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Одним из важных факторов, влияющих на течение многих заболеваний кожи и внутренних органов, является грибковая инфекция, в последние десятилетия ее роль значительно повысилась в связи со снижением иммунной реактивности у многих больных и широким применением антибиотиков [1]. Условно-патогенные грибы, находящиеся на коже у многих практически здоровых лиц, при нарушении барьерной функции кожи могут служить возбудителями кожных заболеваний, а при некоторых условиях являются источником аллергенов, сенсибилизирующих организм и вызывающих тяжелые аллергические заболевания [2,3] В связи с этим, особое внимание привлекают условно-патогенные грибы рода Malassezia, которые  относятся к дрожжеподобным грибам и являются частью нормальной микрофлоры кожи человека. Однако при определенных условиях эти грибы могут вызывать различные кожные заболевания, объединенные названием «малассезиозы» клиническими проявлениями которых являются разноцветный лишай, перхоть, себорейный дерматит, малассезиозный фолликулит[4,5]. Показана роль Malassezia spp. в развитии атопического дерматита и  псориаза [4,6]. Для диагностики малассезиозной инфекции в большинстве лабораторий применяют прямую микроскопию патологического материала [7]. Культуральная диагностика представляет трудоемкий процесс, для роста этих липофильных грибов необходимы селективные, богатые липидами многокомпонентные среды, а также отмечается длительность культивирования[ 8, 9]. На современном этапе для выявления и идентификации грибов рода Malassezia применяют молекулярно-генетические методы. В сравнении с культуральными методами основанными на фенотипических признаках молекулярные методы имеют большую точность, что дает возможность изучить видовую распространенность возбудителя при различной кожной патологии. Используя анализ полиморфизма длины рестрикционных фрагментов а также секвенирование внутренних транскрибированных спейсеров гена рибосомальной РНК определяют первичную структуру фрагментов генома [10,11]. Так в Японии были идентифицированы  новые виды грибов Malassezia –M. dermatis и M.japonica у больных с атопическим дерматитом и M.yamatoensis у больных с себорейным дерматитом [12,13,14]. Постоянно проводятся исследования по изучению видового состава Malassezia у больных с малассезиозами и у здоровых лиц в различных популяциях [ 14].
 Цель  исследования- используя молекулярно-генетические методы выявить ДНК грибов рода Malassezia у больных дерматозами и провести видовую идентификацию клинических изолятов Malassezia spp. методом секвенирования.
Материалы и методы.

Материалом для исследования были смывы и соскобы с кожи пациентов, находящихся на лечении в ГУ « Институт дерматологии и венерологии НАМН». Всего было обследовано 69 больных ( 28- с атопическим дерматитом, 21 - с разноцветным лишаем, 11 – с себорейным дерматитом, 9- с экземой) и 14 здоровых доноров

Для забора материала к коже прикладывали стерильное пластиковое кольцо диаметром 5 см и делали смыв 2 мл стерильного 0,1% фосфатно - солевого буфера с твин 20. Затем получали осадок центрифугируя смыв 10 мин при 3000 об/мин. Из осадка выделяли ДНК. Для этого к осадку добавляли 100 мкл литической смеси (200mM Трис-НCl, pH 8,0; 0,5% додецил сульфат натрия, 250 mM NaCl, 25mM EDTA) 5мин вортексировали и инкубировали 15 мин при 100C. После инкубации в пробирку добавляли равный объем фенол-хлороформ –изоамилового спирта (24/24/1), тщательно перемешивали на вортексе и центрифугировали 5 мин. при 12000 об/мин. Далее отбирали верхнюю (водную фазу) и экстрагировали равным объемом хлороформа с изоамиловым спиртом(24/1), вортексировали, центрифугировали 5 мин при 12000 об/мин. Надосадок отбирали в отдельную пробирку и осаждали 2,5 объемами этанола с 3 М ацетатом натрия и охлаждали 10 мин при – -20 С, потом центрифугировали 5 мин при 12000 об/мин., удаляли надосадок а осадок растворяли в 50 мкл ТЕ буфера(10mM Трис-НCL, 1mM EDTA, pH 8,0) и использовали для дальнейшей амплификации. 
Полимеразную цепную реакцию проводили в 25 мкл реакционной смеси следующего состава: 10 mM Трис –HCl, pH 8,5; 50 mM KCl;2,5 mM MgCl, дезоксинуклеотид трифосфат -0,2 mM, диметилсульфоксид -1%; 0,5 ед. Taq полимеразы; 0,2 µM праймеров следующего состава: прямой F 992 5' - ctaaatatcggggagagaccga -3' и обратный R 1279 5'- gtgtgaaggtgtccgaagacc -3'. Праймеры были подобраны по базам данных ДНК NCBI и синтезированы фирмой «Литех», Россия. Амплификацию проводили на термоциклере «Терцик» («Биокон», Россия) по следующей программе: первый цикл - денатурация - 95°C, 2 мин., отжиг 54°C, 2 мин., элонгация 70°C, 2 мин. Затем 39 циклов в следующем режиме: денатурация - 94°C, 30 сек., отжиг 54 °C, 30 сек., элонгация 70°C, 30 сек.. Детекцию продуктов амплификации проводили электрофорезом в 1,8% агарозном геле в трисацетатном буфере, pH 8,3 с окрашиванием 0,5 mM этидиумом бромидом в течении 15 мин. и анализировали на трансиллюминаторе с длиной волны 310 нм.
Для проведения видовой идентификации методом секвенирования ДНК грибов выделяли из изолированных колоний, выросших на питательной среде Лиминга –Нотмана [8,9]. Для амплификации с последующим секвенированием внутренних транскрибированных спейсеров гена рибосомальной ДНК 18 S---ITS-1---5,8S---ITS-2---28S использовали следующие праймеры: прямой - ITS 4(5'- tcctccgcttattgatacg-3') и  обратный ITS 5(5'- ggaagtaaaagtcgtaacaagg-3'). Условия амплификации с этими праймерами следующие: после начальной денатурации 95°С, 3 мин, проводили 30 циклов в следующем режиме: денатурация - 95°C, 15 сек., отжиг 50 °C, 10 сек., элонгация 60°C, 4 мин.  После проведения амплификации образцы  из 10 пробирок объединяли и методом электрофореза проверяли наличие ампликона и неспецифических продуктов реакции. Продукты ПЦР не содержали большого количества неспецифических продуктов и ампликон очищали от трифосфатов и Taq-полимеразы осаждением этанолом.  Далее определяли концентрацию ДНК  спектрофотометрическим методом при λ= 260нм.  Секвенирование было проведено фирмой «Пинни»(РФ, Москва) на секвенаторе ABI Prism Genetic Analyzer 3100 фирмы Applied Biosystems. 
Результаты и обсуждения

