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Rezime:

Vulvovaginalna kandidoza, ili po novom razmatranju vulvovaginalna
gljivi¢cna infekcija, je oboljenje visoke prevalencije najceSce izazvano
kvasnicama roda Candida. Ova infekcija Zena predstavlja veliki
zdravstveni problem usled razvoja hroniciteta, odnosno rekuretne
forme, kao 1 mogucnosti da uslovi kongenitalnu kandidozu 1 da utice
na ishod trudnoce sa istorijom serklaza ili in vitro fertilizacije. Vec¢ vise
od pola veka se pokuSava sa prakti¢nim i teorijskim reSavanjem ovog
problema, a aktuelna istrazivanja se bave razmatranjem uticaja osobina
kvasnica na nepovoljni tok, odnosno hronicitet vulvovaginalnih
gljivi¢nih infekcija. Ciljevi ove doktorske teze su podrazumevali
ispitivanje virulentnosti, odnosno sposobnosti produkcije biofilma
izolata kvasnica uzroCnika genitalne infekcije zena i utvrdivanje
osetljivosti ovih izolata (planktonskih ¢elija i sesilnih ¢elija u biofilmu)
prema antigljivicnim lekovima 1 etarskom ulju biljke Melissa
officinalis (EUMO - Melissa aetheroleum), kao i ispitivanje
potencijalnog sinergistiCkog efekta antimikotika i EUMO na formirani
biofilm. Rezultati su pokazali da je skoro polovina svih ispitivanih
izolata imala sposobnost produkcije biofilma (46%). Primenom
mikrodilucione antimikogram metode utvrdeno je da testirani izolati
pokazuju slabu osetljivost prema flukonazolu i nistatinu, dok je

najefikasniji u uslovima in vitro bio klotrimazol. Utvrdeno je da je
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EUMO pokazalo zadovoljavajuéu efikasnost prema planktonskim i
sesilnim ¢elijama ispitivanih izolata, dok je flukonazol imao u
pojedinim sluc¢ajevima ¢ak i podsticajni efekat na formiranje biofilma.
Ispitivanjem kombinovanog efekta EUMO i antimikotika utvrdeno je
sinergisticko dejstvo na zrele biofilmove koje je bilo zavisno od
ispitivanog soja i primenjene koncentracije koris¢enih antimikotika i
prirodne supstance, jer su u nekim slucajevima nize koncentracije
supstanci pokazivale 1 antagonisticke efekte. Ovi rezultati bi mogli biti
osnova za buduca istrazivanja mogucée primene ispitivane prirodne
supstance u tretmanu vulvovaginalnih gljiviénih infekcija, ali tek

nakon dodatnih studija koje bi utvrdile odsustvo toksi¢nog efekta

EUMO in vivo.
Naucéna oblast: Medicina
Naucéna
e Mikrobiologija
disciplina: 9

Candida spp., kvasnice, vulvovaginalna kandidoza, antimikotici,
Kljuéne reéi: biofilm, etarsko ulje, Melissa officinalis, sinergizam

UDK: 579.68:615.282:616-002.818(043.3)

CERIF . . .. . N L .
Klasifikacija: B 230 Mikrobiologija, bakteriologija, virusologija, mikologija
Tip licence
Kreativne CC BY-NC-ND

zajednice:




DOCTORAL DISSERTATION

Data on Doctoral Dissertation

Doctoral .
OC.O a Prof. Suzana Otasevi¢ MD, University of Nis, Medical Faculty
Supervisor:
Title: Evaluation of the Synergistic Effect of Antimycotics and the Melissa
officinalis L. Essential Oil (Melissae aetheroleum) on the Biofilm of
Candida spp.
Vulvovaginal candidiasis, or more accurately, vulvovaginal fungal
infection, is a disease of high prevalence, most often caused by
Candida spp. This infection of women represents a major health
Abstract:

problem due to the development of chronicity, i.e., recurrent form, as
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while fluconazole, in some cases, had even a promotional effect on

biofilm formation. Examining the combined effect of MOEO and
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antimycotics revealed a synergistic effect on mature biofilms
depending on the tested strain and the applied concentration of
antimycotics and natural substances, as in some cases, lower
concentrations of the substances showed antagonistic effects. These
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fungal infections, but only after additional studies that would establish
the absence of a toxic effect of MOEO in vivo.
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VVK - vulvovaginalna kandidoza

RVVK - rekurentna vulvovaginalna kandidoza
NAC — ne-albicans Candida

Spp. — species, vrste

ECM — ekstracelularni matriks

ALS - eng. agglutinin-like sequence

porodica EPA gena — eng. epithelial adhesin family of adhesins
Sap — sekretorne aspartil proteaze

PL — eng. phospholipases

LP —eng. lipases

HWP — eng. hyphal wall protein

SDA — Saburaud dekstrozni agar

ISYP — Integral system Yeasts plus
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MALDI TOF — eng. Matrix Assisted Laser Desorption and lonisation Time of Flight

PMF — eng. Peptide Mass Fingerprint
CHCA - a-cijano-4-hidroksicimetna kiselina
PCR — eng. polymerase chain reaction

POC — eng. Point of care

CFU — eng. colony forming unit

CLSI — eng. Clinical and Laboratory Standards Institute, Institut za klinicke i

laboratorijske standarde

EUCAST - eng. European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing, Evropski

komitet za ispitivanje antimikrobne osetljivosti
MIK — minimalna inhibitorna koncentracija
RPMI — eng. Roswell Park Memorial Institute

S — senzitivno

| — intermedijarno

R — rezistentno

DZO/R — dozno zavisna osetljivost /rezistentnost
NY — nistatin

AMB — amfotericin B
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FCY — flucitozin

ECN — ekonazol

KCA — ketokonazol

CLO — klotrimazol

MIC — mikonazol

ITR — itrakonazol

VOR - vorikonazol

FLU — flukonazol

FEN — fentikonazol

EUMO - etarsko ulje biljke Melissa officinalis (Melissa aetheroleum)
MTT — 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolijum bromid test
GC/FID - eng. Gas Chromatography-Flame ionization detection
GC/MS — eng. Gas Chromatography-Mass spectrometry

DMSO - dimetil sulfoksid

PBS — eng. Phosphate-buffered saline

CDR - eng. Candida Drug Resistance
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1 UVOD

Vulvovaginalna kandidoza (VVK), ili po novom razmatranju vulvovaginalna gljivi¢na
infekcija, predstavlja jedno od najceséih oboljenja Zena. Ova infekcija se uglavnom javlja u
reproduktivnom dobu 1, iako niZeg morbiditeta, znacajno narusava kvalitet Zivota pacijentkinja,
prvenstveno njena hroni¢na/rekurentna forma [1]. Tri etvrtine Zenske populacije u svetu bar
jednom u Zivotu ima VVK, dok se kod 55% do njihovih dvadesetih godina ova infekcija razvije
vise puta [2]. Pored navedenog, 8-10% zena boluje od hroni¢ne, odnosno rekurentne VVK
(RVVK) koja podrazumeva minimalno 3-4 manifestne infekcije u toku jedne godine. Ova
infekcija se javlja kod Zena svih slojeva drustva, a usled izuzetno visoke incidencije i
prevalencije, kao i postojanja rekurentne forme, predstavlja veliki zdravstveni problem [3].

Pokusaji utvrdivanja predisponirajuc¢ih faktora i uzroka VVK, a prvenstveno njene
rekurentnosti, datiraju jos od sedamdesetih godina proslog veka. Naime, postoje dve teorije o
moguéem uzroku hroniciteta, pri ¢emu jedna predstavlja, po misljenju nekih autora, veé
prevazidenu tezu 0 endogenoj ili egzogenoj reinfekciji kao uzroku njenog stalnog obnavljanja.
Prema drugoj teoriji, uzrok rekurentnosti je recidiviranje infekcije koje moze biti posledica
osobina gljiva-kvasnica, slabljenja nespecificnih mehanizama zastite, ili ¢ak moguénosti
disregulacije imunskog odgovora domacina na nivou mukoze. Aktuelna istrazivanja
obuhvataju ispitivanje faktora virulencije Candida spp., mehanizama otpornosti ili
imunotolerancije domacina, kao 1 osetljivosti, odnosno rezistencije uzrocnika prema najcesce

koriS¢enim antigljivicnim lekovima.
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1.1. VULVOVAGINALNA KANDIDOZA-VULVOVAGINALNA
GLJIVICNA INFEKCIJA

Klini¢ki simptomi i znaci VVK nisu specifi¢ni i mogu se javiti i kod genitalnih infekcija
druge etiologije, poput bakterijske vaginoze, trihomonijaze ili gonoreje [4]. Najcescée klinicke
manifestacije VVK su svrab i oseaj zarenja koji su praéeni bolom i iritacijom vaginalne
mukoze, $to dovodi do dispareunije 1 dizurije. Svi navedeni simptomi su Cesto udruzeni sa
prisustvom gustog sekreta beli¢aste boje, vulvovaginalnim eritemom, edemom i nastankom
fisura [5].

Jedna od predlozenih klasifikacija VVK obuhvata podelu na:

e Candida kolonizaciju vulvovaginalne mukoze,
e sporadi¢ne Candida infekcije vulvovaginalne mukoze bez komplikacija i

e hroni¢nu Candida infekciju vulvovaginalne mukoze [6].

e Candida kolonizacija vulvovaginalne mukoze

Gljive roda Candida ¢ine zajednicu mikroorganizama, mikrofloru/mikrobiotu prisutnu
na vaginalnoj mukozi kod visokog procenta zena. Genomska konstitucija mikrobiote se naziva
mikrobiom, pri ¢emu se individualni mikrobiom nastao nakon rodenja menja tokom Zivota.
Kooperativni odnos mikroorganizama u mikrobioti vaginalne mukoze pruza prvu liniju
odbrane od infektivnih agenasa, kao i od oportunisti¢kih patogena. Ova "zdrava" ravnoteza se
naziva eubioza [7]. Najzastupljeniji mikroorganizmi vaginalne mikrobiote zdravih Zena su
bakterije roda Lactobacillus. Molekularnim tehnikama je utvrdeno prisustvo i drugih
bakterijskih rodova kao Sto su Anaerococus, Peptoniphilus, Corynebacterium, Prevotella,
Finegoldia, Streptococcus, Gardnerella, Sneathia, Mobiluncus, Megasphera, ali u znatno
nizem procentu. U sklopu vaginalne mikrobiote se mogu naci i gljive, naj¢esée kvasnice rodova
Candida i Saccharomyces [8]. Konvencionalnim metodama, koje podrazumevaju kultivaciju,
utvrdeno je da su ovi mikroorganizmi izolovani iz briseva vagine oko 20% Zena bez simptoma
infekcije. Najcesce izolovana vrsta je Candida (C.) albicans (72-91%), za kojom slede i ne-
albicans Candida vrste (NAC) kao $to su C. glabrata, C. krusei i C. parapsilosis [9]. Ipak,
primenom tehnika molekularnog sekvencioniranja je utvrdeno da su vrste roda Candida

prisutne kod ¢ak 64,5% zena, sa ocekivanom prevalencijom C. albicans od 82% [8].
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e Sporadi¢na Candida infekcija vulvovaginalne mukoze bez komplikacija

Narusavanje ravnoteze u mikrobioti dovodi do disbioze koja neretko moze uzrokovati i
inflamaciju. Izmedu mikrobiote vagine i reproduktivne fiziologije Zena postoji uzajamna
korelacija, a prerastanje gljiva u reproduktivnom dobu vrlo Cesto dovodi do nastanka
vulvovaginalne gljivi¢ne infekcije [10]. Izuzetno visok procenat Zena, odnosno tri Cetvrtine
zenske populacije, bar jednom u zivotu oboli od VVK, ali su te infekcije najées¢e samo

sporadicne, blazeg inteziteta i uspesno se saniraju primenom preporucenih tretmana.
e Hroni¢na Candida infekcija vulvovaginalne mukoze

Hronicna VVK se moZe manifestovati u vidu tezeg, ozbiljnijeg oblika VVK,
perzistentne ne-albicans infekcije 1 rekurentne vulvovaginalne kandidoze (RVVK).
Utvrdivanje uzroka hroni¢nog oblika ove infekcije je predmet brojnih istrazivanja tokom
poslednjih pedesetak godina. lako jo$ uvek nije ustanovljen tacan uzrok perzistiranja VVK,
nakon prvih teorija 0 najverovatnijoj endogenoj i egzogenoj reinfekciji, danas se doslo do
vazec¢ih postulata koji podrazumevaju da osobine gljiva, odnosno virulentnost i slabija
osetljivost ili rezistentnost na najéeS¢e koriS¢ene antigljivicne lekove mogu biti uzrok
neefikasnosti tretmana i recidiviranja infekcije [11]. Ve¢ dve decenije se intenzivno radi na
pronalazenju i uspostavljanju terapijskih opcija koje bi bile uspesne kako kod sporadi¢nih tako
i kod rekurentnih formi bolesti.

Pored navedenog, utvrdeno je da VVK moze uticati i na ishod trudnoce, posebno
ukoliko postoji istorija serklaza grlica materice i moze predstavljati veliki problem u
pokusajima vantelesne oplodnje [12]. Primenom molekularnih metoda dokazana je vertikalna
transmisija ovih kvasnica kod 33% prematurusa sa malformacijama ili malom telesnom
masom. Navedeni podaci o prevalenciji VVK, kao i moguci razvoj hroni¢ne forme ove
infekcije, otezavaju uspostavljanje protokola koji bi imali za cilj sprecavanje infekcije
novorodencadi, prvenstveno prematurusa.

Mada retko, u slu€ajevima neadekvatnog le¢enja VVK, moZe do¢i do razvoja
komplikacija kao Sto su pelvi¢na inflamatorna bolest, ektopicna trudnoca, sterilitet, pelvi¢ni
apscesi, spontani pobacaji i poremecaji menstrualnog ciklusa. Adekvatna mikrobioloska
dijagnostika i primena odgovarajuce terapije mogu znacajno doprineti sprecavanju ovih

komplikacija [13].
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1.2. EPIDEMIOLOSKI ASPEKT VULVOVAGINALNE KANDIDOZE

Kvasnice roda Candida su $iroko rasprostranjene u prirodi i deo su normalne flore ljudi
u vidu kolonizatora sluzokoza genitalnog, urinarnog, respiratornog i gastrointestinalnog trakta,
kao i usne duplje, noktiju i koze [14]. Medutim, u odredenim uslovima, prelazeéi iz komensalne
u virulentnu formu, ove kvasnice mogu biti i uzro¢nici razli¢itih infekcija tako da se smatraju
oportunistickim patogenima. Infekcije izazvane ovim mikroorganizimima su uglavnom
superficijalne ali se, posebno kod imunokompromitovanih pacijenata, mogu razviti i invazivne
forme koje mogu ugroziti i Zivot pacijenta [15].

S obzirom na to da su gljive roda Candida deo normalne flore vagine vecine Zena i da
njihovo prisustvo Cesto nije praceno simtomima infekcije, smatra se da je VVK uglavnom
endogenog porekla [16]. Kvasnice koje naseljavaju vaginalnu mukozu uglavnom su poreklom
iz perianalne regije i nalaze se u ravnotezi sa ostalim predstavnicima mikrobiote, kao i
odbrambenim mehanizmima domacina (uspostavljena imunotolerancija) [17, 18]. Remecenje
ovog balansa mozZe dovesti do razvoja VVK, koja predstavlja drugu najéescu disbiozu nakon
bakterijske vaginoze [7]. Faktori koji bi mogli biti odgovorni za narusavanje ove ravnoteze
mogu poticati od samog domacéina (trudnoca, imunosupresivna stanja, stres, Diabetes mellitus,
primena antibiotika, genetska predispozicija) ili od njegovih zZivotnih navika (bihejvioralni
faktori) kao S$to su primena kontraceptiva sa visokim sadrzajem estrogena, neuravnotezena
ishrana sa povecanim unosom ugljenih hidrata, povecana seksualna aktivnost, noSenje
sinteticke odece [14, 19, 20]. Klasifikacija faktora rizika uz posledice koje oni mogu izazivati

prikazana je naslici 1.
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Slika 1. Faktori rizika za razvoj vulvovaginalne kandidoze i njihovi posledicni efekti
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1.3. GLJIVE RODA CANDIDA

1.3.1. Klasifikacija

Kvasnice roda Candida su poslednjih godina podvrgnute brojnim reklasifikacijama, a
s obzirom na veliki znacaj infekcija izazvanih ovim mikroorganizmima, nova nomenklatura
moze izazvati poteSkoce ne samo mikrobiolozima ve¢ i klinickim lekarima. Prvobitna
klasifikacija kvasnica na osnovu njihovih slicnih morfoloskih osobina vise ne zadovoljava
opsteprihvacene kriterijume roda koji podrazumevaju da sve vrste poticu od zajednickog
pretka, optimalan broj vrsta koji bi jedan rod trebalo da obuhvata, kao i to da bi ¢lanovi jednog
roda trebalo da dele izvesne zajednicke evolutivne karakteristike [21-24]. Ekstenzivno
filogenetsko proucavanje ¢lanova prvobitnog roda Candida rezultiralo je reklasifikacijom pri
¢emu su neke vrste zadrzale svoje mesto u ovom rodu poput C. albicans, C. parapsilosis i C.
tropicalis, a kojima je pridodata i nova vrsta C. auris, potencijalni uzro¢nik veoma ozbiljnih
oboljenja, koji se lako Siri medu pacijentima u bolnickim uslovima i pokazuje visoku stopu
rezistencije prema postoje¢im antigljiviénim lekovima [25].

