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Ozet

Amag: Atopik dermatit (AD) etyolojisinde ve hastalik alevlenmesinde Malassezia cinsi mayalarin rolii oldugu bildirilmektedir. Bu
calismada atopik dermatitli hastalarda derideki Malassezia yiikiinti géstermek icin gelistirilen, kiiltlirden bagimsiz bir molekdiler yon-
tem sunulmaktadir.

Gereg ve Yontem: Ug farkli (hafif, orta, ciddi) klinik evredeki atopik dermatitli hastalarin Malassezia kolonizasyon oranlari, kantitatif
gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (kGZ-PZR) kullanilarak incelenmistir. Kirk-yedi (47) atopik dermatitli hasta, ve 75 eriskin
saglkl birey calismaya dahil edilmistir. Hastalarin ve saglikli grubun yiiz ve boyunda lezyon olan ve olmayan bélgelerinden deri
kepek ornekleri flastere yapistirilarak alinmistir. Flastere yapisan kepek 6rneklerinden fungal DNA izole edilmis ve Malassezia
DNA'sinin gosterilmesi icin GZ-PZR islemine alinmustir.

Bulgular: Olgu sayisi 47 hasta, 75 saglikli birey olmak tzere (62 kadin, 60 erkek) 122'dir. Kantitatif analizlere gére Malassezia
kolonizasyonu AD ve saglikli grup arasinda farkli bulunmamistir. Ciddi AD'i olan grup ile orta veya hafif AD'i olan gruplar arasinda
Malassezia yikii acisindan bir fark gosterilememistir (p=0,409).

Sonug¢: Calismamizin basinda, daha &nceki Japon calismalarinda gosterilen Malassezia yiikii ile AD arasindaki iliskiyi bulmay
amaclamamiza ragmen, ¢alisma sonunda Tiirk AD grubunda saglikli gruptan farkli bir fungal yiik bulunmamustir. Ancak, deri hasta-
liklarinin patogenezinde mikroorganizmalarin rolii konusunda calismalara devam edilmelidir. (Tiirkderm 2011; 45: 206-9)
Anahtar Kelimeler: Malassezia, atopik dermatit, klinik evre, gercek zamanli PZR, kantitasyon

Summary

Background and Design: Atopic dermatitis (AD) is a multifactorial disease in which Malassezia species are also considered to be one of
the factors that exacerbate AD. We have developed a culture-independent method for analyzing cutaneus Malassezia load in patients with
atopic dermatitis.

Materials and Methods: The diversity of Malassezia flora in Turkish patients with atopic dermatitis of three different clinical severities (mild,
moderate, and severe) were compared using quantitative real time polymerase chain reaction (qRT-PCR) method. Fourthy-seven individuals
with AD and seventy-five adult healthy individuals were sampled in this study. Skin samples were collected by stripping the face and neck
of each subject. Fungal DNA extraction was performed and the detection of Malassezia DNA by real-time PCR was conducted.

Results: Total number of patients was 122, including 47 patients and 72 healthy controls (62 female, 60 male). Quantitative analysis of
Malassezia colonization in the AD group and healthy control group was not significantly different between the AD and healthy control
groups. In patients with severe AD, Malassezia colonization was not different that in mild and moderate AD patients and healthy
individuals, and the differences among them were not statisticaly significant (p=0.409).

Conclusion: We could not find any difference in our patient group in terms of Malassezia colonization rate, although we had
hypothesized. We could not show a fungal factor for the severity of the disease in AD patients. Japanese authors showed such a kind of
relationship in the past. Besides, skin diseases should be evaluated carefully for the presence of microorganisms as an important factor of
pathogenesis of the disease. (Turkderm 2011; 45: 206-9)
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Giris