В результате проведенных исследований с родоспецифическими праймерами   ДНК грибов рода Malassezia была выявлена в 53 из 83 исследованных образцов, что составило 63,8±0,9%. Положительные образцы на электорофореграмме соответствовали  ампликону размером 308 п.н. На рис.1 представлены результаты электрофореза.
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Рисунок 1. Электрофореграмма результатов амплификации ДНК грибов  рода Malassezia в 1,8 % агарозном геле.

1лунка – отрицательный контроль, 2-8лунки - положительные образцы ДНК, 9 лунка –маркер молекулярной массы SM1191 (диапазон 700-25п.н.) 
Наиболее высокая выявляемость ДНК Malassezia была отмечена у больных себорейным дерматитом и разноцветным лишаем, что составило 90,9±2,9% и 90,5±1,5% соответственно. Эти результаты являются прямым подтверждением того, что именно грибы Malassezia являются основным этиологическим и патогенетическим фактором в развитии этих дерматозов. При разноцветном (отрубевидном) лишае именно эти липофильные грибы являются основным патогенным фактором и под влиянием различных условий грибы начинают трансформироваться из дрожжевой фазы в мицелярную, которая повреждает роговой слой кожного покрова. У больных с атопическим дерматитом и экземой ДНК грибов Malassezia была обнаружена в 53,6±3,3% и 44,4±% случаев соответственно. Полученные результаты свидетельствуют о достаточно высокой частоте обнаружения грибов рода Malassezia на коже больных с атопическим дерматитом, что является причиной сенсибилизации больных антигенами гриба и поддержания воспалительной гиперергической реакции в коже, которая составляет основной компонент клинических проявлений атопического дерматита.. Что касается контрольной группы, то ДНК грибов Malassezia была выявлена в 35,7±9,6% случаев. 

Следующим этапом исследований было проведение видовой идентификации грибов рода Malassezia. Для этого смывы с кожи пациентов были посеяны на модифицированный агар Лиминга-Нотмана и культивировались при 34°С в течение 4-7 суток.[ 8 ] ДНК выделяли из изолированных колоний и амплифицировали с праймерами ITS 4 и ITS 5. Аммлифицированные фрагменты соответствовали фрагменту ~ 700 пн. Наличие ДНК Malassezia проверяли на электрофорезе (рис.2).
[image: image2.jpg]700

500
400

300
250

200
100




Рисунок 2. . Электрофореграмма результатов амплификации ДНК изолятов грибов  рода Malassezia в 1,8 % агарозном геле.(1лунка – отрицательный контроль, 2-6 лунки – клинические изоляты грибов, 7лунка – маркер молекулярной массы SM1191)
После очистки ампликонов осаждением этанолом определяли концентрацию ДНК, которая составила 3 нг/мкл. Результаты секвенирования - нуклеотидная последовательность исследуемых ДНК - была анализирована при помощи программы BLAST на сайте NCBI.[htt://www.ncbi.nlm.nih.gov/] В результате сравнения с базой данных NCBI были идентифицированы следующие виды Malassezia – Malassezia furfur – 2 штамма,  Malassezia sympodialis – 2 штамма, Malassezia globosa – 1 штамм.(рис.3). Cледует отметить, что секвенирование имеет преимущества перед другими методами видовой идентификации, особенно при  исследовании атипичных изолятов и дает возможность получить достаточно быстрый ответ и не требует длительных изучений биохимических свойств культуры. 
По литературным данным именно эти виды Malassezia преобладают в европейской популяции. M.furfur и M. globosa являются причиной развития разноцветного лишая и себорейного дерматита, а M. sympodialis благодаря богатой антигенной структуре, обладает высокой иммуногенной активностью и тем самым способна экспрессировать антигены, индуцирующие выработку Ig-E антител, что является одним из факторов патогенеза в развитии атопического дерматита.[ 4]
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Рисунок 3 Фрагменты секвенограмм
Выводы
1. Методом ПЦР были обнаружены грибы рода Malassezia у 63,8±0,9% больных дерматозами.
2. Наиболее высокая выявляемость ДНК Malassezia была у больных себорейным дерматитом (90,9±2,9%) и разноцветным лишаем(90,5±1,5%)
3. Используя секвенирование внутренних транскрибированных спейсеров гена рибосомальной ДНК 18 S---ITS-1---5,8S---ITS-2---28S была проведена видовая идентификация грибов Malassezia и идентифицировано 5 штаммов исследуемых грибов: M.furfur-2, M. Sympodialis- 2, M. globosa-1.
4. ПЦР диагностика и секвенирование являются эффективными методами выделения и идентификациигрибов рода Malassezia и дополняют традиционные методы, основанные на изучении культуральных и тинкториальных свойств изолятов грибов.
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