Sa druge strane, neke vrste su zbog svojih karakteristika izdvojene u druge ili
novoformirane rodove [23]. Na primer, veoma zastupljena vrsta C. glabrata je, zajedno sa
blisko srodnim vrstama C. bracarensis i C. nivariensis, svrstana u novi rod Nakaseomyces
(N.), tako da su njihovi nazivi preinaceni u N. glabrata, N. bracarensis i N. nivariensis [26].
Takode, jedna od prevalentnijih vrsta za humanu patologiju C. krusei je svrstana u rod Pichia
(P.), tako da se sada navodi kao P. kudriavzevii. Jos$ jedna vrsta C. norvegensis je takode
klasifikovana u ovaj rod tako da je njen naziv sada P. norvegensis [27]. Jedna od zajedni¢kih
karakteristika rodova Nakaseomyces i Pichia je ta da ukljucuju vrste koje su slabije osetljive
ili urodeno rezistentne prema antigljiviénim lekovima iz grupe azola [23]. Novoformirani
rodovi koji sadrze vrste koje su pripadale rodu Candida su i Debaryomyces, Kluyveromyces,
Meyerozyma, Wickerhamomyces i Yarrowia [27]. Neke od najznacajnijih vrsta roda Candida
i njihova nova klasifikacija su prikazane na tabeli 1.

Nova Klasifikacija gljiva, prvenstveno kvasnica, predstavlja dodatni problem u
medicinskoj mikologiji jer usvajanje i definisanje izolata po novoj taksonomiji moZze dovesti
do potencijalnih zabuna i konfuzija kod klinickih lekara prilikom interpretacije mikoloskih
analiza. Mnogi istraZivaci su miSljenja da ne treba menjati stare nazive kvasnica koje su sada

svrstane u izdvojene rodove ili da bi trenutno trebalo zadrzati staru nomenklaturu uz pisanje
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novih naziva u zagradi. Pored toga, ve¢ dugi niz godina prepoznatljiv klinicki entitet “VVK?”
bi takode mogao biti promenjen, bilo u “vulvovaginalna gljivi¢na infekcija”, ili preciznije

“vulvovaginalna infekcija izazvana kvasnicama”.

Tabela 1. Nova klasifikacija znacajnih vrsta roda Candida

Candida glabrata Nakaseomyces glabrata
Candida krusei Pichia kudriavzevii
Candida lusitaniae Clavispora lusitaniae
Candida kefyr Kluyveromyces marxianus
Candida norvegensis Pichia norvegensis
Candida guilliermondii Meyerozyma guilliermondii

Kao genetski blizak srodnik vrste C. glabrata, mogu¢i kolonizator vulvovaginalne
sluzokoze je i kvasnica Saccharomyces (S.) cerevisiae. Ovo je ubikvitarna vrsta, Siroko
rasprostranjena u spoljasnjoj sredini, koja moze biti deo normalne flore respiratorne,
gastrointestinalne i urogenitalne sluzokoze [28]. Smatra se da je kolonizacija ovom kvasnicom
Ces¢a kod osoba koje imaju neku osnovnu hroni¢nu bolest, ali jo§ uvek nije utvrdeno da li
predstavlja samo tranzitornu floru ili je kod nekih ljudi sastavni deo normalne flore sluzokoza
[29]. Prisustvo ove kvasnice na vulvovaginalnoj mukozi bi se moglo objasniti ¢injenicom da
je jedna od podvrsta S. cerevisiae, ta¢nije S. boulardii, sastavni deo mnogih probiotika, tako da
iz digestivnog trakta moze dospeti na vaginalnu sluzokozu. lako neki autori veruju da prisustvo
ove kvasnice ne samo da nije $tetno, ve¢ moze doprineti i izleCenju bakterijske vaginoze i VVK
[30], drugi ipak smatraju da ona mozZe biti uzro¢nik vulvovaginalnih gljivi¢nih infekcija [31,
32].

1.3.2. Morfologija gljiva roda Candida

Gljive roda Candida predstavljaju jednocelijske mikroorganizme — kvasnice. Ovi
eukarioti su okruzeni ¢elijskim zidom sastavljenim od polisaharida (hitina, glukana i manana)
kovalentno vezanih za proteine, koji im daje oblik i ¢vrstinu [33, 34]. Ispod Celijskog zida je

smestena dvoslojna fofsolipidna membrana ¢ija je najvaznija komponenta ergosterol, Koji
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predstavlja ciljno mesto delovanja vecine antigljivi¢nih lekova [35]. Pored jednocelijskih formi
kvasnica, odnosno blastokonidija okruglog ili ovalnog oblika, gljive roda Candida se mogu
naéi i u filamentoznim, visecelijskim formama, odnosno u vidu pseudohifa ili hifa (Slika 2).
Pseudohife, kao §to im samo ime kaze, nisu prave hife, elipsoidnog su oblika, sa suzenjima na
spojevima celija i tipi¢no su veoma razgranate. Nasuprot tome, prave hife koje predstavljaju
osnovne strukture tela-micelije visecelijskih gljiva poseduju paralelne celijske zidove, prave
pregrade bez suZenja i generalno su manje razgranate [36]. Vazno je napomenuti da sve vrste
roda Candida nemaju sposobnost rasta u vidu svih navedenih formi, a udeo ¢elija svake od ove
tri morfoloske varijante moze da varira medu razli¢itim vrstama ovog roda. Na primer, C.
albicans se moze naéi u sva tri morfoloska varijeteta, dok C. glabrata formira skoro isklju¢ivo
samo blastokonidije. Druge vrste kao $to su C. parapsilosis i C. guilliermondii (Meyerozyma
guilliermondii) [26] se naj¢eS¢e nalaze u formi blastokonidija, mada mogu obrazovati i
pseudohifalne formacije [37, 38]. Cetvrtu morfolosku formu predstavljaju hlamidokonidije
koje se mogu naci kod nekoliko vrsta Candida, ukljucujuci C. albicans i C. dubliniensis. Ovo
su krupne, okrugle ¢elije debelih zidova koje se tipicno formiraju na krajevima hifalnih ¢elija

kao odgovor na nepovoljne uslove sredine [39, 40].

. / : J - ol
( ,'1.‘ " v

g2 W L= o

Blastokonidije Pseudohife Hife Hiamidokonidije

Slika 2. Morfologija gljiva roda Candida
1.3.3. Patogeneza kandidoze i faktori virulencije gljiva roda Candida

Do pre nekoliko decenija verovalo se da gljive roda Candida samo pasivno uéestvuju u
uspostavljanju oportunisti¢kih gljiviénih infekcija koje su posledica pridruzenih bolesti ili
imunokompromitovanosti domacina. Danas postoji konsenzus da ove kvasnice aktivno

ucestvuju u patogenezi bolesti uz pomo¢ odgovaraju¢ih faktora virulencije koji ukljucuju
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adheziju, formiranje biofilma, dimorfizam, kao i produkciju ekstracelularnih hidrolitickih
enzima [41].

Adhezija kvasnica za povrsine tkiva domaéina je neophodna kako bi doslo do
inicijalne kolonizacije ovih struktura, sto doprinosi perzistentnom prisustvu mikroorganizama
i posledi¢énom nastanku infekcije [42]. Stoga je primarni dogadaj u razvoju VVK upravo
adhezija kvasnica za epitelne ¢elije vagine [43, 44]. Osim za sluzokozu, gljive roda Candida
mogu adherirati i za povrsine nekih vestackih materijala kao §to su intrauterine spirale koje se
koriste za kontracepciju [45]. Inicijalno vezivanje kvasnica za biotske i abiotske povrSine je
posredovano specificnim povrsinskim Celijskim proteinima koji se nazivaju adhezini [46].
Adhezini imaju sposobnost prepoznavanja liganda domacina kao §to su serumski proteini ili
komponente ekstracelularnog matriksa (ECM) tkiva domacina (npr. laminin, fibronektin,
kolagen, vitronektin i entaktin) ili podsti¢u vezivanje za abiotske povrSine putem hidrofobnih
interakcija [47]. Najbolje su prou¢eni adhezini vrste C. albicans (kodirani genima ALS - eng.
agglutinin-like sequence), pri ¢emu je utvrdeno da se glavna grupa ovih molekula sastoji od
osam ¢lanova (ALS1-7, 9) [48]. Takode je dokazano da ekspresija svakog od gena koji kodiraju
ove adhezine zavisi od lokacije kvasnica u organizmu odmacina, tako da su kod vaginalnih
izolata zabelezene najizrazenije ekspresije gena ALS1, ALS2, ALS3 i ALS9 [49]. Kod vrste
C. glabrata identifikovana su 23 razli¢ita gena koji kodiraju epitelne adhezine (porodica EPA
gena — eng. epithelial adhesin family of adhesins) medu kojima je utvrdeno da najizrazeniju
ekspresiju u rekonstituisanom humanom vaginalnom epitelu inficiranom vrstom C. glabrata
imaju geni EPAL, EPAG6 i EPATY [50]. Kod vrste C. parapsilosis je identifikovano 11 gena koji
kodiraju adhezinima sli¢ne proteine [51], dok je za najmanje tri ALS proteina ustanovljeno da
imaju ulogu u adheziji kod vrsta C. tropicalis i C. dubliniensis [52]. Ipak, za razliku od C.
albicans, kod mnogih NAC vrsta funkcija ovih molekula i dalje nije dovoljno proucena i
zahteva dodatna istraZivanja.

Adhezija kvasnica za epitelne ¢elije domacina je prvi korak u formiranju biofilma koji
predstavlja strukturnu zajednicu mikroorganizama adheriranih za abiotsku ili biotsku povr$inu,
ukalupljenih u ECM koji sami produkuju. Mikroorganizmi u biofilmu su zasticeni od
nepovoljnih uticaja iz spoljasnje sredine, prvenstveno od dejstva antigljivi¢nih lekova, koji i
ne dostizu efikasnu koncentraciju u bifilmu, bilo da se lek aplikuje lokalno ili primenjuje
sistemski [53]. Zbog svega navedenog ova celijska zajednica predstavlja vazan faktor
virulencije gljiva roda Candida.

Pored adhezije i sposobnosti formiranja biofilma, gljive roda Candida mogu

produkovati i vise hidroliti¢kih enzima koji imaju vaznu ulogu u adheziji, penetraciji, invaziji
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i destrukciji tkiva domacina [54]. Najvazniji medu njima su sekretorne aspartil proteaze (Sap),
kao i1 fosfolipaze (eng. phospholipases — PL), lipase (eng. lipases — LP) i hemolizini [42].
Sekretorne aspartil proteaze olakSavaju adheziju na tkivima sto posledi¢no dovodi do njihovog
oStecenja i povezane su sa promenama u imunskom odgovoru domacina [55]. Do danas je
identifikovano 10 SAP gena (SAP1-10) kod C. albicans [56], tri (SAPP1-3) kod C.
parapsilosis [57] i najmanje Cetiri (SAPT1-4) kod C. tropicalis [58, 59], ali je i u ovom slucaju
veéina gena NAC vrsta ostala nedovoljno okarakterisana. Takode, samo jedna studija je
pokazala sposobnost vrste C. glabrata da produkuje proteaze, ali njihov tip je i dalje nepoznat
[60]. Vazno je istaci da, za razliku od drugih vrsta proteaza, Sap proteaze ispoljavaju svoju
aktivnost samo pri pH 4, a s obzirom na to da ovi uslovi odgovaraju vaginalnoj sredini, moze
se zakljuéiti da je uloga ovih enzima veoma vazna za patogenezu VVK [5, 61]. Sto se tice
fosfolipaza, to su enzimi koji hidrolizuju jednu ili vise estarskih veza u glicerofosfolipidima
doprinoseci oste¢enju membrane celije domacina i adheziji kvasnica za tkiva. Nekoliko vrsta
roda Candida ima sposobnost produkcije ekstracelularnih fosfolipaza, s tim §to NAC vrste
produkuju znacajno nize nivoe u poredenju sa C. albicans kod koje je identifikovano sedam
gena koji kodiraju ove enzime (PLA, PLB1-2, PLC1-3 i PLD1) [62]. Takode, utvrdeno je da
je produkcija fosfolipaza individualna karakteristika svakog soja [63]. Enzimi lipaze su
ukljuceni u hidrolizu triacilglicerola i njihova aktivnost je povezana sa adhezijom kvasnica 1
posledi¢nim oste¢enjem tkiva domacina, a uocen je i njihov uticaj na imunske c¢elije [64]. Kod
C. albicans lipaze kodira 10 gena (LIP1-10), sliéne sekvence su identifikovane i kod C.
tropicalis, dva gena kod C. parapsilosis (CpLIP1-2), dok kod vrste C. glabrata nije utvrden
nijedan gen koji kodira ove enzime [42]. Lipaze su manje proucavane od Sap proteaza i
fosfolipaza, posebno u pogledu njihove specifitne povezanosti sa anatomskim mestom
infekcije. Kvasnice roda Candida produkuju i hemolizine koji razgraduju hemoglobin,
olakSavaju¢i oslobadanje gvozda koje je neophodno za prezivljavanje 1 perzistiranje ovih
mikroorganizama. lako je sinteza ovih proteina ve¢ opisana kod vrsta C. albicans, C. glabrata,
C. krusei, C. parapsilosis i C. tropicalis, genetska ekspresija hemoliti¢ke aktivnosti je i dalje
nedovoljno proucena [65, 66].

Jo$ jedan vazan faktor virulencije gljiva roda Candida je reverzibilna morfoloska
alteracija izmedu jednocelijske forme kvasnica, odnosno blastokonidija, i filamentoznih
pseudohifa i visecelijske forme, odnosno hifa [42]. Sposobnost formiranja pseudohifa i pravih
hifa je karakteristika najznacajnije vrste ovog roda, C. albicans, a uocena je i kod vrste C.
dubliniensis, dok se za C. tropicalis smatra da moze formirati pseudohife, a po nekim navodima

u literaturi poseduje i moguc¢nost formiranja hifalnih formacija. Pseudohife mogu formirati i
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vrste C. krusei i C. parapsilosis, dok se C. glabrata moze na¢i samo u formi blastokonidija
[42]. Utvrdeno je da je jednocelijska forma obi¢no prisutna kod zdravih asimptomatskih Zena,
za razliku od viSecelijske za koju se smatra da predstavlja prvu kariku u patogenetskom lancu
VVK [67]. Naime, filamentozni oblici poboljsavaju kolonizaciju i invaziju tkiva domacina i
pokazuju povecanu otpornost na fagocitozu [42, 68]. Veruje se da hife igraju vaznu ulogu u
tkivnoj invaziji jer su istrazivanja u uslovima in vitro pokazala da su eksperimentalni sojevi C.
albicans, koji su prethodno onemoguéeni da obrazuju filamentozne forme, pokazali nizu
sposobnost invazije tkiva u poredenju sa sojevima sa pomenutom sposobnoséu [69]. Na
konverziju jednocelijske u visecelijsku formu uti¢u kako faktori sredine, tako i drugi faktori
virulencije samih kvasnica. Na primer, prisustvo fosfolipaze D (PLD1) C. albicans je
neophodno za tranziciju blastokonidija u hife [70], a tokom razvoja hifa dolazi i do ekspresije
nekih SAP gena (SAP4-6) [71], kao i gena za hifalni zidni protein (HWP1 — engl. hyphal wall
protein 1) koji predstavlja specifi¢ni adhezin odgovoran za kovalentno vezivanje kvasnica za
epitelne ¢elije domacina [50]. Dokazano je i da smanjeno prisustvo hranljivih materija, alkalna
sredina, temperatura od 37 °C i niska koncentracija éelija Candida (<107 ¢elija/mL) simultano
uti¢u na modulaciju profila ekspresije gena odgovornih za formiranje hifa, Sto je praceno
sintezom specifi¢nih adhezina koji omogucavaju vezivanje za vaginalne epitelne celije [72,
73].