Atopik dermatit (AD) sik gorilen, kronik inflamatuvar bir hastaliktir.
Hastalik genel olarak yasamin ilk iki yilinda baslar ve her ¢ olgudan
ikisi eriskin donemde de devam eder. AD genetik ve cevresel faktorle-
rin de etkili oldugu, ¢ok faktorli bir hastaliktir. AD'i olan hastalar bazi
bakteriyel, fungal ve viral hastaliklara daha duyarlidir. Yasamin erken
doénemlerinde mikrobiyal antijenler ile yeterince karsilasmamis birey-
lerde hastalik riski artmaktadir. AD'li bireylerde antimikrobiyal peptid-
lerin azalmasi, yardimcr T hicrelerin Th2 tipindeki sitokinleri (IL-4, IL-
10 gibi) daha baskin olarak salgilamalari ile agiklanabilir. Deri yiizeyin-
deki bagisiklik sisteminin bozulmasi ¢zellikle Staphylococcus aureus
and Malassezia kolonizasyonunun artmasina neden olmaktadir."*?
Malassezia (eskiden Pityrosporum orbiculare/ovale olarak bilinmek-
teydi) derinin normal florasinin bir elemani olup, ayni zamanda “pity-
riasis versicolor (PV)", Malassezia follikuliti, seboreik dermatit, kepek-
lenme ve AD gibi bazi hastaliklarin da patogenezinde etkilidir.>*

Bu calismada, AD'li hastalarin derisinde Malassezia yikini arastir-
mak icin gelistirdigimiz, kdltdrden bagimsiz bir molekiler yontem
sunulmaktadir. Uc farkli klinik tablo gdsteren AD hasta grubunda,
(ciddi, orta ve hafif seyirli hastalik) Malassezia ytku ile bir iliski olup
olmadigr kantitatif gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (kGZ-
PZR) yontemi ile incelenmistir.

Gere¢ ve Yontem

Hastalar

Eriskin yas grubundan AD'li 47 hasta calismaya dahil edilmistir.
Kontrol grubu olarak, yas grubu benzer 75 saglikli bireyden deri
Ornekleri alinmistir. Hastalarin yas ortalamasi 36+15 olarak hesap-
lanmistir. Toplam 122 hastanin 62'si kadin ve 60"l erkektir. Bltln
hastalar Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Deri ve Zilhrevi Hastaliklar
Anabilim Dali polikliniklerinde takip edilmis ve Hanifin ve Rajka kriter-
lerine gorse AD tanisi almistir® BUtln calisma Helsinki Bildirisi'ne
uygun etik kurul onayr altinda devam ettirilmistir. Hastalarin tama-
mindan “bilgilendirilmis gondlli olur formu” alinmistir. Deri 6rnekleri
yurtdisina gonderildigi icin ayrica bu konuda da Saglik bakanhigindan
izin alinmistir.

Ornek toplanmasi

Ornek alimi icin “OpSiteTM (3x7 cm; Smith and Nephew Medical,
Hull, UK)" hastanin ylz ve boyundaki lezyonlu veya lezyonsuz deri
bolgesine yapistiriimis ve cekilmistir. Deri Orneklerini iceren “OpSite”
-20°C'de saklanmistir.

DNA eldesi ve ¢ogaltiimasi

Toplanan “OpSite” yiizeyleri Gazi Universitesi, Mikrobiyoloji
Bolimii'ne génderilmistir. Ornekler parcalama tamponu [(100 mmol/L)
Tris-HCl (pH 8,0, 30 mmol/L) ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)
pH 8,0, %0,5 sodium dodecyl sulphate (SDS)] icinde 100°C'de 15 dk
bekletilmistir. Karisimdan DNA eldesi icin fenol-kloroform-izoamil
alkol (25:24:1,wv) ve kloroform-izoamil alkol (24:1,wv), kullanilmis-
tir. Elde edilen DNA etanol-sodyum asetat-Ethatinmate (Nippon Gene,
Toyama, Japan) ile ¢oktlrtlmustir. DNA c¢okelegi 30 pL TE tamponu
[(10 mmol/L) Tris—HCl (pH 8,0, 1 mmol/L) EDTA (pH 8,0)] ile tekrar
sulandirimis ve-20°C'de saklanmistir.®’

Malassezia'nin kantitatif analizi

Malassezia DNA'sinin GZ-PZR ile kantitatif olarak cogaltiimasi igin
daha 6nceden belirlenmis iki ¢ift primer seti ve bir adet isaretli prob

kullaniimistir. (Mala-F- CTA AAT ATC GGG GAG AGA CCG A, Mala-R-
GTA CTT TTA ACT CTC TTT CCA CCG TGC TT, Mala prob FAM-TTC
ATC TTT CCC TCA CGG TAC-MGB) kullaniimistir®” Cinse 6zgul pri-
merler ribozomal RNA gen bdlgesinin internal transcribed spacer 1
(ITS1) ve IGS 1 bolgelerini cogaltmak Uzere tasarlanmistir. Fungal
DNA TagMan prob kullanilarak gercek zamanli PZR cihazinda kanti-
tatif olarak cogaltilmistir” Cogdaltma ve gdsterme icin ABI PRISM
7500 sistemi kullaniimistir (Applied Biosystems, Foster City, CA).
istatistiksel analiz

