
fermenty sintezé panasiai reguliuojama ir C. albicans Iasteléje. Autoriai iskélé
prielaida, kad jvykus lasteliy lizei j aplinkg patenka dideli kiekiai glikolizés
fermenty, kurie veikia kaip antigenai. Taigi, nors Candida genciai
priklausancios mielés pasiZzymi silpnomis alergizuojan€iomis savybémis,
saprofitinio augimo metu jos iSskiria potencialiai alergizuoti galincias
medziagas, kurios sukelia specifiniy IgE antikiiny sinteze¢ (Ishiguro ir kt., 1992;
Savolainen ir kt., 1990).

Imunofermentinés analizés metodu gauti optiniai tankiai, rodantys
specifiniy IgE antikiingy (nukreipty pries tirtas mieliy rusis) Kiekj kraujo
serumuose yra nedideli lyginant su kontroliniais méginiais. Tokie rezultatai
leidzia daryti i1Svada, kad specifinio baltymo (baltymy?) kiekis mieliy
ekstraktuose yra labai nedidelis. Tyrimo metu taip pat bandyta méginius
titruoti, t.y. 24 valandy intervalais serumai buvo perneSami 1§ vieno Suliné¢lio,
padengto vienos mielés ekstraktu ant kito Sulinélio, padengto tuo paciu
ckstraktu.  Atlikus matavimus paaiSkéjo, kad visuose titruotuose
mikroplokstelés Sulinéliuose isliko toks pat optinis tankis. Tai leidzia daryti
prielaida, kad specifiniy IgE antikliny, nukreipty pries tirtas mieliy rasis kiekis
tirtuose serumuose buvo pakankamai didelis (Sio darbo metu gauti neskelbti
duomenys).

Literatiiroje yra apraSyty eksperimenty, kuriy metu nustatyta, kad kuo
didesnis AD sergancio asmens kraujo serume esantis bendro IgE kiekis, tuo
daugiau tame serume aptinkama specifiniy IgE antikiiny, nukreipty prie§ C.
albicans ir Malassezia genciai priklausancias mieles. Remiantis Siais
duomenimis, miisy atlikto tyrimo pradzioje taip pat tikétasi nustatyti koreliacija
tarp bendro IgE ir specifiniy IgE, nukreipty prie§ baltymy ekstraktus, kiekio
serume. Buvo iskelta prielaida, kad kuo didesnis bendras serume esanciy IgE
antikiiny kiekis, tuo didesné tikimybeé, kad jis reaguos su misy paruostais
mieliy ekstraktais. Koreliacijos tarp siy dviejy dydziy neaptikta. Kaip minéta

auksciau, tikétina, kad Candida mieliy baltymai nesugeba sukelti stiprios, pries
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juos nukreiptos specifiniy IgE antiking gamybos, o greifiau veikia kaip ligos
ciga sunkinantis faktorius dél kryzminiy reakcijy su Kkitais alergenais.
Koreliacija tarp bendro ir specifiniy IgE antikiiny kiekiy daZniau stebima
sunkaus AD, o ne lengvo ar vidutinio (kaip misy tirty asmeny) atvejais (Kaga
ir kt., 2009).

Miisy tyrimo metu nustatyta, kad pries tirtas mieles nukreipti specifiniai
IgE antikiinai dazniausiai aptinkami serumuose, turinciuose specifiniy IgE
antikiiny, nukreipty prie§ namy dulkiy erkiy alergenus. Namy dulkiy erkes
laitkomos svarbiausiais rizikos faktoriais, gebanciais sukelti alergijas namy
saglygomis, o D. pteronyssinus ir D. farinae — labiausiai paplitusios erkiy rasys
visame pasaulyje (Takai ir kt., 2005). Literattiros duomenimis, svarbiausi Siy
erkiy alergizuojantys baltymai yra tarpusavyje homologiski, o 80 % namy
dulkiy erkéms jautriy individy serumuose aptinkami prie§ juos nukreipti
specifiniai IgE antiktinai. Aprasyta, kad Sie alergenai geba kryzmiskai reaguoti
su skirtingy erkiy rasiy bei kity bestuburiy i$skirtais baltymais (Sidenius ir Kkt.,
2001; Thomas ir kt., 2004). Taip pat yra zinoma, kad dauguma
mikroskopiniuose grybuose esanciy alergizuojanciy baltymy turi homologinius
IgE antikiinus suriSancius atitikmenis organizmuose, nepriklausanciuose gryby
karalystei (Simon-Nobbe ir kt., 2008). Be to, literatliros duomenimis, vidutinés
ar sunkios eigos AD yra susijgs su isijautrinimu dulkiy erkéms ir
mikroskopiniams grybams (Scalabrin ir kt., 1999). Remiantis Siais
duomenimis, mes iskéléme prielaidg, kad miisy tirtos mieliy rasys gali buti
susijusios su AD eiga dél kryzminiy reakceijy, vykstanciy tarp jy ir namy dulkiy
erkiy alergizuojanciy baltymy.