Pored faktora virulencije samih kvasnica, za patogenost Candida spp. odgovorni su i
neki spoljasnji uticaji, a jedan od najvaznijih su hranljive materije iz kojih kvasnice koriste
ugljenik. Mnoge studije su pokazale da razli¢iti izvori ugljenika imaju uticaj na strukturu
¢elijskog zida ovih gljiva, $to dalje moZe uticati na njihovu virulenciju i interakcije sa
imunskim ¢elijama domacina [74, 75]. Kori$¢enje ugljenika iz glikogena, njegovih proizvoda
razgradnje, pa ¢ak i1 iz mlecne kiseline kao alternativnog izvora ovog elementa, znacajno utice
na to koja ¢e od navedenih formi ovih kvasnica biti prisutna u vagini [76]. Interakcije izmedu
gljiva 1 bakterija takode igraju vaznu ulogu u odrZzavanju homeostaze vaginalne mikrobiote.
Pored fizic¢kih interakcija, razmene hemijskih supstanci, koriS¢enja metabolickih produkata i
uticaja na imunski sistem, bakterijske celije se nadmecu sa ¢elijama kvasnica za adherentno
mesto na vaginalnoj mukozi jer imaju veci afinitet za receptore epitelnih ¢elija [77-79]. Takode,
nizak pH i baktericidna jedinjenja koja luce laktobacili imaju tendenciju da suzbiju prekomerni
rast Candida kvasnica i njihov prelazak iz avirulentne jednocelijske forme u virulentni hifalni
oblik [72, 77], kao i formiranje biofilma [80]. Sema patogeneze infekcija gljiva roda Candida

sa najvaznijim faktorima virulencije prikazana je na slici 3.
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Slika 3. Sematski prikaz patogeneze infekcija izazvanih gljivama roda Candida

Ipak, patogenetski mehanizmi koji dovode do razvoja VVK jo$ uvek nisu u potpunosti
razjasnjeni. Faktore odgovorne za promenu morfoloskih oblika kvasnica i dalje je tesko
razumeti, a imunski mehanizmi zaStite se joS uvek razmatraju. S obzirom na to da je
ustanovljeno da su neki sojevi Candida spp. virulentni, dok sa druge strane postoje i avirulentni
sojevi koji nemaju sposobnost dimorfne tranzicije [81], u cilju boljeg razumevanja ovih razlika
primenjena je komparativna genomika. Ranije studije su pokazale da perzistentno prisustvo
istog soja Candida spp. dovodi do genetske mikroevolucije, $to se smatra odgovornim za
nastanak VVK [82]. Skorasnja istrazivanja bazirana na sekvencioniranju kompletnog genoma
vrsta roda Candida izolovanih kod VVK sugerisu da vremenom dolazi do modulacije gena pod
uticajem mikrosredine vulvovaginalne mukoze koja utiCe na rast i razmnozavanje celija
Candida spp. [83, 84]. Oc¢ekuje se da buduca genetska istrazivanja reSe enigmu prelaska celija
Candida spp. iz jedne forme u drugu koji se deSava kao odgovor na prisutne predisponirajuce
faktore rizika.

Kao $to je ve¢ navedeno, uzro¢nici VVK su kvasnice roda Candida, a najdominantnija

medu njima je vrsta C. albicans. Visoka prevalencija ove vrste kao uzro¢nika infekcija
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objasnjava se njenom znacajnom sposobnos$¢u adherencije, konverzije iz jednocelijske u
viSecelijsku formu sa posledi¢no izrazenom sposobnos¢u produkcije biofilma, kao i lu¢enjem
razli¢itih enzima koji doprinose destrukciji tkiva, $to su jedne od njenih najvaznijih
karakteristika [85, 86]. Medutim, poslednjih godina su kao uzroc¢nici sporadi¢nih i rekurentnih
VVK sve vise prepoznate i NAC vrste, kao §to su C. glabrata, C. krusei, C. tropicalis i C.
parapsilosis. Prema nedavno objavljenim istrazivanjima, NAC vrste mogu biti deo vaginalne
mikrobiote kod Zena u reproduktivnom dobu u znacajnom broju slucajeva [87]. Analizom
distribucije vrsta medu razli¢itim starosnim grupama dolazi se do podatka da je povecéanje
procenta NAC vrsta u korelaciji sa staro$¢u pacijentkinja [88]. Utvrdeno je da se prevalencija
gljiviénih infekcija genitalnog trakta znacajno smanjuje tokom menopauze, osim u slu¢ajevima
kada zene koriste hormonsku supstitucionu terapiju i kod onih u postmenopauzi sa loSe
kontrolisanim dijabetesom, bez obzira na njihov hormonski status [89]. Kod ovih Zena se
obi¢no beleze vece stope kolonizacije NAC vrstama [90, 91].

Ipak, iako se smatra da su NAC vrste manje virulente od C. albicans, u nekim
skorasnjim istrazivanjima je utvrdeno da ove kvasnice svoju virulentnost ispoljavaju na sasvim
drugi nacin. Tako su, na primer, neke studije pokazale da u tkivima domacina dolazi do
opadanja ekspresije gena NAC vrsta koji stimuliSu prelazak u visecelijsku formu koja je jedna
od osnovnih karakteristika C. albicans [92]. Takode je pokazano da sposobnost formiranja
filamentoznih struktura C. prapsilosis ne korelira sa virulentno$¢u ove vrste [93]. Zbog toga se
smatra da bi faktore virulencije ove velike grupe kvasnica trebalo izucavati posebno u odnosu
na C. albicans.

Pored navedenih vrsta roda Candida, u literaturi postoje dokazi da bi i neke ne-Candida
vrste kao Sto je kvasnica S. cerevisiae takode mogle biti uzrocnici genitalnih gljivi¢nih
infekcija. U prilog tome idu i rezultati skorasnjih istrazivanja mikrobioma vaginalne mukoze
koji pokazuju da je i ova kvasnica predstavnik mikrozajednice [94]. Objasnjenje moguénosti
razvoja vulvovaginalne gljivi¢ne infekcije izazvane sojevima Saccharomyces kvasnica moglo
bi biti sliéno objasnjenju nastanka kandidoze. Naime, uz prisutne faktore rizika, prerastanje
gljiva ovog roda bi moglo posledi¢no dovesti do disbioze, a nakon toga i do infekcije.
Konvencionalna mikoloska dijagnostika ne omogucava diferenciranje Candida od
Saccharomyces infekcije, a determinisanje vrsta unutar samog roda Saccharomyces bi dodatno
zahtevalo primenu najsavremenihjih dijagnosti¢kih procedura. Ovo je vazno jer se trenutno u
lecenju infekcija digestivnog trakta, kao i drugih hroni¢nih gastrointestinalnih oboljenja, tokom
duzeg vremenskog perioda propisuju probiotici koji sadrze soj S. cerevisiae-bulardi.

Razlikovanje sojeva Saccharomyces spp. koji mogu biti potencijalni uzrocnici infekcije od
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moguce kolonizacije sojem prisutnim u probiotiku nije izvodljivo ¢ak ni u laboratorijama u
kojima je determinacija kvasnica uvedena u rutinski rad jer samo primena molekularnih tehnika
omogucava diferenciranje sojeva S. bulardi. Sve navedeno uslovljava da jo§ uvek nema
zvani¢nog stava po pitanju virulentnosti ove kvasnice, a s obzirom na to da je molekularnim
tehnikama prisustvo sojeva S. bulardi poreklom iz probiotika utvrdeno i u vaginalnim uzorcima
odredenog broja pacijentkinja, definisanje uloge ove vrste u nastanku genitalne infekcije bice

moguce tek nakon buducih istrazivanja [30].

1.4. BIOFILM

Prva zapazanja koja se odnose na postojanje biofilma poticu jos iz sedamnaestog veka,
dok je u prvoj polovini dvadesetog veka biofilm definisan kao zajednica mikroorganizama koji
imaju sposobnost da se vezu, pri¢vrste i razmnozavaju na nekim ¢vrstim povr§inama [95].
Danas je poznato da je ova Celijska zajednica okruzena ECM 1 da se moze formirati kako na
vestackim materijalima kao Sto su razli¢iti implanti, veStaCke valvule, proteze ili kateteri, tako
i na sluzokoZama, pre svega oralnoj i vaginalnoj mukozi [96, 97]. Takode je poznata Cinjenica
da je biofilm jedan od vaznih faktora virulencije gljiva roda Candida jer su ¢elije u ovoj
zajednici zaStiCene od razli¢itih nepovoljnih uticaja. Do sada je najbolje izucen proces

formiranja biofilma vrste C. albicans koji se odvija u ¢etiri faze (Slika 4).

e Prva faza podrazumeva adherenciju blastokonidija za odgovaraju¢u povrsinu Zivog ili
nezivog materijala. Ova faza u uslovima in vitro traje oko 60-90 minuta, pri ¢emu se
jedan deo ¢elija vezuje za povrSinu dok se preostale slobodne ¢elije mogu lako ukloniti
nakon Cega ostaje formiran bazalni sloj adheriranih blastokonidija. Za ovu fazu su od
sustinskog znacaja hidrofobne reakcije izmedu ¢elija kvasnica i materijala za koji one
adheriraju jer doprinose savladavanju sila odbijanja i ireverzibilnom vezivanju ¢elija za

odgovarajucu povrsinu.

e Druga faza formiranja biofilma se odnosi na pocetak proliferacije ireverzibilno vezanih
¢elija, kao 1 na pocetak filamentacije i odvija se izmedu 11-20h od pocetka adherencije.
Biofilm u ovoj fazi predstavlja dvoslojnu strukturu koja se sastoji od blastokonidija sa
zacecima germinacionih tuba i hifa uronjenih u ECM koji je produkovan od strane

samih celija. Proliferacija celija kao i njihova medusobna komunikacija su pod
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kontrolom signalnih takozvanih “quorum sensing” molekula koji im omogucavaju da

funkcioni$u kao jedna kompaktna celina.
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o Slika 4. Sematski prikaz formiranja biofilma C. albicans

Pseudohife

Treéu fazu, koja se desava izmedu 31-72h, prati sazrevanje biofilma koje podrazumeva
nastanak slozene mreze sastavljene od nekoliko slojeva polimorfnih ¢elija ukljuujudi
hife (lance cilindri¢nih c¢elija), pseudohife (elipsoidne Celije spojenih krajeva) i
blastokonidije koje su u celini okruzene ECM. U ovoj fazi biofilm dobija gust i
strukturisan izgled i zasticen je od dejstva imunskog sistema, kao i od fizickih i
hemijskih agenasa (u koje spadaju i antimikotici) jer mehanicki sprec¢ava njihov prodor
i transport. Sinteza ECM koga ¢ine ugljeni hidrati, proteini, lipidi, nukleinske kiseline,
kao 1 velika koli¢ina vode je najizrazenija u ovoj fazi zbog njegove uloge u odvijanju
komunikacije izmedu ¢elija pomocu signalnih molekula kao i preraspodele vode, hrane

i kiseonika.
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o Cetvrta i poslednja faza formiranja biofilma, koja se jo§ naziva i fazom disperzije,
karakteriSe se odvajanjem pojedinih blastokonidija od samog biofilma pod dejstvom
razli¢itih saharoliti¢nih enzima koji razlazu ECM, pri ¢emu ove rasprsene ¢elije mogu

adherirati na nekim drugim mestima i formirati nove biofilmove [98-107].

Celije kvasnica u biofilmu se mogu na¢i u sesilnoj i u planktonskoj formi. Sesilne ¢elije
su adherirane za povrsinu i okolne ¢elije preko ECM, nalaze se u dubljim slojevima biofilma,
otpornije su na dejstvo spoljasnjih faktora, pokazuju nize stope rasta 1 slabije su metabolicki
aktivne. Najdublje slojeve zauzimaju takozvane ¢elije perzisteri sa maksimalno redukovanom
metabolickom aktivnoS¢u. Sa druge strane, planktonske celije se mogu odvojiti od zrelog
biofilma 1 imaju sposobnost kolonizacije drugih povrSina sa tendencijom formiranja novih
biofilmova. Ove celije su metabolicki aktivnije, virulentnije, ali i osetljivije na dejstvo
antigljiviénih lekova. Naime, koncentracije antigljivicnih lekova koje su delotvorne prema
planktonskim ¢elijama su uglavnom potpuno neefikasne prema sesilnim ¢eijama biofilma. lako
bi znacajno vise koncentracije antimikotika mogle biti efikasne u uslovima in vitro, ovo su
doze koje se ne mogu primeniti u lecenju jer mogu dovesti do nezeljenih efekata na celije
domacina, oste¢ujuci pre svega jetru i bubrege [108].

lako u nekim nedavno sprovedenim studijama na osnovu histopatoloskih nalaza nije
dokazana mogué¢nost formiranja biofilma gljiva roda Candida na vaginalnoj mukozi in vivo
[109], druga istrazivanja su pokazala da ove kvasnice nakon adherencije imaju sposobnost
stvaranja zrelog biofilma na povrSini epitela sluzokoze [101, 110]. Ovaj proces je pod
kontrolom odredenih regulatora transkripcije — Efgl, Tecl, Bcrl, Robl, Ndt80 i Brgl [111,
112], pri ¢emu je utvrdeno da uklanjanje bilo kog od njih moze dovesti do greske u formiranju
bioflma in vivo [113]. Pored toga, ulogu u formiranju biofilma takode imaju i faktori AIS3 i
Hwpl [112]. Kada se umnozi dovoljan broj ¢elija kvasnica dolazi do aktivacije inflamatornih
¢elija, §to posledi¢no dovodi do vaginalnih simptoma ukljuéujudi iritaciju, pruritus, peckanje i
gustu belicastu sekreciju [114]. Ovaj sekret sadrzi hife, inflamatorne ¢elije i lizirane ostatke
epitelnih celija i jedan je od karakteristi¢nih klinickih simptoma VVK. Formiranje Candida
bioflma je veliki problem jer je povezan sa visSom virulencijom ovih kvasnica kao i otpornoscéu
na imunski odgovor domacina i antifungalne agense, $to posledi¢no dovodi do terapijskog
neuspeha i rekurentnih infekcija [115]. Metabolic¢ka fleksibilnost, slozena struktura i povrSinski
sloj bioflma su neki od faktora odgovornih za njegovu otpornost, dok disperzija celija iz

bioflma doprinosi porastu virulencije [116].
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1.5. DIJAGNOSTIKA VULVOVAGINALNE KANDIDOZE

1.5.1. Izolovanje i identifikacija kvasnica

Dijagnoza VVK se najéesée postavlja na osnovu klinickog pregleda ili se klinicki nalaz
potvrduje i mikroskopskim ispitivanjem. Samo manji broj slu¢ajeva VVK se dijagnostikuje
laboratorijskom potvrdom i identifikacijom vrste. Sema dijagnostike procedure VVK

prikazana je na slici 5.

Dijagnoza vulvovaginalne kandidoze

¥

Klinicki pregled

¥

Mikrobioloska dijagnoza: vulvovaginalni bris

¥ ¥ =

b
Mikroskopsko ispitivane: Kulturelno ispitivanje: Nt
' - Dokazivanje prisustva - Saburauddekstrozni agar
. blastokonidija, pseudohifa i hifa - Hromogeni medijum

= /' ud -/,

Identifikacija vrste C. albicans _[

Identifikacija vrsta C. albicans, -

C. tropicalisi C. krusei

&

Identifikacija tri vrste kvasnica:

1. Test germinacije

2. Test produkcije hlamidokomidija
3. Hromogeni medijum

\ 4

Identifikacija ostalih vrsta kvasnica:
1. Biohemijski testovi

2. MALDI TOF MS

3. Molekularne metode

¥

Ispitivanje osetljivosti na antigljivicne
lekove:

1. Difuziona metoda

2. Diluciona metoda

3. Komercijalne metode

Slika 5. Sematski prikaz mikoloske dijagnosticke procedure vulvovaginalne kandidoze
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Nakon uzorkovanja brisa sa vaginalne sluzokoze i adekvatnog transporta u mikolosku
laboratoriju, dijagnosti¢ka procedura u vecini sluc¢ajeva obuhvata konvencionalne metode koje
podrazumevaju mikroskopski pregled i kultivaciju gljiva. Direktna mikroskopija nativnih
preparata napravljenih od briseva pacijentkinja predstavlja jedan od najbrzih nacina za
dokazivanje blastokonidija, kao i pseudohifalnih i hifalnih formacija kvasnica. Ipak, zna¢ajan
nedostatak ove metode je nedovoljna osetljivost (40-70%) ¢ak i kada je sprovedena od strane
eksperata [1]. 1z ovog razloga se kultivacija i dalje smatra zlatnim standardom, uprkos tome
Sto predstavlja skupu i dugotrajnu proceduru. Kultivacija gljiva se vr§i na Saburaud
dekstroznom agaru (SDA) sa visokim sadrzajem Secera (4% ili 2% dekstroza/glukoza ili
maltoza agar) na kome kvasnice, nakon inkubacije od 72h na 37 °C, formiraju krupne okrugle
kolonije belicaste ili krem boje. U laboratorijskoj medicini se danas koriste i hromogeni
medijumi koji pored izolacije gljiva roda Candida omoguc¢avaju i diferencijaciju vrsta C.
albicans, C. tropicalis i C. krusei. Tokom postupka primarne izolacije C. albicans formira
zelene, C. tropicalis plave, a C. krusei kolonije ruzi¢aste boje, hrapave povrsSine i nazubljenih
ivica [117].