Malassezia DNA kopya sayilari ile gruplar arasinda karsilastirma yapa-
bilmek icin Fischer kesin testi kullanilmistir. iki grup arasinda p<0,05
bulundugunda fark istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

Bulgular

Calisma kapsaminda 47 AD hastasl ile 75 saglikli kontrolden alinan
deri Orneklerinde Malassezia yuku arastirilmistir. AD grubunda 9
hasta hafif, 26 hasta orta, 12 hasta da ciddi AD olarak siniflandiril-
mistir. Malassezia yikinUn kantitatif analizi icin alt sinir 10 kopya/ml
olarak belirlenmistir. YUkd bilinmeyen &rneklerin kopya sayilari plaz-
mid kopya sayilari esas alinarak hesaplanmistir.

Saglikh kontrol grubu ile AD grubu arasinda Malassezia yiki acisin-
dan bir fark gosterilmemistir (t=0,962, 2-tailed=0,341). Ciddi AD’li
hasta grubu ile orta veya hafif seyirli grup arasinda da Malassezia
yUkU agisindan bir fark gosterilememistir (p=0,409). Tablo'da hasta-
lardan elde edilen bltin fungal yikler listelenmistir.

Tartisma
Malassezia cinsi mayalar normal deri florasinin bir Gyesi olup, ayni

zamanda bircok deri hastaliginin patogenezinde yer almaktadirlar.*
Deri yuzeyindeki Malassezia kolonizasyonunun gdsterilmesi icin gesit-

Resim 1. Atopik dermatitli bir hastanin yiiz lezyonlari
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Tablo : Atopik dermatitli 47 olgunun Malassezia yiikleri

Anatomik bolge Klinik Malassezia yiikii
(DNA kopya sayist)
1 Lezyon/yiz Orta 467438
2 Lezyon/boyun Orta 507053
3 Lezyon yok/yiiz Orta 512858
4 Lezyon/yiiz Orta 76451
5 Lezyon/boyun Orta 320922
6 Lezyon/yliz Orta 124386
7 Lezyon/boyun Orta 244618
8 Lezyon yok/boyun Orta 87123
9 Lezyon/yiiz Hafif 220427
10 | Lezyon/boyun Hafif 1100000
11 Lezyon yok/boyun Hafif 65475
12 | Lezyon/yiz Orta 3380000
13 | Lezyon/boyun Orta 2610000
14 | Lezyon yok/boyun Orta 265384
15 | Lezyon/yliz Ciddi 285142
16 | Lezyon/boyun Ciddi 512323
17 | Lezyon yok/yliz Ciddi 83203
18 | Lezyon/yliz Orta 750303
19 | Lezyon/yliz Orta 1150000
20 | Lezyon yok/boyun Orta 94125
21 | Lezyonyyiiz Hafif 27800000
22 | Lezyon/boyun Hafif 3860000
23 | Lezyon yok/boyun Hafif 165218
24 | Lezyon/yiz Ciddi 50007
25 | Lezyon/boyun Ciddi 52667
26 | Lezyon yok/ylz Ciddi 68572
27 | Lezyon/yiiz Orta 3090000
28 | Lezyon/boyun Orta 1910000
29 | Lezyon yok/boyun Orta 222873
30 | Lezyon/yiz Orta 616224
31 Lezyon/boyun Orta 586765
32 | Lezyon yok/boyun Orta 818675
33 | Lezyonjyiiz Orta 175181
34 | Lezyon/boyun Orta 252335
35 | Lezyon yok/ylz Orta 78943
36 | Lezyon/yiz Ciddi 3050000
37 | Lezyon/boyun Ciddi 198050
38 | Lezyon yok/boyun Ciddi 149718
39 | Lezyon/yiz Ciddi 1060000
40 | Lezyon/boyun Ciddi 341440
41 | Lezyon yok/boyun Ciddi 146774
42 | Lezyon/yiz Hafif 264216
43 | Lezyon/boyun Hafif 180413
44 | Lezyon yok/yliz Hafif 320750
45 | Lezyon/yiz Orta 291116
46 | Lezyon/boyun Orta 2460000
47 | Lezyon yok/boyun Orta 165634
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li yontemler gelistirilmistir.®* Bu yontemlerden en etkili olani yapiskan
film kullanarak deri ylzeyinden &rnek alinmasi ve filmin ylzeyine
yapisan Malassezia hiicrelerinin kantitatif olarak sayilmasidir.”