Taip pat darbo metu tékmés citometrijos metodu bandyta nustatyti, ar
tirtuose serumuose esantys pries mieliy ekstraktus nukreipti specifiniai IgE
antik@inai gali atpazinti tirty mieliy Iasteliy pavirSiuje iSsidés¢iusius antigenus.
Antikiinai neprisijungé prie tirty mieliy lasteliy pavirSiaus. PanaSis rezultatai
aprasyti ir kity autoriy darbuose. Tai leidzia teigti, kad dauguma identifikuoty

mikroskopiniy gryby alergeny yra vidulasteliniai baltymai, kurie patenka i}
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aplinkg lgsteliy Zuties metu arba yra tikslingai i§skiriami (Simon-Nobbe ir kt.,
2008).

Dauguma miisy tirty serumy turéjo specifiniy IgE antikainy, nukreipty ne
prie§ vieng, bet prie$ kelias tirtas mieliy rasis. Konkurentinés inhibicinés
imunofermentinés analizés metodu nustatyta nepilna kryzminé inhibicija tarp
IgE klasés antikiny. Tai leidzia teigti, kad misy tirtos mieliy riiSys turi riisiai
specifinius ir dalinai persidengiancius antigenus. Panasiis rezultatai gauti ir kity
moksliniy grupiy atlikty eksperimenty metu. Manoma, kad sensibilizacija tik
viena mikroskopinio grybo riiSimi vyksta retai, nes daugumos jautriy individy
kraujo serume cirkuliuoja specifiniai IgE antikiinai prie$ keleta mieliagrybiy
risiy ir (ar) genciy (Savolainen ir kt., 1998; Simon-Nobbe ir kt., 2008).

2001 metais buvo pasitlyta teorija, kad, igijus jautrumg konkreciai
alergizuojanciai medziagai (panalergenui), individo kraujo serume esantys IgE
antikinai gali susiri§ti su kryZzmiskai reaguojanciais junginiais, kilusiais i$
jvairiy nesusijusiy $altiniy (Mari, 2001). Si teorija buvo iskelta tiriant
augaluose esancius alergenus. Pastaraisiais metais vis daugé¢ja duomeny, kad
panaSi situacija yra ir mikroskopiniy gryby atveju. Oficialiame alergeny

nomenklatiiros  sgraSe  (http://www.allergen.org)  nurodytas 101  i§

mikroskopiniy gryby iSskirtas alergenas; 48 1§ jy yra homologiski baltymai,
galintys kryzmiskai reaguoti su specifiniais antikiinais, nukreiptais pries
atitinkamus kity rasiy baltymus (Crameri, 2011b). Kaip pavyzdj galima
pateikti MnSOD. Daugé¢ja duomeny, kad MnSOD sudaro kryZzmiskai
reaguojanciy alergeny Seimg. Eksperimenty metu jrodyta, kad specifiniai IgE
antikiinai, nukreipti pries A. fumigatus sintetinamg MnSOD, kryzmiskai
reaguoja su zmogaus MnSOD. Palyginus §iy baltymy kristalines struktiiras
buvo aptikti keli panasiis epitopai, galintys suriSti tuos pacius antikiinus
(Crameri ir kt., 1996; Fluckiger ir kt., 2002a). Homologiskas aminoriigsciy
sekas turinCios ir kryZzminése reakcijose dalyvauti geban¢ios MnSOD taip pat
apraSytos tokiuose organizmuose kaip Drosophila melanogaster, Hevea
brasiliensis, E. coli, S. cerevisiae ir M. sympodialis (Frealle ir kt., 2005). Kiti