Za utvrdivanje fenotipskih karakteristika C. albicans koriste se dva testa kojima se ova
vrsta moze diferencirati od preostalih NAC vrsta. Prvi je test germinacije kojim se utvrduje
sposobnost C. albicans da iz jednocelijske prede u micelijumsku, odnosno visecelijsku formu
rasta. Izvodi se inokulacijom ispitivane kulture u serum ili neki drugi koloidni rastvor, nakon
Cega se vrsi inkubiranje na 37 °C tokom dva do tri sata. Nalaz filamenata, odnosno
germinacionih tuba (koje predstavljaju zacetke hifa) na mikroskopskim preparatima
napravljenim od ovog inokuluma, potvrduje pripadnost vrsti C. albicans jer je ta fenotipska
varijacija zabelezena samo kod ove vrste. Drugi test za diferencijaciju C. albicans
podrazumeva ispitivanje produkcije hlamidokonidija koje ova vrsta formira u nepovoljnim
uslovima. Hlamidokonidije se mogu uociti na preparatima sa kulture nakon odgovarajuce
inkubacije na kukuruznom agaru sa dodatkom Tween 80 ili pirin¢anom agaru (RAT medijumu)
[118].

lako su fenotipski testovi korisni pri diferenciranju C. albicans od NAC vrsta, a
hromogeni medijumi za identifikaciju tri navedene vrste roda Candida, ova testiranja ipak ne
omogucavaju identifikaciju ve¢ine NAC vrsta, kao i ne-Candida vrsta poput S. cerevisiae. Da
bi se sprovela adekvatna dijagnostika koja podrazumeva identifikaciju uzroénika potrebno je

koristiti i dodatne biohemijske testove, masenu spektrometriju ili molekularne metode.
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Biohemijski testovi za identifikaciju kvasnica se zasnivaju na detekciji ugljenih hidrata
iz kojih gljiva moze koristiti ugljenik i azot, a njihovo ocitavanje vrsi mikrobiolog na osnovu
pojave zamucenja ili promene boje indikatora. Primer su komercijalni Fungifast test (ELITech
Microbiology Reagents, Francuska) i Integral system Yeasts plus (ISYP) test (Liofilchem®,
Italija), koji omogucavaju diferenciranje kvasnica rodova Candida, Cryptococcus,
Rhodotorula, Saccharomyces, Geotrichum i Trichosporon. Ovi testovi se smatraju skrining
testovima, a pored identifikacije omoguéavaju i ispitivanje osetljivosti izolata na antigljivi¢ne
lekove, sto je dodatno korisno u rutinskom radu [119, 120].

Pored ovih testova, danas se kao referentni standard za identifikaciju vrsta kvasnica
preporucuje MALDI TOF (eng. Matrix Assisted Laser Desorption and lonisation Time of
Flight) masena spektrometrija kao brza, tana i ekonomi¢na metoda za identifikaciju
infektivnih agenasa. Ova analiticka tehnika za detekciju 1 karakterizaciju smese organskih
molekula je osmisljena 1985. godine. Tada su proizvedeni prvi komercijalni uredaji koji danas
imaju Siroku primenu u identifikaciji struktura i koriste se u nauéne, analiti¢ke i industrijske
svrhe [121]. MALDI TOF masena spektrometrija se koristi za analizu proteina i peptida, pri
¢emu se nepoznati protein prvo fragmentise na peptide ¢ije se apsolutne mase mogu precizno
odrediti, daju¢i njihove masene spektre: ,.fingerprint“ mase peptida (eng. Peptide Mass
Fingerprint — PMF) ili ,,fingerprint* proteina (eng. Protein Fingerprinting).

Ova metoda predstavlja trostepeni proces koji obuhvata:

e MALDI jonizaciju (kada se testirani uzorak sjedinjen sa odgovaraju¢im matriksom
izlaze kratkim impulsima laserskih zraka),

e TOF analizu [pri kojoj pod dejstvom jakog elektri¢nog akceleratorskog polja stvoreni
joni dobijaju istu kineticku energiju, ali se zbog svojih razli¢itih masa krecu razlicitim
brzinama, pri ¢emu TOF analizator utvrduje vreme koje je neophodno da jon prede
odredenu distancu (eng. time of flight - vreme preleta)] i

e detekciju (koja podrazumeva registrovanje grupe jona razdvojenih na osnovu vremena

preleta od strane detektora nakon Cega se generise maseni spektar analiziranog uzorka)
[122].

Princip rada MALDI TOF masenog spektrometra je prikazan na slici 6.
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Slika 6. Princip rada MALDI TOF masenog spektrometra

U mikrobiologiji se ova metoda Kkoristi za identifikaciju izolovanih mikroorganizama
(bakterija, gljiva i virusa), kao i za njihovu detekciju direktno u uzorcima pacijenata, jer
analizira jonizovane bioloske molekule §to omogucava determinaciju njihovih struktura.
Identifikacija infektivnog agensa se vr$i na osnovu poredenja dobijenog masenog spektra
peptida (PMF) ispitivanog uzorka sa bazom podataka koja sadrzi poznate proteinske sekvence.
Ova procedura je vremenski veoma kratka i jako precizna jer za razliku od konvencionalnih
metoda koje traju izmedu 24h do vise dana pa i1 nedelja, MALDI TOF masena spektrometrija
traje oko 1h. Prvi korak ove analize podrazumeva sjedinjavanje uzorka sa matriksom ¢ija se
uloga ogleda u olakSavanju procesa jonizacije uzoraka pod dejstvom laserskog zracenja. U
mikrobiologiji se koriste razliCiti matriksi za razliCite analize, a u sastav ovih Cvrstih,
neisparljivih materijala ulaze npr. a-cijano-4-hidroksicimetna kiselina (CHCA) i 2,5-
dihidroksibenzoeva kiselina. Postoje tri metode za sjedinjavanje uzorka i matriksa kao i za
njihovo nano$enje na metalnu ploc¢icu (Slika 7):

e premiks ili “dried droplet” metoda (zasi¢eni rastvor matriksa i uzorka se prethodno
pomesaju, a zatim se mala zapremina nanese na metalnu plocu),

¢ sendvi¢ metoda (nanoSenje matriksa pre i posle dodavanja uzorka pri ¢emu je izmedu
svakog koraka neophodno susenje) i

e metoda ubrzane kokristalizacije (nanosenje uzorka, a zatim i matriksa, pri ¢emu je

neophodno suSenje svakog od slojeva) [123].

x FPIR SEENESILESSEE 'S PO
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Slika 7. Sematski prikaz pripreme uzorka za MALDI TOF masenu spektrometriju

S obzirom na to da je MALDI TOF masena spektrometrija dizajnirana na nacin koji
omogucava unapredenje novim analizama, najnoviji dizajn ove metode podrazumeva detekciju
i identifikaciju infektivnog agensa direktno u pojedinim bolesni¢kim materijalima (krv, urin i
likvor). Brza i ta¢na identifikacija izolovanog mikroorganizma omogucéava blagovremeno
donosenje odluke o terapiji, Sto je kljuno za pravilan tretman pacijenata i ishod infekcije,
posebno kod imunokompromitovanih i pacijenata sa autoimunskim bolestima. Kada je u
pitanju dijagnostika kvasnica ovom metodom, do danas je utvrdeno i uspostavljeno skoro 800
prilagodenih, spremljenih referentnih spektara za kvasnice roda Candida sa senzitivno$cu
viSom od 90% za identifikaciju do nivoa roda i viSom od 78,5% do nivoa vrste. S obzirom na
sve navedene prednosti i odlicne rezultate dobijene ovom metodom, MALDI TOF masena
spektrometrija se danas koristi u mnogim istrazivanjima, a pored reakcije lancane polimeraze
(eng. Polymer Chain Reaction — PCR) moze se smatrati i referentnim standardom za
identifikaciju kvasnica [124, 125].

U cilju brze dijagnostike VVVK danas se dizajniraju, validiraju i standardizuju jo$ uvek
in house non-culture metode kao $to su imunohromatografski testovi, nazvani i POC (eng.

Point of care) testovi kojima se brzo i jednostavno moze utvrditi prisustvo vrsta roda Candida
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direktno u uzorku iz genitalnog trakta. Primenom anti-Candida manan poliklonskih antitela
potvrduju se kvasnice u vaginalnim brisevima [126], pri ¢emu testovi detektuju prisustvo C.
albicans u koli¢ini od 10* éelija koje formiraju kolonije u jednom mililitru (eng. Colony
Forming Unit/ml — CFU/mI), odnosno vrste C. glabrata u koli¢ini 10° CFU/mI. Medutim, ovi
testovi se joS uvek usavrSavaju u smislu poboljsanja osetljivosti koja trenutno iznosi do 80%.
Njihovom sirom primenom i komercijalizacijom bi se znac¢ajno smanjio broj neta¢nih nalaza i
omogucila brza dijagnostika vaginalne gljivi¢ne infekcije, kao i monitoring od strane samih

pacijentkinja.

1.5.2. Antimikogram test- ispitivanje osetljivosti kvasnica prema

antigljivi¢nim lekovima in vitro

Pored identifikacije vrste kvasnice, kod hroni¢nih ili rekurentnih formi VVK se u cilju
propisivanja adekvatne terapije preporucuje i in vitro testiranje osetljivosti sojeva na
antigljiviéne lekove. Ovo je posebno znacajno za vrste C. glabrata i C. krusei jer je poznato da
su one u visokom procentu rezistentne na triazole, posebno na flukonazol (FLU) i itrakonazol
(ITR) koji predstavljaju sistemske antimikotike najéesc¢e koriséene u terapiji VVK.

Jedina standardizovana metoda antimikograma od strane dva relevantna udruzenja,
Instituta za klinicke i laboratorijske standarde (eng. Clinical and Laboratory Standards
Institute — CLSI) i Evropskog komiteta za ispitivanje antimikrobne osetljivosti (eng. The
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing — EUCAST), je bujon
mikrodiluciona metoda. lako postoje izvesne razlike kada su u pitanju veli¢ina inokuluma i
naéin odredivanja minimalne inhibitorne koncentracije (MIK), preporuke oba udruZenja za
sprovodenje ove metode su usaglasene, tako da postoji visok stepen podudarnosti izmedu
dobijenih rezultata. Princip bujon mikrodilucije je inokulacija ispitivane kulture kvasnica u
RPMI (eng. Roswell Park Memorial Institute) ili SDA medijum, kao i dodavanje dvostruko
razblazenih ispitivanih antimikotika. Nakon odgovarajuce inkubacije, porast se detektuje u
vidu zamucenja (SDA) ili promene boje (RPMI) medijuma, vizuelno (CLSI) ili koriS¢enjem
spektrofotometra (EUCAST). Uzimajuci u obzir distribucije vrednosti MIK, farmakokineti¢ke
i farmakodinamske parametre, mehanizme rezistencije, kao i klini¢ke ishode uglavnom za
izolate Candida spp. koji izazivaju invazivne gljivicne infekcije, CLSI i EUCAST su
uspostavili grani¢ne tacke (eng. breakpoints) za pojedine antimikotike. Medutim, zvani¢ne

smernice 1 preporuke za grani¢ne vrednosti anitmikotika kada su u pitanju uzrocnici
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superficijalnih gljivi¢nih infekcija u koje spada i VVK jos uvek nedostaju jer se ove infekcije
Cesto leCe empirijski, bez laboratorijskog dokaza [127].

Od strane CLSI su za ispitivanja osetljivosti kvasnica, pored mikrodilucione metode,
standardizovani i disk difuziona metoda i E test. Disk difuziona metoda je, za razliku od
mikrodilucionog testa, manje zahtevna, ekonomi¢na i podesna za rutinski rad. Ova metoda se
koristi za ispitivanje antimikotika koji su rastvorljivi u vodi (flucitozin-FCY, FLU i VOR), kao
i za ehinokandine. Korelacija zone inhibicije rasta (izrazene u mm) sa rezultatima MIK (pg/ml)
se moze uociti nakon konstruisanja regresione krive, na osnovu koje se vrSi tumacenje
difuzione metode i rezultati kvalitativno izrazavaju u tri kategorije: S (senzitivno), |
(intermedijarno) i R (rezistentno). Za derivate triazola CLSI koristi kategoriju dozno zavisne
osetljivosti/rezistentnosti (DZO/R) umesto ,,I* jer je u ovom sluaju moguce povecati
terapijsku dozu leka, ukoliko je to neophodno. Za ispitivanje osetljivosti izolata kvasnica
koristi se 1 E test koji podrazumeva primenu strip traka natopljenih antimikoticima opadajuceg
gradijenta koncentracije tako da je ovim testom moguce odredivanje vrednosti MIK. Kod E
testa je, pri ispitivanju izolata C. albicans, opisana pojava razli¢itih vrednosti MIK za triazole
koje u periodu od 24 do 48h mogu porasti ¢ak i do 512 puta [128].

Pored ovih testova danas postoje i druge komercijalne metode za ispitivanje osetljivosti
gljiva na antimikotike koje obuhvataju kolorimetrijske testove ili automatizovane sisteme. U
kolorimetrijske testove spadaju Fungifast, ISYP test, Fungitest (Bio-Rad, SAD), koji se osim
za identifikaciju mogu Koristiti i za ispitivanje osetljivosti kvasnica. Za ovo testiranje se u
uslovima in vitro mogu Koristiti i automatizovani sistemi poput Vitek2 sistema (BioMérieux,
Francuska) [129].

1.6. TRETMAN

S obzirom na ¢injenicu da kvasnice, ukoliko su prisutne u manjem procentu, mogu biti
deo normalne flore vaginalne sluzokoze, stavovi koji se odnose na lecenje asimptomatskih
nosilaca ovih mikroorganizama su jo§ uvek kontroverzni. Sa druge strane, kada je u pitanju
simptomatska infekcija, odnosno VVK, preporucuje se personalizovano lecenje, odnosno
individualni pristup svakoj pacijentkinji u skladu sa tezinom infekcije, $to odreduje izbor i
trajanje terapije [1]. Ukoliko gljive roda Candida tokom infekcije genitalne mukoze formiraju
i biofilm onda je tretman ovih infekcija veliki izazov, s obzirom na ¢injenicu da su ¢elije gljiva

zaSticene u biofilmu, a ujedno mogu biti slabije osetljive ili rezistentne na antimikotike. Pored
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navedenog, znacajna je i Cinjenica da biofilm moze biti rezervoar i izvor infekcije [101].
Ginekolozi bi mogli doprineti reSavanju ovog problema time §to, pre sprovodenja terapije
antimikoticima, mogu mehanicki ukloniti gljivi¢ne naslage.

Jedni od najvaznijih antigljiviénih agenasa koji se i najduze koriste u terapiji VVK su
polieni koji interaguju sa ergosterolom celijske membrane gljiva formirajuéi pore, ¢ime je
destabilisu i posledi¢no dovode do smrti ¢elija. Polienski antimikotik za lokalnu primenu koji
se najcesce koristi u ove svrhe je nistatin (NY). Jo$ jednu veliku grupu antimikotika koji se
primenjuju u lecenju ove infekcije ¢ine derivati azola u koje spadaju imidazoli i triazoli.
Najve¢u primenu medu imidazolima imaju klotrimazol (CLO), mikonazol (MIC)
fentikonazol (FEN), dok se od derivata triazola koriste ITR i FLU. Ova velika grupa
antimikotika inhibira enzim sterol 14-a-demetilazu ¢ime se sprecava sinteza ergosterola, jedne
od najvaznijih komponenti dvoslojne fosfolipidne membrane gljivi¢nih Celija, i onemoguéava

¢elijska proliferacija [108]. Mehanizmi dejstva antigljivi¢nih lekova prikazani su na slici 8.
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Slika 8. Mehanizmi dejstva antimikotika

Najcéesca podela VVK na osnovu koje se propisuje terapija podrazumeva klasifikaciju
na nekomplikovanu i komplikovanu formu ove infekcije. Nekomplikovana forma se odnosi na
sporadi¢ne epizode uzrokovane vrstom C. albicans, dok se komplikovanim infekcijama
smatraju one koje su izazvane NAC vrstama, RVVK, VVK tokom trudnoée, kao i infekcije

udruzene sa drugim stanjima poput dijabetesa ili razli¢itih imunodeficijencija [130].
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Smatra se da nekomplikovanu formu ¢ini do 90% svih sluc¢ajeva VVK [131], a terapija
ovog oblika infekcije je bazirana na lokalnoj ili sistemskoj primeni antimikotika iz grupe
derivata azola. Iako nije utvrdena razlika u terapijskom efektu izmedu ova dva nacina primene,
treba uzeti u obzir Cinjenicu da je oralna primena lekova obi¢no povezana sa moguéim
ozbiljnijim sistemskim nezeljenim efektima [132]. Oralni tretman FLU se sastoji u primeni
jedne doze od 150 mg leka, medutim, treba imati u vidu to da ovaj lek mozZe izazvati
abdominalni bol, glavobolju, mué¢ninu, a mogu¢ je i hepatotoksicni efekat, kao i ostecenje
fetusa kod trudnica. Takode je utvrdeno da se kod priblizno 50% pacijentkinja le¢enih FLU
nakon 6 meseci moze javiti recidiv VVK [133]. Zbog toga se, prema smernicama Centra za
kontrolu i prevenciju bolesti iz 2021. godine, za lecenje nekomplikovane VVK preporucuju
preparati za lokalnu primenu u kratkom vremenskom periodu. Terapija lokalnim azolima
(CLO, MIC i butokonazol) obi¢no traje 3 dana, a povlacenje simptoma se ocekuje U roku od
2-3 dana nakon zavrSetka terapije. Ipak, treba imati u vidu da primena ovih lekova moze biti
pracena nezeljenim efektima poput svraba i peckanja [130, 134]. Americko drustvo za
infektivne bolesti preporucuje istovremenu i lokalnu i oralnu primenu derivata azola [135].
Terapija jednom dozom primenjenom na bilo koji od ovih nacina bi trebalo da bude efikasna
kod blage do umerene forme bolesti. Vaginalno aplikovan CLO u vidu supozitorije od 500 mg,
butokonazol kao bioadheziv i oralno primenjen FLU (150 mg) poseduju farmakokinetska
svojstva kojima se postize terapijska koncentracija u vagini do 5 dana nakon primene jedne
doze [136]. Tokom trudnoce, lokalni azoli su delotvorniji od NY i njima se postizu prihvatljive
stope izle¢enja, mada uz mogucu prolongiranu primenu u trajanju od 7 dana [137].