AD’li hastalarin deri 6rneklerinde Malassezia kolonizasyonunun kan-
titatif olarak gosterilmesi icin, 6rnek alinmasindan baslayarak, DNA
eldesi, DNA cogaltilma basamagi olmak Gzere bitin asamalarda kali-
te kontrolline dikkat edilmistir. Ornek alma asamasinda yapiskan film
yénteminin secilmesinin nedeni, filmin deri ylzeyine bitindyle yapis-
masi ve kazinti Orneklerine gore daha yaygin 6rnek alinmasina
imkan vermesindendir.®

Calismamizda AD ve saglikl kisilerin deri drneklerinde Malassezia cin-
sine ait DNA arastiriimistir. AD'in klinik seyri ile fungal yik arasinda bir
iliski gosterilmemistir. Bu calismanin baslangi¢ hipotezi “AD’li hastalar-
da Malassezia kolonizasyonu daha fazladir” olmasina ragmen, gruplar
arasinda fungal yUk acisindan bir fark gdsterilememistir. Benzer calis-
malarda, AD'li hastalarin Malassezia ile kolonize olma oranlarinin sag-
likli kisilerden ve seboreik dermatitli olgulardan daha yuksek oldugu
bildirilmistir."™* AD'li hastalarin derisi ndtral pH'da oldugu icin
Malassezia gibi mayalarin yerlesmesini kolaylastirmaktadir.™

YUz ve boyun bdlgelerinde AD bulunan hastalarin, lezyon bolgelerinde
Malassezia kolonizasyonunun fazla oldugu, ve bu kisilerin Malassezia
icin 6zgul IgE antikorlar tasidiklari gosterilmistir. AD hastalarinda diger
mantarlardan ¢ok daha fazla Malassezia icin gelismis Tip 1 asiri duyar-
ik tablosu bulunmaktadir.®® AD patogenezi karmasik bagisiklik meka-
nizmalarini icermekte olup, tam olarak anlasilabilmis degildir.

Sugita ve ark. AD'li hastalarda kolonize oldugu gdsterilen yeni bir
Malassezia tirdni isimlendirmiglerdir.’®" Bu arastirici grubunun, derinin
mikrobiyal bilesenleri ile ilgili cok sayida yayinlanmis calismalari bulun-
maktadir.”® Sugita ve ark. AD grubunda 9 ayrn Malassezia tur( ile koloni-
zasyonun s6z konusu oldugunu, bazi olgularin 3-4 ayri tir ile kolonize
olduklarini gostermislerdir. Malassezia hiicreleri erkeklerde 16-18 yasina
kadar, kizlarda 10-12 yasina kadar artmakta, sonra giderek azalmakta-
dir. Japonya'da yapilan bu calismalarda AD olgularinda Malassezia ylkU-
nin sagdliklilardan ¢ok fazla oldugu gosterilmistir.”"* Fakat bu bulgular
bizim calismamiza dahil ettigimiz Turk hastalar ile dogrulanmamistir. Bu
birbirinden farkli iki sonug derideki Malassezia kolonizasyonunun cogra-
fik ve etnik faktorlerden etkilenebilecegini géstermektedir. Ayrica kulla-
nilan yonteme bagl farkliliklarin da sonuclar etkileyebilecegi bilinmelidir.
Malassezia cinsi mayalarin deri hastaliklarinin patogenezindeki rollerinin
tam olarak anlasilabilmesi icin, farkli etnik gruplardan segilmis hastalarin
yer alidi, standardize edilmis kantitatif yontemlerin kullanildigi genis
calismalara ihtiyag vardir. Deri hastaliklarinin patogenezinde rol alan mik-
roorganzimalarin incelenmesi bu hastaliklarin tedavisinde yeni secenek-
lerin olusturulmasinda yararli olacaktir.
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