Siuo metu geriausiai iStirtt kryZzmiSkai reaguojantys gryby baltymai yra

83


http://www.allergen.org/

ciklofilinas, tioredoksinas ir riigstinis ribosominis P2 baltymas. Visi jie yra
filogenetiSkai konservatyvas baltymai, galintys sukelti su IgE antikiiny sinteze
susijusias autoimunines reakcijas, nukreiptas prie§ atitinkamus Zmogaus
baltymus (Fluckiger ir kt., 2002b; Valenta ir kt., 2009; Zeller ir kt., 2008).

Vis did¢jant AD aktualumui svarbu nustatyti jvairius susirgimo
patogeneze jtakojancius veiksnius ir jy veikimo mechanizmus. Siame darbe
nustatyta, kad AD pazeista oda daZznai kolonizuoja komensalinés, placiai
zmogaus gyvenamojoje aplinkoje paplitusios mielés. PaZeista odos apsauginé
barjeriné funkcija leidzia Siems mikroorganizmams patekti ] organizmg ir
inicijuoti imunologines reakcijas. Mikroorganizmui kontaktuojant su individu,
kurio organizmas jau yra sensibilizuotas tam tikrais alergenais, gali pasunkéti
AD eiga dél kryzmiskai reaguojanciy epitopy tarp identiSko specifiSkumo
skirtingy biologiniy rasiy antigeny (18 pav.).
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18 pav. Atopinio dermatito imunologinis mechanizmas.

Greitas padidéjusio jautrumo reakcijas inicijuoti gali tik stiprus, visavertis antigenas
(alergenas), gebantis susijungti su antigeng pateikiancios lgstelés membranoje esancia
MHC Il molekule ir sukelti IgE sinteze. [vykus organizmo sensibilizacijai, tolesnése
imunologinése reakcijose jau gali dalyvauti ir silpni alergenai, turintys tokius pacius
ar panagius epitopus, kaip ir reakcijas pradéjes antigenas. Sie kryzmiskai reaguojantys
alergenai patys nesugeba sensibilizuoti organizmo, bet gali dalyvauti jau
vykstan¢iame uzdegiminiame procese ir amplifikuoti reakcijas.
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Skirtingai nuo kitose Salyse atlikty panaSiy tyrimy rezultaty, misy darbo
metu tirtuose kraujo serumuose nenustatyta specifiniy IgE antikiiny, nukreipty
pries iSskirtas Malassezia genciai priklausanéias mieles. Reti $ios genties
atstovy 1Sskyrimo atvejai Lietuvoje paaiskina gautus rezultatus. Netipinémis
fiziologinémis savybémis pasizyminéiy Malassezia kamieny iSskyrimas gali
reiksti, kad Sios mielés aklimatizuojasi prie jy gyvenamajai aplinkai nebuidingo
klimato ir ateityje jos bus miusy kraSte paplitgs alergizuoti gebantis

mikroorganizmas.
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ISVADOS

1. 36,9 % atvejy atopinio dermatito pazeista oda yra kolonizuojama
Candida, Malassezia ir Rhodotorula genties mielémis.

2. Sistematin¢ ir filogenetiné analizé leidZia teigti, kad iSskirtas netipinis
Malassezia restricta kamienas M8 gali biiti naujos riiSies atstovas.

3. I$skirti netipinémis fiziologinémis savybémis pasizymintys Malassezia
genties kamienai M47, M54 ir M235 1dentifikuoti kaip nuo iSorinio
lipidy $altinio nepriklausantys Malassezia furfur.

4. Mielés suaugusiy asmeny atopinio dermatito pazeista oda kolonizuoja
du kartus dazniau negu vaiky (P < 0,0001).

S. Atopiniu dermatitu serganéiy asmeny kraujo serume aptinkama prie$
kryzmiskai reaguojancius mieliy vidulastelinius antigenus nukreipty
specifiniy IgE antiktiny.

6. Candida pelliculosa ir namy dulkiy erkiy Dermatophagoides
pteronyssinus ir Dermatophagoides farinae alergenai gali turéti

panasius epitopus.
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