U sklopu terapije VVK se mogu primeniti i neki alternativni tretmani koji mogu
podrazumevati upotrebu probiotika. Medutim, iako su neke studije pokazale da egzogeni
laktobacili koji se nalaze u sastavu ovih preparata mogu inhibirati formiranje biofilma C.
albicans, kao i da su odredeni probiotici u poredenju sa terapijom CLO dali bolje rezultate u
le¢enju VVK, uz odsustvo nezeljenih efekata i ¢ak dvostruko manji procenat relapsa [138,
139], smernice Centra za kontrolu i prevenciju bolesti ipak ukazuju na nedostatak dokaza za
upotrebu probiotika u leCenju ovih infekcija [140]. Jos jedan preparat koji se pokazao kao dobra
alternativa antimikoticima je hlorheksidin, mada je utvrdeno da i on moze izazvati slicne
nezeljene efekte kao i primena antigljivi¢nh lekova [141].

Kod pacijentkinja sa komplikovanim formama VVK, pojedina¢ne doze antimikotika i
kratkotrajni tretman cesto ne daju Zeljene rezultate zbog Cega je u ovim sluc¢ajevima potrebno
znacajno duze sprovodenje terapije. Sve prevalentniji NAC izolati koji uzrokuju VVK,

pokazuju rezistenciju prema antimikoticima preporucenim protokolima, §to usloznjava
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problem, odnosno izbor dovoljno efikasnog leka [91, 142]. Tretman infekcija izazvanih ovim
vrstama predstavlja veliki izazov zbog njihove veoma Ceste rezistencije prema derivatima azola
i ¢injenice da je kod skoro 50% inficiranih Zena prisutna oskudna simptomatologija [140].

S obzirom na to da je priblizno dvostruko vise sojeva vrste C. glabrata rezistentno na
FLU u odnosu na vaginalne izolate C. albicans [143, 144], prema nemackim smernicama iz
2021. godine se, u slucaju infekcije ovom vrstom, moze razmotriti lokalna primena NY ili
ciklopiroksolamina [145]. U slucaju recidiva, prema smernicama Americkog centra za kontrolu
1 prevenciju bolesti, moze Sse sprovesti terapija koja ukljucuje 600 mg borne kiseline u
zelatinskoj kapsuli koja se aplikuje vaginalno, jednom dnevno tokom 2 nedelje [134]. Ipak,
treba imati u vidu da primena borne kiseline moze negativno uticati na plodnost i da moze biti
embriotoksi¢na, zbog Cega se ne preporucuje Zenama u reproduktivnom dobu [145]. Kod
pacijentkinja gde nije moguce primeniti bornu Kiselinu ili se ona nije pokazala kao efikasno
reSenje, u preko 90% slucajeva zadovoljavajuce rezultate dala je dvonedeljna lokalna primena
FCY [146]. Ipak, zbog potencijalnog razvoja rezistencije vaginalnu primenu ovog
antimetabolita bi trebalo svesti na minimum. Takode je utvrdeno i da se FCY moze
kombinovati sa polienskim antimikotikom, amfotericinom B (AMB) [147]. Sto se tice
osetljivosti ostalih NAC vrsta, C. dubliniensis se pokazala kao osetljiva na imidazole, C.
tropicalis i C. guilliermondii se mogu uspesno leciti kao infekcije izazvane C. albicans, dok
neki istrazivaci vrstu C. kefyr svrstavaju u retke izazivace vaginitisa [148]. Za sojeve vrste C.
krusei se smatra da su otporni na FLU i FCY, ali i da se vaginalne infekcije izazvane sojevima
ove vrste mogu leciti bornom kiselinom i drugim azolima [149].

Kod pacijentkinja sa RVVK se preporucuje indukciona terapija koja podrazumeva
lokalnu aplikaciju antimikotika ili oralnu primenu FLU u dozi od 150 mg tokom 10-14 dana,
nakon ¢ega se terapija FLU u istoj dozi u vidu rezima odrzavanja moZe nastaviti i u trajanju od
Sest meseci. Rezistencija na ovaj antimikotik je veoma Cesta kod Zena sa RVVK, s tim $to bi
trebalo iskljuciti moguénost njegove nepravilne upotrebe [150, 151]. Rezimi odrzavanja, pored
navedene primene FLU, mogu podrazumevati i primenu ketokonazola (KCA) u dozi od 100
mg dnevno ili aplikaciju supozitorija CLO od 500 mg [1]. Dugotrajno le¢enje FLU povezano
je sa visokim tro§kovima i nezeljenim efektima, a ustanovljeno je da oko 50% zena dozivljava
recidiv simptoma nekoliko meseci nakon zavrSetka lecenja primenom bilo kog od navedenih
rezima odrzavanja [151, 152].

PredloZeni terapijski pristupi takode ukljuCuju i promenu metode kontracepcije sa
hormonske na mehanicku, lecenje seksualnog partnera i lokalno koris¢enje gencijane violet
[153]. Lokalni tretman RVVK moze ukljuéivati CLO, MIC, terkonazol i bornu kiselinu, kao i
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NY, mada je u literaturi sugerisano da su derivati azola efikasniji od NY [154]. Ograni¢ena
efikasnost lecenja ovim preparatima ukazuje na vaznost primene novih, efikasnijih terapija za
RVVK koje se mogu koristiti dugoro¢no, bez znacajnih nezeljenih efekata i sa smanjenim
rizikom za razvoj rezistencije. Jedna od potencijalnih opcija leCenja VVK u buduénosti moze
biti oralna primena otesekonazola. Mehanizam dejstva ovog leka koji podrazumeva selektivnu
inhibiciju lanosterol demetilaze gljivi¢nih ¢elija (CIP51A1), omoguéava minimalne nezeljene
efekte i bolju efikasnost [145]. Otesekonazol je u skorasnjim studijama pokazao snaznu
aktivnost prema vrsti C. albicans kao i prema NAC vrstama otpornim na derivate azola, poput
C. glabrata i C. krusei, i u le¢enju hroni¢ne RVVK, bez utvrdenih recidiva i nakon 48 nedelja
[155]. Ovaj antimikotik za sada ispoljava manji broj nezeljenih efekata u odnosu na prethodnu
generaciju antimikotika iz grupe azola. Podaci o visokoj efikasnosti i bezbednosti
otesekonazola ukazuju na njegovu potencijalnu primenu u lecenju VVK izazvanih svim
vrstama roda Candida, kako osetljivim tako i otpornim na derivate azola, kod Zena koje se ne
mogu le€iti na druge nacine [2, 150]. Jo$ jedan nedavno sintetisan antigljivi¢ni lek je i
ibreksafungerp koji pripada grupi ehinokandina [156]. Mehanizam dejstva ove grupe lekova se
zasniva na inhibiciji p-1,3-D-glukan sintaze, klju¢nog enzima u biosintezi 3-(1,3)-D-glukana,
glavne komponenta ¢elijskog zida gljiva. Pretklini¢ke studije su pokazale da ibreksafungerp
pokazuje istovetnu ili bolju aktivnost in vitro prema rezistentnim sojevima vrste C. glabrata, u
poredenju sa ranije sintetisanim ehinokandinima kao $to su kaspofungin i mikafungin [156].
Ustanovljeno je i da je ovaj lek efikasan prema skoro svim vrstama roda Candida rezistentnim

na derivate azola, sa izuzetkom C. krusei prema kojoj pokazuje slabije dejstvo [157, 158].

1.7. ETARSKO ULJE BILJKE MELISSA OFFICINALIS

Upotreba biljaka u cilju poboljSanja zdravlja zabeleZena je od davnina. Tokom vekova,
razliCite civilizacije su razvijale tradicionalne meleme na biljnoj bazi, a od pocetka 19. veka
pocinje se i sa izolovanjem aktivnih jedinjenja iz biljaka. Bez obzira na ¢injenicu da se usled
napretka u oblasti hemije, od 20. veka povecala i proizvodnja sinteti¢kih jedinjenja [159],
vec¢ina zemalja u razvoju nastavlja da koristi lekove napravljene od prirodnih supstanci [160].

Lekovite biljke imaju raznovrsna bioloSka svojstva, zbog ¢ega mogu imati vaznu ulogu
u prevenciji i leenju razli¢itih bolesti [161]. Ove biljke predstavljaju bogat izvor bioloski
aktivnih agenasa koji se mogu koristiti za razvoj novih, polusintetickih lekova. Aktivne

supstance se mogu naci u razli¢itim delovima biljaka, a mogu se ekstrahovati iz semena,
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korena, listova, plodova, cvetova, pa ¢ak i cele biljke. Aktivna jedinjenja ekstrahovana iz
lekovitog bilja imaju direktne ili indirektne terapijske efekte i ve¢ dugo predstavljaju predmet
mnogih istrazivanja [162, 163]. Ustanovljeno je da su za antioksidativni efekat uglavnom
odgovorne hidroksilne grupe njihovih fenolskih komponenti, dok antimikrobno dejstvo potice
od terpena, terpenoida i drugih molekula koji zbog svojih izrazenih hidrofobnih svojstava
interaguju sa Celijskim membranama mikroorganizama menjajuéi njihovu propustljivost i
inaktiviSu razli¢ite enzimske mehanizme [164].

Melissa officinalis L. je jestiva i lekovita biljka koja se koristi u tradicionalnoj medicini
Sirom sveta. U narodu je najpoznatija kao mati¢njak ili limunova trava (eng. lemon balm) i
pripada porodici nane (Lamiaceae) i podfamiliji Nepetoideae [165]. Ova visegodiSnja zeljasta
biljka raste u vidu zbuna 1 poreklo vodi iz juzne 1 centralne Evrope, regiona Mediterana i
centralne Azije. Ima razgranat korenov sistem, $to biljku ¢ini prilagodljivijom na razlicite
uslove zivotne sredine, pri ¢emu gornji delovi biljke odumiru pocetkom zime i ponovo se
pojavljuju u rano prolece. Najcesce se moze naci blizu tekucih voda ili u listopadnim Sumama
gde cveta od pocetka do sredine jula, dok joj seme sazreva krajem avgusta [166]. List biljke
Melissa officinalis L. sadrzi flavonoide (kvercitrin, ramnocitrin, luteolin), polifenolna
jedinjenja (ruzmarinsku, kafeinsku i protokatehuinsku kiselinu), monoterpenoidni aldehid,
monoterpenske glikozide, triterpene (ursolinsku i oleanolinsku kiselinu), seskviterpene, tanine
i citral [167]. Zbog svog hemijskog sastava i brojnih farmakoloskih efekata ova biljka se
intenzivno proucava, dok visoki sadrzaj bioloski aktivnih agenasa njenim ekstraktima daje
specificna svojstva. Ve¢ su dobro proucena njena sedativna, antipireticna, antihipertenzivna,
spazmoliti¢na i antisepticna dejstva, a ustanovljeno je i da moze biti od velike pomo¢i pri
leCenju astme, bronhitisa, faringitisa, kaslja, amenoreje, sr¢ane insuficijencije, aritmije i bolova
razli¢itog porekla [165, 166]. Takode, ima povoljan uticaj na bolesti gastrointestinalnog i
nervnog sistema kao 1 na saniranje rana, a pozitivni efekti mati¢njaka su opisani i kod ¢ireva,
afti, herpesa, besnila i nekih parazitskih infekcija [165]. Lokalni preparati koji sadrze ekstrakte,
sokove ili homogenate ove biljke imaju Siroku primenu zbog svojih dezinfekcionih i
antiinfektivnih svojstava (Slika 9) [165, 168].
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Slika 9. Antimikrobni efekti ekstrakata i etarskog ulja biljke Melissa officinalis

S obzirom na c¢injenicu da uprkos primeni novosintetisanih antimikotika vecina
gljiviénih infekcija 1 dalje ostaje ozbiljan medicinski problem, smatra se da bi trebalo razmotriti
agense sa novim mehanizmima delovanja koji bi se koristili u ove svrhe. Veoma interesantan
trend svetskih studija je moguce sinergisticko dejstvo izmedu agenasa biljnog porekla i
antibiotika ili drugih hemoterapeutika koje moze rezultirati snaznom inhibicijom rasta cak 1
multirezistentnih sojeva mikroorganizama [169]. Etarska ulja predstavljaju prirodne
komplekse koji nastaju sekundarnim metabolizmom biljaka i mogu se ekstrahovati iz njihovih
razli¢itih delova. To su slozene meSavine isparljivih jedinjenja koja su teCna, bistra i
rastvorljiva u organskim rastvarac¢ima i vodi [164]. Antimikrobna aktvnost etarskog ulja biljke
Melissa officinalis (EUMO — Melissa aetheroleum) je ve¢ dokazana u brojnim in vitro
studijama u kojima je utvrdena njegova antibakterijska [170], antigljivi¢na [171], antivirusna
[172], antibiofilm [173] i “anti-quorum sensing ” aktivnost [174].

Aktuelna istrazivanja koja se bave reSavanjem problema tretmana VVK imaju za cilj
ustanovljavanje i uspostavljanje novih, efikasnih antimikotika za lokalnu ili sistemsku primenu
[115, 175-178], ali i ispitivanje moguceg sinergistickog dejstva antimikotika i prirodnih
supstanci na formirani biofilm Candida sojeva koji predstavlja jedan od najvaznijih faktora
virulencije ovih kvasnica [178-181]. Prethodna istrazivanja na temu antibiofilm aktivnosti
sekundarnih metabolita biljaka sadrzanih u etarskim uljima pokazala su znac¢ajnu aktivnost u
prevenciji stvaranja i inhibiciji rasta ve¢ formiranih biofilmova kako bakterija, tako i gljiva

[171, 182, 183]. Medutim, svega nekoliko studija se bavilo ispitivanjem efekta EUMO na
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formiranje biofilma [171, 184], dok je u samo jednoj dokazano da komponente ovog ulja mogu
uticati na zrele biofilmove kvasnice C. albicans [185]. S obzirom na to da sinergisticko dejstvo
EUMO i antimikotika na zrele biofilmove gljiva roda Candida do sada jo$ uvek nije ispitivano,
utvrdivanje potencijalno efikasnog dejstva kombinacije ovih agenasa na gljive u biofilmu

moglo bi da doprinese poboljsanju i uspesnijem tretmanu ove infekcije.
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7. CILJEVI I HIPOTEZE
STUDIJE

2.1. CILJEVI

. Kori$¢enjem konvencionalne mikoloSke analize (metodama za utvrdivanje morfoloskih i
biohemijskih karakteristika) selektovati 150 sojeva C. albicans i 150 sojeva NAC vrsta i

ne-Candida kvasnica uzro¢nika vulvovaginalne gljivi¢ne infekcije;

Primenom MALDI TOF masene spektrometrije, kao referentnog standarda u identifikaciji
kvasnica i kori§¢enjem ISYP testa, diferencirati izolate kvasnica iz materijala Zzena sa

genitalnom infekcijom;

Na osnhovu rezultata dobijenih primenom MALDI TOF masene spektrometrije validirati

rezultate dobijene ISYP testom;

Nakon selekcije i identifikacije kvasnica, ispitati sposobnost produkcije biofilma 150
sojeva C. albicans, kao i 150 sojeva NAC vrsta i ne-Candida kvasnica primenom metode

po Stepanovicu,

. KoriS¢enjem komercijalnog ISYP testa ispitati osetljivost sojeva na dejstvo antigljivicnih

lekova u uslovima in vitro;
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6. Primenom antimikogram mikrodilucione metode utvrditi MIK EUMO kao i MIK
antigljiviénih lekova (NY, CLO, FLU i FEN) koji se koriste u terapiji VVK za odabrane
sojeve na osnovu sposobnosti produkcije biofilma koji su u skriningu ispitivanja

osetljivosti ISYP testom pokazali nizu osetljivost;

7. lspitati pojedinacni efekat antimikotika (NY i FLU) i EUMO kao i potencijalni sinergisticki
efekat EUMO u kombinaciji sa navedenim antimikoticima prema zrelim biofilmovima
odabranih sojeva kod kojih je prethodno bujon mikrodilucionom metodom utvrdena niza
osetljivost/rezistetnost na ispitivane antimikotike, kao i sposobnost produkcije biofilma.

2.2. HIPOTEZE

Na osnovu podataka iz referentne literature, kao i na osnovu dosadasnjih rezultata u okviru

naSeg istrazivackog rada, mogu se postaviti sledece radne hipoteze:

1. Visok procenat izolata Candida i ne-Candida kvasnica ima sposobnost produkcije

biofilma;

2. Visok procenat izolata Candida i ne-Candida kvasnica, ispitivanjem osetljivosti gljiva na
dejstvo antimikotika u uslovima in vitro, prvenstveno primenom standardizovane
mikrodilucione antimikogram metode, pokazuje slabiju osetljivost na antigljiviéne lekove

koji se najcescée preporucuju i propisuju u tretmanu VVK;

3. Prirodna supstanca, odnosno EUMO ima zadovoljavaju¢u efikasnost prema izolatima

kvasnica uzro¢nika VVK koji pokazuju slabiju osetljivost prema antimikoticima;

4. Kombinovanjem antimikotika (koji su pokazali nizu efikasnost prema planktonskim
¢elijama) i prirodnih supstanci (EUMO) moze se dokazati njihov sinergisti¢ki efekat prema
ve¢ formiranim-zrelim biofilmovima kvasnica visoke virulentnosti (biofilm produkuju¢im

i rezistentnim na antimikotike);

5. Rezultati ove teze mogu biti dobra osnova za dalja istrazivanja sa ciljem ustanovljavanja

novih principa i strategija u tretmanu VVK.
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? MATERIJALI I METODE

3.1. DIZAJN STUDIJE

Doktorska teza je dizajnirana kao prospektivna studija koja je sprovedena u
laboratorijama: I) Centra za mikrobiologiju Instituta za javno zdravlje Ni§; II) Medicinskog
fakulteta Univerziteta u Nisu; III) Departmana za biologiju Prirodno-matematickog fakulteta
Univerziteta u Nisu; IV) kao i Nacionalne referentne laboratorije za mikologiju Medicinskog
fakulteta Univerziteta u Beogradu.

Studija je odobrena od strane Etickog odbora Instituta za javno zdravlje Nis (br. 02-
679; 24.03.2022. godine) kao 1 Etickog komiteta Medicinskog fakulteta Univerziteta u NiSu
(br.12-11238/2-5; 12.10.2022. godine).

Istrazivanje je sprovedeno u Cetiri faze 1 obavljeno je od novembra 2022. do decembra
2023. godine (Slika 10).

U prvoj fazi je nakon izolovanja kvasnica, uzro¢nika genitalne infekcije Zena, |
njihovog diferenciranja na osnovu morfoloskih i biohemijskih karakteristika, kao i primenom
MALDI TOF masene spektrometrije, izabrano 300 sojeva (150 sojeva vrste C. albicans i 150
NAC izolata kao i ne-Candida izolata) uz kriterijum da su kod pacijentkinja kvasnice utvrdene
kao jedini potencijalni uzro¢nik infekcije. Izabrani izolati su ispitivani sa ciljem utvrdivanja

sposobnosti produkcije biofilma primenom metode po Stepanoviu sa modifikacijama.
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Uporedo, izolati su za naredne faze istazivanja zamrzavani na -80 °C, kako bi se izbegle njihove
promene u toku subkultivisanja.

Mikoloski pregled 4569 vaginalnih 1 cervikalnih
briseva zena

o . "".x,c\

bty 'Afi. | Primena hromogene podloge, testa germinacije i
| ~— ispitivanje morfologije blastokonidija

¥

Diferenciranje i identifikovanje izolata
primenom MALDI TOF masene spektrometrije

1 ISYP testa
;zdvajanje 150 l Izdvajanjel50 izolata
izolata C. albicans L_le.;,_,l Ll gl o - ne-albicans 1
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Ispitivanje produkcije biofilma

Klasifikacija sojeva C. albicans,
ne-albicans i ne-Candida vrsta prema
sposobnosti produkcije biofilma:

- jaki produktori biofilma (%),

- umereni produktori biofilma (%)

- slabi produktori biofilma (%)

- neprodukujuéi sojevi (%)

\ 4

I Ispitivanje osetljivosti sojeva primenom ISYP

testa

Ispitivanje osetljivosti na antigljiviéne lekove (nistatin, klotrimazol,
flukonazol 1 fentikonazol) primenom metode mikrodilucije 60 sojeva
odabranih na osnovu sposobnosti produkcije biofilma i snizene
osetljivosti na antimikotike primenom ISYP testa

\ 4

Ispitivanje efekta antimikotika, etarskog ulja biljke Melissa officinalis
|V | kaoi njiihove kombinacije na formirani-zreo biofilm primenom MTT
testa na 8 odabranih sojeva

Slika 10. Sematski prikaz dizajna studije
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U drugoj fazi istrazivanja svi sojevi su ispitivani antimikogram ISYP testom radi
utvrdivanja njihove osetljivosti na antigljiviéne lekove u uslovima in vitro.

Treéa faza istrazivanja je podrazumevala utvrdivanje osetljivosti na antigljivicne
lekove (NY, CLO, FLU i fentikonazol-FEN), kao i na EUMO primenom metode mikrodilucije
(po preporukama CLSI — cetvrto izdanje M27 suplementa iz 2008.god.). Ovom fazom
istrazivanja obuhvaceno je 60 sojeva odabranih na osnovu sposobnosti produkcije biofilma i
snizene osetljivosti na antimikotike primenom ISYP testa. Identifikovanje i kvantifikovanje
komponenti EUMO je izvrSeno primenom gasne hromatografije sa masenom spektrometrijom
(eng. Gas Chromatography-Mass spectrometry — GC/MS) i gasne hromatografije sa
upotrebom plameno-jonizacionog detektora (eng. Gas Chromatography-Flame ionization
detection — GC/FID).

U cetvrtoj fazi je, nakon prethodnih analiza, odabrano 8 sojeva koji pokazuju
sposobnost produkcije biofilma i kod kojih je ustanovljena viSa vrednost MIK ispitivanih
antimikotika (slabija osetljivost ili rezistentnost na ispitivane antimikotike u dilucionom testu).
Antibofilm dejstvo (delovanje na formirani, zreo biofilm) antimikotika, EUMO, kao i
antimikotika u kombinaciji sa EUMO ispitano je primenom MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-

2,5-difenil tetrazolijum bromid) testa.

3.2. MIKROBIOLOSKA ANALIZA

Mikrobioloski pregled uzoraka iz genitalnog trakta Zena sa simptomima i znacima
infekcije obuhvatio je primenu standardne bakterioloske analize [mikroskopski pregled,
zasejavanje materijala na krvnom i ¢okoladnom agaru (Thermo Fisher Scientific, Nemacka) i
koriS¢enje testova za utvrdivanje infekcija izazvanih vrstama Chlamydia trachomatis,
Mycoplasma hominis i Ureaplasma urealyticum], parazitoloske analize (mikroskopsko
ispitivanje u cilju detekcije protozoe Trichomonas vaginalis), kao i mikoloske analize koja je
obuhvatila zasejavanje materijala na selektivnim podlogama za izolovanje kvasnica, SDA
(Liofilchem Diagnostici, Roseto degli Abruzzi, Italija) i Candida hromogenom agaru
(Liofilchem/Bacteriology products, Italija). Porast kvasnica na ovim hranljivim podlogama
prikazan je na slici 11. Za dalje analize odabrano je po 150 sojeva C. albicans i NAC vrsta.
Nakon prvog skrininga (na osnovu boje kolonija na hromogenoj podlozi i testa germinacije),

svi sojevi su identifikovani i diferencirani primenom MALDI TOF masene spektrometrije.

35



3 | MATERIJALI | METODE

Odabrani su izolati kvasnica koji su bili jedini potencijalni uzro¢nici infekcije, odnosno
kod ovih pacijentkinja bakterioloskom i parazitoloSkom analizom nije utvrdeno prisustvo
patogenih ili uslovno patogenih bakterija, kao ni protozoe Trichomonas vaginalis. Pomenuti
izolati su zatim zamrznuti na -80 °C (po tri ependorfe sa glicerolom) i za dalje eksperimentalne

faze odmrzavani i presejavani na SDA i Candida hromogeni agar.
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Slika 11. a) Kolonije (porast) gljiva roda Candida na Saburaud dekstroznom agaru i b)
Candida hromogenom agaru

3.2.1. Identifikacija kvasnica primenom masene sprektrometrije

Rodovi i vrste kvasnica su u ovom istrazivanju determinisani primenom MALDI TOF
masene spektrometrije (Slika 12). Ova analiticka tehnika kombinuje MALDI jonizator sa TOF
masenim analizatorom 1 tako detektuje 1 karakteriSe smese organskih molekula, najcesce
proteina. Procedura ove metode je podrazumevala najpre pikiranje jedne kolonije ispitivanog
soja sa SDA pomocu tankog drvenog Stapica od koje je pravljen ravnomeran razmaz u tankom
sloju na jednom od 96 polja MALDI metalne plo¢ice. Naneti uzorak se susio na sobnoj
temperaturi, a zatim je prelivan 1 pl 70% mravlje kiseline. Nakon ponovnog susenja, aplikovan
je 1 pl matriksa (CHCA) najkasnije 30 min od nanoSenja uzorka. Kada su svi pripremljeni
uzorci bili suvi, metalna ploc€ica je postavljana u aparat MALDI TOF maseni spektrometar
Biotyper Sirius one VD System (Bruker Daltonics, Bremen, Nemacka). Kao pozitivna
kontrola kori$¢en je standardni bakterijski soj, obezbeden od strane proizvodaca (Bruker
Daltonics, Bremen, Nemacka). Pre pokretanja procesa identifikacije skenirani su barkodovi sa
radnih lista dodeljenih svakom ispitivanom uzorku, kao i barkod MALDI metalne plocice.
Kada su parametri podeSeni 1 provereni aparat je automatski generisao proteinske spektre za
uzorke koji su identifikovani koris¢enjem softvera MBT Compass, ver. 4.1.100 u mehanickim

ciklusima upravljanim programom flexControl, ver. 3.4.207.20 (Bruker Daltonics, Bremen,
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Nemacka). Generisani spektri su automatski uporedivani sa sojevima iz baze podataka (MBT
Compass Library, Revision H sa 3893 vrsta) i vrSena je identifikacija ispitivanih izolata.
Koriste¢i pomenute Biotyper MALDI Automation control softver i Biotyper biblioteku koja
sadrzi referentne spektre, aparat je generisao skor uz koji je prikazivana odredena boja na
slede¢i nacin: skor >2 ozna¢en zelenom bojom je podrazumevao dobru identifikaciju, skor
od 1,7-1,99 oznacen zutom bojom dovoljnu identifikaciju, dok je vrednost skora <1,7
oznacena crvenom bojom ukazivala na to da identifikacija nije bila moguc¢a. Svaki ispitivani
soj je raden u duplikatu, a nemogucnost identifikacije podrazumevala je potrebu za
ponavljanjem postupka i revidiranjem validacije rezultata. Identifikacija je u ovom istrazivanju
prihvatana kada je vrednost skora bila ve¢a od 1,7. Determinacija sojeva primenom MALDI
TOF masene spektrometrije je uradena u Nacionalnoj referentnoj laboratoriji za mikologiju

Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu (Srbija).

1. Pikiranje kolonije

2. Nanosenje tankog razmaza
kulture na metalnu plocicu

3. Nanosenje mravlje
kiseline i matriksa na uzorak

4. Oc¢itavanje i
interpretacija rezultata

Slika 12. Procedura izvodenja MALDI-TOF masene spektrometrije
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3.2.2. Ispitivanje sposobnosti produkcije biofilma

Sposobnost produkcije biofilma ispitivanih sojeva vrseno je metodom po Stepanovicu

sa modifikacijama [186, 187] koja je prikazana na slici 13.

Priprema suspenzije kvasnica u
fizioloskom rastvoru turbiditeta
0.5 Mc Farland jedinica

Inokulacija suspenzije kvasnica
1 RPMI-1640 medijuma u
mikrotitar ploce, ispiranje
fosfatnim puferom nakon
inkubacije i dodavanje rastvora
kristal-violet boje 1 etanola

Ocitavanje rezultata nakon
prebacivanja rastvora u novu
mikrotitar plo¢u primenom
ELISA ¢itaca

Klasifikacija sojeva na osnovu
sposobnosti produkcije
biofilma na jake, umerene,
slabe produktore i
neprodukujuce sojeve

Slika 13. Procedura ispitivanja sposobnosti produkcije biofilma kvasnica metodom po
Stepanovicu
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Procedura ovog testa je podrazumevala pravljenje suspenzija kvasnica u fizioloSkom
rastvoru turbiditeta 0,5 Mc Farland jedinica. Po 2 pL tako pripremljenih suspenzija je
inokulisano u mikrotitar ploc¢e sa 198 uL standardnog RPMI-1640 medijuma suplementiranog
sa 0,8% glukozom (koncentracija od 5x10° ¢elija kvasnica u mililitru). Nakon inkubacije
plejtova na 35 °C u trajanju od 48 h sadrzaj svakog bunarica je pazljivo aspiriran (u cilju
uklanjanja planktonskih ¢elija), a zatim su bunari¢i dva puta isprani fosfatnim puferom (eng.
Phosphate-buffered saline — PBS, pH=7,4), osuseni i obojeni 0,5% rastvorom kristal violet
boje. Posle 20 minuta nevezana boja je uklonjena i u svaki bunari¢ je dodato po 250 ul 96%
etanola. Nakon 45 minuta iz svakog bunariéa je aspirirano po 150 ul sadrzaja koji je prebacen
u novu mikrotitar plo€u, a zatim je merena apsorbanca rastvora na 595 nm pomoc¢u ELISA
¢itaa (Multiskan™ FC Microplate Photometer, Thermo Scientific™, Nemacka). Svaki soj
ispitivan je u triplikatu. Na osnovu sposobnosti produkcije biofilma sojevi su klasifikovani u
Cetiri grupe: jaki produktori biofilma (JPBF), umereni produktori biofilma (UPBF), slabi
produktori biofilma (SPBF) kao i neprodukujuci (NPBF) sojevi [183].

3.2.3. Diferenciranje vrsta i ispitivanje osetljivosti kvasnica prema
antigljivi¢nim lekovima u uslovima in vitro primenom komercijalnog

testa

3.2.3.1. Priprema suspenzije izolata i procedura testa

Komercijalni ISYP test ima 24 bunarica i to 13 za identifikaciju [ 12 koji sadrze ugljene
hidrate (glukozu, maltozu, saharozu, laktozu, galaktozu, melibiozu, celobiozu, inozitol,
ksilozu, rafinozu, trehalozu i dulcitol) i jedan sa hromogenim supstratom], 10 za ispitivanje
osetljivosti na antimikotike i jedan koji odgovara kontroli rasta.

Ovaj test se izvodi po uputstvu proizvodaca tako §to se najpre nekoliko kolonija
izolovane kulture kvasnica suspenduje u fizioloSkom rastvoru do turbiditeta 0,5 Mc Farland
jedinica. Na ovaj nacin se priprema suspenzija A koja se koristi u delu testa za diferenciranje
vrsta. Za ispitivanje osetljivosti gljiva na antimikotike koristi se suspenzija B koja se dobija
dodavanjem 20 pL suspenzije A u bocicu fizioloskog rastvora (dobijenog od strane

proizvodaca). Procedura izvodenja ovog testa prikazana je na slici 14.
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1 2 3 Boperniond  Siapenwiond
- Pikirange jedne il vise - Suspendovanje kolonge u - Prebacivmye 20 pL suspenzije
kolonga stenlnom ezom bocici fizioloskog mstvora A u boéicu fimoloskog mstvor
saselebtivaog medijumn (Suspenzip / {Suspenzna B)
McFarlanda - Dodavanye daska ksiloze v
bunané ba. 9
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s Sees
....... o
— vwte Sew
/ ........ PO
Helerenje rezukata testa u - Pokrivagje svil busanda po Inokulisaye po 0. 2ml
posebpan formubarma ili jedtnom kapi parafmskog ulja suspenzije A u bunance 1-13
Stanje § mterpretcija remltat (estm bumanca £3) 1 mkubuage (testimuje identifikncije)
sutomatskan Staduna od 481 « Inokulissuge po 0.2ml
suspenzije B u bunande 14-24
(testirnge osetijivast)

Slika 14. Procedura izvodenja Integral system yeasts plus testa

3.2.3.2. ldentifikacija kvasnica

Primenom ISYP testa sojevi su ispitani u cilju identifikacije vrsta koja je zasnovana na
detekciji prisustva ili odsustva razli¢itih enzima. OvO0 je omoguceno posredstvom biohemijskih
reakcija ¢iji produkti menjaju pH 1 dovode do promene boje indikatora iz ljubiCaste u zutu u
odgovaraju¢im bunari¢ima za svaku asimilaciju Secera i hromogeni supstrat. U cilju
diferenciranja vrsta, po 0,2 mL suspenzije A je aplikovano u bunarice za identifikaciju (1-13),
pokriveno parafinskim uljem, a nakon propisane inkubacije o€itavana je promena boje.
Promena boje, koja podrazumeva pozitivnu biohemijsku reakciju, u svakom bunari¢u ocitava
se po semi i dodeljuje joj se odgovarajuca vrednost: 1 za poziciju 1, 2 za poziciju 2 i 4 za
poziciju 3. Negativan test oznaCava se vrednoS¢u nula. Sumiranjem vrednosti pozitivnih
testova svake grupe, dobija se Cetvorocifreni broj na osnovu kojeg se vrsi identifikacija
kvasnica upotrebom tabele kodova po uputstvu proizvodaca, ali uz obaveznu proveru
morfoloskih karakteristika izolata (produkcija pravih hifa, pseudohifa, grananje pseudohifa,
veli¢ina 1 oblik blastokonidija). Hromogeni supstrat u trinaestom bunari¢u na osnovu promene

boje, kao i pri diferenciranju kolonija primoizolata na hromogenom medijumu, omogucava
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diferenciranje vrsta C. albicans, C. krusei i C. tropicalis. Primer identifikacije soja primenom

ISYP testa prikazan je na slici 15.

a) IDENTIFIKACIJA
000 @00 000 e0e
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supstrat C. albicans

0
~
Hromogeni @ " 1 . Identifikacioni kod: 7242

Bezbojna Zelena

Dobijanje ¢etvorocifrenog broja
sumiranjem vrednosti pozitivaih
testova (7242 - C. albicans)

Promena boje hromogenog
supstrata (zelena - C. albicans)

Slika 15. Komercijalni Integral System Yeasts Plus test - identifikacija kvasnica. a) uputstvo
proizvodaca, b) primer identifikacije soja

3.2.3.3. Ispitivanje osetljivosti kvasnica na antimikotike

Primenom ISYP testa ispitivana je i1 osetljivost sojeva na 10 razli¢itih antimikotika.
Svaki bunari¢ u sklopu ovog testa na pozicijama od 14-23 sadrzi selektivni medijum i po jedan
antimikotik u odredenoj koncentraciji slede¢im redom — NY (1,25 pg/mL), AMB (2 pg/mL),
FCY (16 ug/mL), ekonazol-ECN (2 pg/mL), KCA (0,5 pg/mL), CLO (1 pg/mL), MIC (2
ug/mL), ITR (1 pg/mL), vorikonazol-VOR (2 pg/mL) i FLU (64 pg/mL). Nakon pripreme
suspenzije B, u svaki bunari¢ koji sadrzi antigljivi¢ni lek aplikovano je po 0,2 mL ove

suspenzije, bunariéi su zatim preliveni parafinskim uljem, a potom je vrSena inkubacija tokom
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48h na 37 °C. Nakon propisane inkubacije porast je evidentiran na osnovu promene boje
medijuma, pri ¢emu je crvena boja oznacavala inhibiciju porasta gljiva, odnosno senzitivnost
na odgovaraju¢u koncentraciju antimikotika. Narandzasta boja je oznacavala delimi¢nu
inhibiciju rasta §to je podrazumevalo intermedijarnu osetljivost, dok je zuta boja ukazivala na
dobar porast ispitivanog soja i rezistenciju na ispitivanu koncentraciju datog antimikotika
(Slika 16). Pre citanja i interpretacije osetljivosti, uvek je proveravan rast kvasnica u
kontrolnom bunari¢u. Kontrola procedure celog testa izvrSena je ispitivanjem referentnih

sojeva C. albicans ATCC 24433 i C. parapsilosis ATCC 22019.

a) Ispitivanje osetljivosti na antimikotike
Senzitivnost Intermedijarna senzitivnost Rezistentnost

s0800 oee
Ocitavanje osetljivosti

°“Ll wad] sae L"‘c oAt 3! ispitivanog izolata:
. NY-S
AMB - S
FCY-S
| ECN-1I
KCA -S
CLO-S
MIC -S
| ITR -R
— VOR -S
= FLU -R

L(“?I\L SYSTEM YEASTS Pl

4o

Slika 16. Komercijalni Integral System Yeasts Plus test - izvodenje antimikograma. a)
uputstvo proizvodaca, b) primer ocitavanja osetljivosti ispitivanog izolata

NY-Nistatin, AMB-Amfotericin B, FCY-Flucitozin, ECN-Ekonazol, KCA-Ketokonazol, CLO-Klotrimazol, MIC-
Mikonazol, ITR -Itrakonazol, VOR-Vorikonazol-, FLU-Flukonazol, S-senzitivno, I-intermedijarno, R-rezistentno
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3.2.4. Ispitivanje osetljivosti kvasnica prema antigljivi¢cnim lekovima
I etarskom ulju biljke Melissa officinalis u uslovima in vitro primenom

bujon mikrodilucionog testa

Za 60 sojeva, odabranih na osnovu sposobnosti produkcije biofilma kao i otpornosti na
antimikotike primenom ISYP testa, ispitivana je osetljivost na antigljivicne lekove najcesce
propisivane u terapiji VVK, kao i na EUMO, primenom bujon mikrodilucionog testa, po
preporukama CLSI — M27 suplementa A3 iz 2008. godine sa odredenim modifikacijama [188].
Antigljivi¢ni lekovi koris¢eni za ovaj deo eksperimenta su FLU, NY, FEN i CLO (Sigma-
Aldrich Company, Nemacka).

3.2.4.1. Ispitivanje osetljivosti kvasnica prema antigljivicnim lekovima

Pocetne suspenzije kvasnica turbiditeta 0,5 Mc Farland jedinica pripremane su u
fizioloskom rastvoru od kultura sa SDA inkubiranog 24h na 37 °C primenom Vitek Densichek
turbidimetra (BioMeérieux, Francuska). Stok rastvori antimikotika napravljeni u dimetil-
sulfoksidu (DMSO) u koncentracijama: FLU-640ug/ml, FEN-640ug/ml, NY-160 pg/ml i
CLO-160 pg/ml su zatim desetostruko razblazeni u fizioloSkom rastvoru. Nakon toga su
pravljena dvostruka razblazenja u mikrotitar plo¢ama tako da je svaki antimikotik bio
pripremljen u 12 koncentracija. Po 20 pL tako dobijenih rastvora antimikotika je potom
prebaceno u nove mikrotitar ploce sa 96 bunari¢a u koje je prethodno dodato po 180 pL RPMI
1640 medijuma (Sigma-Aldrich, Nemacka) sa L glutaminom bez bikarbonata. Na kraju je
dodato po 2 uL prethodno pripremljenih suspenzija kvasnica tako da je koncentracija kvasnica
iznosila 2,5 x 10 CFU/mL, dok su koncentracije FLU i FEN iznosile izmedu 0,031 i 64 pg/mL,
a NY i CLO izmedu 0,008 i 16 pg/mL. Istovremeno su radene i kontrole za sve antimikotike
(bez suspenzija kvasnica), za DMSO, kao i kontrola porasta za svaki soj (bez antimikotika).
Bujon mikrodilucioni test je izvoden u triplikatu za svaki ispitivani soj. Tako pripremljene
ploce su zatim inkubirane 48h na 37 °C. Na kraju je vrSeno oc€itavanje vidljivog porasta u vidu
zamucenja u bunari¢ima kao i promene boje medijuma iz ruziCaste u Zutu (Slika 17).
Minimalna inhibitorna koncentracija je definisana kao 100% inhibicija rasta u prisustvu NY i
inhibicija rasta od 50% u prisustvu preostala tri antimikotika. Kao kontrolni sojevi kori$¢eni su
C. albicans ATCC 24433 i C. parapsilosis ATCC 22019.
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Slika 17. Mikrotitar ploce nakon izvodenja metode bujon mikrodilucije

3.2.4.2. Ispitivanje osetljivosti kvasnica prema etarskom ulju biljke Melissa

officinalis

Pocetni rastvor EUMO je dobijen razblazivanjem 10 mg etarskog ulja u 1 ml DMSO.
Nakon toga, ovaj rastvor je serijski razblazen u RPMI 1640 medijumu sa L-glutaminom bez
bikarbonata tako da su konacne koncentracije etarskog ulja iznosile od 0,078 mg/ml do 10
mg/ml. Ostatak postupka je bio isti kao i za ispitivanje osetljivosti odabranih sojeva na
antimikotike. Minimalna inhibitorna koncentracija je definisana kao 100% inhibicija rasta u

prisustvu etarskog ulja.
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3.2.5. Identifikacija i kvantifikacija komponenti odabranog etarskog
ulja biljke Melissa officinalis gasnom hromatografijom sa masenom
spektrometrijom i gasnom hromatografijom sa plameno-jonizacionim

detektorom

3.2.5.1. Etarsko ulje

Uzorak komercijalno dostupnog etarskog ulja (LOT broj 8606110004031) biljne vrste
Melissa officinalis proizvodac¢a Promontis (selo Vilandrica, Srbija) je odmah nakon nabavke

analiziran primenom GC/MS i GC/FID i ¢uvan na temperaturi od 4 °C.

3.2.5.2. Gasna hromatografija-masena spektrometrija

Gasno-hromatografska analiza etarskog ulja je izvrSena na gasnom hromatografu
Agilent Technologies 7890B, sa nepolarnom HP-5MS kapilarnom kolonom (5%
fenilmetilsiloksan, dimenzije 30 m x 0,25 mm, debljina filma 0,25 um; Agilent Technologies,
Santa Klara, Kalifornija, SAD). Gasni hromatograf je bio direktno povezan sa masenim
detektorom 5977A iste kompanije. Uslovi analize: radna temperatura injektora 220 °C,
odnosno detektora 320 °C; linearni temperaturni program zagrevanja kolone u opsegu od 60
°C do 246 °C sa brzinom povecanja temperature od 3 °C/min. Injektiran je rastvor uzorka
etarskog ulja u etru (1 pl rastvora koncentracije 1 mg u 1 ml dietil-etra), u pulsnom ,,split”
modu (40:1), pri protoku helijuma od 1,0 ml/min. Jonizacija je vrSena elektronima energije 70
eV, sa akvizicijom m/z vrednosti u opsegu od 41 do 415 i brzinom skeniranja na 0,32 s po
skenu. Procentualni sastav pojedinih sastojaka je odreden na osnovu odnosa povrsina pikova,
bez koriS¢enja korekcionih faktora. Obrada ukupnog jonskog hromatograma (Total lon
Current — TIC) je izvrsena koris¢enjem softvera MSD ChemStation, MassHunter Qualitative
Analisis i AMDIS_32 (Agilent Technologies, SAD).

3.2.5.3. Gasna hromatografija sa plameno-jonizacionim detektorom

Gasno-hromatografska analiza sa plameno-jonizacionim detektorom je izvrSena pod

identi¢nim eksperimentalnim uslovima kao GC/MS. Parametri FID detektora: temperatura
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grejaca 300 °C; He protok 1 ml/min; N2 protok, 25 ml/min; H2 protok, 30 ml/min; protok

vazduha, 400 ml/min; frekvencija belezenja signala, 20Hz.

3.2.5.4. Identifikacija sastojaka etarskog ulja biljke Melissa officinalis

Linearni retencioni indeksi svih sastojaka analiziranih uzoraka su odredeni
koinjekcijom uzorka sa homologom serijom n-alkana od C9-C17. Hemijski sastav etarskog
ulja je odreden uporedivanjem linearnih retencionih indeksa sastojaka sa literaturnim
vrednostima [189], kao i na osnovu poredenja masenih spektara jedinjenja sa spektrima
jedinjenja iz biblioteka Wiley Registry of Mass Spectral Data 11th Edition, NIST/EPA/NIH
Mass Spectral Library 07, MassFinder 2.3, RTLPEST3, i Adams [189] biblioteka. Gde god je

bilo moguce, vrSena je 1 analiza uzorka sa koinjektiranim odgovaraju¢im standardom.

3.2.6. MTT test - odredivanje vijabilnosti ¢elija biofilma

3.2.6.1. Princip MTT testa

Za osam odabranih sojeva koji su pokazali izrazenu sposobnost produkcije biofilma i
visoke MIK vrednosti za ispitivane antimikotike bujon mikrodilucionom metodom ispitivan je
potencijalni efekat antimikotika (FLU i NY) i etarskog ulja EUMO, kao i efekat EUMO u
kombinaciji sa istim antimikoticima ponaosob, prema formiranom biofilmu izolata roda
Candida primenom MTT metode. Ova metoda se primenjuje za utvrdivanje metabolicke
aktivnosti ¢elija u biofilmu, ¢ime se realnije procenjuje inhibitorni/fungicidni efekat testiranih
supstanci na izolate kvasnica. Test je baziran na redukciji tetrazolijumske soli (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolijum bromida) koja se pod dejstvom mitohondrijalnih
dehidrogenaza redukuje do formazana. U ovom procesu promena boje iz zute (tetrazolijumska
s0) u ljubicastu (formazan) ukazuje na prisustvo zivih ¢elija (Slika 18). Apsorbanca koja je
srazmerna koncentraciji formazana formiranog od strane Zivih, metabolicki aktivnih ¢elija

oCitava se ELISA ¢itacem.
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Slika 18. Princip MTT testa citotoksicnosti

3.2.6.2. Procedura MTT testa

Za sve eksperimente, biofilmovi su prethodno formirani u mikrotitar plocama sa 96
bunarica i ravnim dnom na taj nacin §to je u svaki bunari¢ dodato po 200 uL suspenzije ¢elija
kvasnica U RPMI-1640 medijumu tako da je koncentracija iznosila izmedju 1-5 x 108
¢elija/mL. Nakon inkubacije na 35 °C tokom 48 h formirani su biofilmovi i uklonjene

neadherentne celije nakon ¢ega je vrseno dalje testiranje (Slika 19).

Procedura MTT testa

Formiranje biofilma i

Dodavanje .
dodavanje antimikotika i MTT reagejnsa @ Inkubacija
EUMO 3
4 =
l /LT?— I
T
@ Kolorimetrjska reakcija Merenje apsorbance na
570 nm
Tetrazolijum Formazan
Ry R AN
\ 7 e L ]
N Redukeija AN

Slika 19. Procedura izvodenja MTT testa
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3.2.6.3. Ispitivanje efekta etarskog ulja biljke Melissa officinalis i antimikotika

na zreli biofilm

Za odredivanje efekta EUMO, FLU i NY na zreli biofilm dodato je po 200 uL
suspenzije svake od ispitivanih supstanci u RPMI 1640 medijum u koncentracijama od 2 X
MIK, MIK i MIK/2 za svaki ispitivani soj. Nakon inkubacije od 24h na 35 °C sadrzaj je
uklonjen, a bunari¢i su tri puta isprani rastvorom PBS (pH 7,4). U svaki bunari¢ je potom
dodato po 100 uLL MTT rastvora (Sigma-Aldrich Company, Nemacka) u koncentraciji od 5
mg/mL. Plo¢e su inkubirane 4 h na 35 °C u mraku, nakon ¢ega je uklonjen supernatant. Zatim
je u svaki bunari¢ dodato po 100 uLL. DMSO pa su plo¢e ponovo inkubirane na 35 °C tokom 10
minuta, zasticene od svetlosti. Nakon toga je po 80 pL rastvora prebaceno iz svakog bunarica
u odgovarajuce bunari¢e novih ploca i o¢itavana je apsorbanca na 570 nm primenom ELISA
Citaca (Multiskan™ FC Microplate Photometer, Thermo Scientific™, Nemacka). Svi testovi
su radeni u triplikatu 1 za svaku plocu uradene su kontrole rasta 1 sterilnosti. Rezultati su
predstavljeni kao odnos ocitanih apsorbanci izmedu tretiranih kultura i kontrola (bez etarskog

ulja i antimikotika).

3.2.6.4. Metoda Sahovske table (“Checkerboard” test)

Na osnovu dobijenih vrednosti MIK ispitivanih supstanci za planktonske celije svakog
soja, za ispitivanje kombinovanog dejstva etarskog ulja i antimikotika na ve¢ formirane
biofilmove testiranih sojeva koris¢ena je i metoda Sahovske table (“Checkerboard” test).
Nakon izvodenja prethodno navedenog postupka formiranja biofilma u mikrotitar plo¢ama,
uklonjene su neadherentne (planktonske) ¢elije i u svaki bunari¢ je dodato po 150 uLL RPMI,
25 uL serijski razblazenog EUMO horizontalno i 25 pL serijski razblazenog antimikotika
(FLU u jednoj ploc¢i 1 NY u drugoj) vertikalno, tako da su dobijene koncentracije svih testiranih
supstanci iznosile MIK/16, MIK/8, MIK/4, MIK/2, MIK i 2 x MIK (za svaki izolat posebno).
Bunari¢i koji su redom sadrzali samo formirani biofilm, zatim RPMI-1640 medijum, kao i
svaku supstancu ponaosob, ukljuéeni su kao kontrole u sklopu svake ploce. Plo¢e su zatim
inkubirane na 35 °C tokom 24h, a nakon uklanjanja sadrZaja i tri ispiranja fosfatnim puferom,
dodato je po 100 pL MTT rastvora, a biofilmovi su dalje kvantifikovani kao §to je ve¢ opisano.

Mikrotitar ploce nakon izvedenog MTT testa prikazane su na slici 20.
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Slika 20. Mikrotitar ploce nakon izvedenog MTT testa

3.3. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Odredivanje uzorka za ovo istrazivanje vrSeno je koriS¢enjem internet kalkulatora
https://epitools.ausvet.com.au/oneproportion pri cemu su definisani po€etni parametri za snagu
studije 80% i verovatnoc¢u greske prve vrste (o) od 0,05 za dvosmerno testiranja nulte hipoteze
na osnovu prevalencije. Na osnovu pilot istrazivanja, sprovedenog sa 30 izolata, utvrdena je
prevalencija od 16,7%, pri ¢emu je dobijena minimalna reprezentativna veli¢ina uzorka od 207
sojeva. U statistickoj obradi podataka koriS¢ene su standardne metode deskriptivne statistike.
Poredenje numeric¢kih obeleZja je vrSeno t testom ili Mann-Whitney testom u zavisnosti od
distribucije podataka. Poredenje kategorijskih obeleZja je vrSeno Hi-kvadrat testom ili Fisher-
ovim testom. Slaganje metoda je odredivano na osnovu gradacije vrednosti Kohen kappa pri
¢emu su vrednosti od <0,4 predstavljale slabo slaganje, od 0,41-0,60 umereno, od 0,61-0,80
znatno, >0,80 skoro savrSeno i vrednost 1 koja je oznacavala savrSeno slaganje metoda.
Hipoteze su testirane sa pragom znacajnosti p<0,05. Statisticka obrada podataka koji su se
odnosili na identifikaciju izolata, ispitivanje produkcije biofilma kao i osetljivost na
antimikrobne lekove je vr$ena u programskom paketu R i RStudio (ver 2021.09.0+351, 2021-
09-20 for Windows).

Eksperimentalni rezultati pojedinacnih kao 1 kombinovanih efekata ispitivanih
supstanci na biofilm su izrazavani kao srednja vrednost + SD, a razlike u statistickim
znaajnostima su determinisane koriS¢enjem dvosmerne analize varijanse (ANOVA)
pracenom Tukijevim post-hoc testom za viSestruka poredenja (Graphpad Prism ver. 6).

Vrednosti verovatnoce (p) manje od 0,05 smatrane su statisti¢ki znacajnim.
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Za modeliranje interakcije izmedu EUMO 1 antifungalnih agenasa (FLU i NY),
primenjena je analiza povrSine odgovora (eng. Response-surface analysis - RSA) zasnovana
na Blissovom modelu nezavisnosti [48]. Povrsina odgovora na dozu u RSA je modelovana
koris¢enjem krive odgovora na dozu svakog antifungalnog agensa (krive odgovora na dozu
pojedina¢nog agensa), $to je odrazavalo brzinu rasta dobijenu u svakom bunari¢u izloZenom
jednom agensu [49]. Analiza povrSine odgovora se takode moze primeniti nezavisno od krajnje
tacke inhibicije, za koju je odluc¢eno da bude 90% u ispitivanom skupu podataka ove studije.
Rezultat analize povrSine odgovora modela interakcije lekova zasnovanog na Bliss-
nezavisnosti je predstavljen kroz trodimenzionalnu osencenu povrsinu interakcije i matricu
distribucije sinergije gde su prikazani rezultati Bliss sinergije za svaki par koncentracija
antigljiviénih agenasa. RSA je sprovedena koris¢enjem softvera Combenefit (ver. 2.021) [48].
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4 REZULTATI

4.1. IDENTIFIKACIJA KVASNICA

Ovo istrazivanje je obuhvatilo 300 sojeva kvasnica izolovanih iz uzoraka genitalnog
trakta Zena sa simptomima i znacima infekcije kod kojih nisu utvrdeni drugi potencijalni
uzro¢nici. Na osnovu porasta gljiva, strukture i boje kolonija na hromogenoj podlozi, kao i
testa germinacije, za dalja ispitivanja odabrano je 150 sojeva C. albicans i 150 sojeva NAC
vrsta. Identifikacija ovih izolata uradena je koris¢enjem MALDI TOF masene spektrometrije i
ISYP testa.

U izabranoj grupi kvasnica primenom MALDI TOF masene spektrometrije potvrdeno
je 150 sojeva vrste C. albicans. U grupi izdvojenih NAC vrsta, masenom spektrometrijom je
identifikovano njih 124, pri ¢emu su dominantne bile vrste C. glabrata (Nakaseomyces
glabrata) i C. krusei (Pichia kudriavzevii) jer su ukupno ¢inile 76,6% NAC izolata. Znacajno
zastupljena bila je i vrsta C. kefyr (Kluyveromyces marxianus-16,9%), dok su vrste C.
parapsilosis, C. lusitaniae (Clavispora lusitaniae) i C. norvengensis (Pichia norvengensis)
zabeleZene u signifikantno nizem procentu. U grupi odabranih NAC sojeva, identifikovano je

i 26 sojeva ne-Candida kvasnica koji su determinisani kao vrsta S. cerevisiae (Grafikon 1).
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Grafikon 1: Distribucija ispitivanih izolata kvasnica

4.2. ANALIZA DIJAGNOSTICKE EFIKASNOSTI KOMERCIJALNOG
INTEGRAL SYSTEM YEASTS PLUS TESTA

Pored identifikacije izolata kvasnica MALDI TOF masenom spektrometrijom, svi
izolati su testirani i diferencirani i primenom komercijalnog ISYP testa. Ovo ispitivanje je
imalo za cilj utvrdivanje slaganja rezultata navedenog rutinskog testa sa rezultatima MALDI
TOF metode, koja se zbog svoje efikasnosti i pouzdanosti u ovom istrazivanju smatra
referentnim standardom. Komercijalni ISYP test je interpretiran bez razmatranja rezultata
dobijenih ispitivanjem MALDI TOF masenom sprektrometrijom tako da je omogucena
validacija ISYP testa, kao 1 procena njihove usaglasenosti.

Poredenjem rezultata MALDI TOF masene spektrometrije i ISYP testa zabeleZeno je
njihovo potpuno podudaranje u sluc¢aju identifikacije vrste C. albicans. Medutim, identifikacija
NAC i ne-Candida vrsta komercijalnim testom nije bila tako efikasna. Naime, u slucaju vrste
C. glabrata podudarnost izmedu primenjenih testova je iznosila 87,30%, jer je od 71 soja ove
vrste identifikovanih ISYP testom MALDI TOF masenom spektrometrijom utvrdeno da ovoj
vrsti pripada 62 soja, dok su preostali izolati odgovarali vrstama C. krusei (Pichia kudriavzevii)
i C. kefyr (Kluyveromyces marxianus). Takode, od 30 izolata S. cerevisiae identifikovanih
ISYP testom, MALDI TOF masenom spektrometrijom je utvrdeno da 26 sojeva pripada ovoj
vrsti dok je Cetiri identifikovano kao C. kefyr (Kluyveromyces marxianus), tako da je slaganje

bilo prisutno u 86,70% slucajeva. Potpuno neslaganje primenom ISYP testa zabelezZeno je u
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slucaju identifikacije vrsta C. tropicalis i C. zeynaloides. Naime, primenom MALDI TOF
masene spektrometrije, oba izolata C. tropicalis determinisana su kao C. lusitaniae (Clavispora
lusitaniae) dok su sva tri soja C. zeynaloides odgovarala vrsti C. norvengensis (Pichia
norvengensis). Za dva izolata koja nisu identifikovana primenom komercijalnog testa do nivoa
vrste, masenom spektrometrijom je prethodno utvrdeno da pripadaju vrstama C. krusei (Pichia
kudriavzevii) i C. kefyr (Kluyveromyces marxianus). Slaganje rezultata ISYP testa sa
rezultatima MALDI TOF masene spektrometrije prikazano je na tabeli 2.

Tabela 2. Procenat slaganja rezultata ISYP testa sa rezultatima MALDI TOF masene

spektrometrije
Vrste kvasnica identifikovane primenom ISYP Rezultati MALDI TOF masene
testa spektrometrije
Slaganje u Neslaganje u

identifikaciji (broj i identifikaciji (broj i

% izolata) % izolata)
C. albicans (n=150) 150 100,00% 0 0,00%
Ne-albicans Candida  C. glabrata (n=71) 62 87,30% 9 12,7%
spp. (n=150) C. kefyr (n=9) 9 100,00% 0 0,00%
C. krusei (n=30) 30 100,00% 0 0,00%
C. lusitaniae (n=1) 1 100,00% 0 0,00%
C. parapsilosis (n=2) 2 100,00% 0 0,00%
C. tropicalis (n=2) 0 0,00% 0 0,00%
C. zeynaloides (n=3) 0 0,00% 3 100,00%
Candida sp. (n=2) 0 0,00% 0 0,00%
S. cerevisiae (n=30) 26 86,70% 4 13,30%

Na tabeli 3 je prikazano slaganje ISYP testa pri identifikaciji ispitivanih vrsta kvasnica
u poredenju sa MALDI TOF masenom spektrometrijom. Kvantitativna mera slaganja ovih
metoda izrazena je u vidu Kohen kappa vrednosti sa odgovaraju¢om statistickom znacajnoscu.
Ove vrednosti su pokazale savrSeno slaganje za vrste C. albicans i C. parapsilosis, skoro
savrSeno slaganje za vrste C. glabrata, C. krusei i S. cerevisiae, dok je umereno slaganje bilo

prisutno kod vrsta C. kefyr i C. lusitaniae.
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Tabela 3. Slaganje ISYP testa u poredenju sa MALDI TOF masenom spektrometrijom pri
identifikaciji kvasnica

2 0

" ® — @ 2 2 S &

g 5 § 2 = & 2 3 3

S < X = '3 © S c o

© ] -] = = 5]

O S S) o = s = 8 O
Kappa 1,0 0,913 0,582 0,898 0,497 1,0 0,921
p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

4.3. ISPITIVANJE PRODUKCIJE BIOFILMA 1ZOLOVANIH
KVASNICA

U cilju utvrdivanja sposobnosti kvasnica da produkuju biofilm primenjena je metoda
po Stepanovi¢u sa modifikacijama. Ovim testiranjem je zabelezeno da skoro polovina svih
odabranih izolata pokazuje sposobnost formiranja biofilma (138; 46%) medu kojima je bilo 23
(16,7%) JPBF, 44 (31,9%) UPBF i 71 (51,5%) SPBF.

Analizom po vrstama, utvrdeno je da najveci broj izolata produktora pripada vrsti C.
albicans (95; 68,84%), dok su NAC vrste pokazale znacajno slabiju sposobnost produkcije
biofilma (36; 26,1%). Grupa koju su cinila 23 JPBF je obuvatila 18 sojeva C. albicans,
predstavljaju¢i znacajnu vecinu u odnosu na jake produktore drugih vrsta (po dva soja C.
glabrata i C. kefyr i jedan soj C. lusitaniae). Medu 44 UPBF, 28 su bili izolati C. albicans, njih
12 je pripadalo NAC vrstama (9 sojeva C. glabrata i tri izolaza C. kefyr), a Cetiri vrsti S.
cerevisiae. Od ukupno 71 SPBF, 49 sojeva je pripadalo vrsti C. albicans, 19 NAC vrstama (10
sojeva C. glabrata, pet C. kefyr i po dva C. krusei i C. lusitaniae) i tri vrsti S. cerevisiae. Sto
se tiCe sojeva koji nisu imali sposobnost produkcije biofilma, u ovoj grupi je bilo 162 izolata i
to 55 C. albicans, 88 izolata NAC vrsta (41 izolat C. glabrata, 31 C. krusei, 11 C. kefyr, tri C.

norvengensis i dva C. parapsilosis) i 19 S. cerevisiae. Distribucija vrsta na osnovu sposobnosti

produkcije biofilma je prikazana na slici 21.
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300 izolata Candida spp.

150 izolata C. albicans 150 izolata NAC i ne-Candida vrsta

124 izolata NAC vrsta

(€. glabrata, C. Arased, €. kefyr, C parapsiosdy, C. lnsitanioe)
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4 i \I i ¢
+ SJPBF(4,03%)
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* IRJPBF(120%)

. “. ’v ; . : .'. -
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Slika 21. Sposobnost produkcije biofilma ispitivanih sojeva

*NAC- Ne-albicans Candida vrste, JPBF-jaki produktori biofilma, UPBF-umereni produktori biofilma, SPBF-
slabi produktori biofilma, NPBF-neprodukujuci sojevi

4.4. ISPITIVANJE OSETLJIVOSTI SOJEVA PREMA
ANTIMIKOTICIMA PRIMENOM ISYP TESTA

Rezultati ispitivanja osetljivosti sojeva na antigljivicne lekove primenom
komercijalnog ISYP testa prikazani su na Tabeli 4.

Razmatranjem efekta antimikotika iz grupe poliena na sojeve vrste C. albicans,
utvrdeno je da je 88,7% njih bilo osetljivo na AMB, dok je vise od polovine ovih sojeva
pokazalo smanjenu osetljivost prema NY (53,3%). Sto se ti¢e ostalih antigljiviénih lekova,
zadovoljavaju¢a osetljivost sojeva ove vrste dokazana je 1 prema antimetabolitima
(FCY=94,0%), kao i prema derivatima imidazola (MIC=90,0%, KCA=86,7%, ECN=80,7%,
CLO=77,3%) i derivatima triazola (VOR=88,0%, FLU=80,7%, ITR=79,3%).

Analizom NAC sojeva, takode je utvrdena bolja osetljivost prema AMB (70,2%) u
odnosu na NY (56,5%) kada su u pitanju polienski antimikotici, dok je 85,5% ovih izolata bilo
senzitivno na FCY. lIzolati NAC vrsta su pokazali varijabilnu osetljivost prema derivatima
imidazola, pri ¢emu su najsenzitivniji bili na KCA (73,4%), zatim na ECN (62,9%) 1 MIC
(58,1%), dok su najslabiju osetljivost pokazali prema CLO (35,5%). Najefikasniji prema ovim
sojevima medu derivatima triazola bio je VOR (79,8%), za kojim je sledio FLU (68,5%), dok
je na ITR bila osetljiva oko polovina NAC izolata (54,8%).

) ———)
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Tabela 4. In vitro osetljivost ispitivanih sojeva primenom Integral system Yeasts plus testa

NY AMD FCY ECN KCA Lo MIC IR VOR FLL
S I'R S IR S I'R S IR S IR S I'R S IR S IR S IR S IR
N 70 & 133 1 141 9 121 29 13 20 116 34 133 15 119 I 132 I8 121 29
€. albcam
v 467 533 887 113 w0 6.0 507 193 867 133 3 227 0.0 10,0 03 207 280 120 507 193
V)] S 87 17 106 18 78 16 91 i3 " S0 72 2 08 56 % 25 85 39
NAC
« /565 435 | 702 208 855 | 145 | 629 | 371 | 734 | 266 355 645 381 | 419 | 548 | 432 M8 | 202 685 38
10 2 19 1 S 6 18 £ 10 b5 15 17 38 4 hl 8 16 1 37 28
C. glabvara
645 355 790 210 %03 9.7 774 226 64.5 385 M2 58 613 18,7 387 613 732 258 597 0
N | I | i 0 0 2 | U 1 0 i 0
., lvsiteniay
V067 333 333 067 667 0 333 1000 00 | 1000 00 667 333 1000 00 667 333 100 00 1000 00
N 1 | 0 0 0 0 | 1 L} 2 J 0 0 0
€. parapailonds
% 500 500 1000 00O 1000 0.0 o0 1000 1000 0o 00 S0 00 1000 1000 0o 10,0 00 1000 o0
6 b 1 10 I8 3 v A 1 L] 19 19 X 1 v a
C. kefiv
« 286 TIA 524 176 857 143 90,5 DS 952 18 8571 143 0.5 95 905 95 952 I8 90,5 95
19 £ 21 12 25 8 6 27 10 [ 27 10 2 18 15 25 8 21 12
. Araved
b 124 | 6346 364 8 N 18 8L | 09 0 IS L8] 0 [ ! 155 8 W2 63 ¢ 0.4
2 | 3 0 { 2 i 0 | 2 | i 0 0 0
C. morvengemsds
w667 333 1000 00 1000 00 667 | 333 | 1000 00 66,7 333 667 33 1000 00 1000 00 1000 00
x| 17 9 20 6 25 | 23 3 18 % 6 20 16 10 $ 21 19 7 20 6
5. cereviviae
« 654 346 | 69 231 962 38 885 | 11,5 | 692 08 (231 769 615 18,5 192 | 808 731 265 | 769 @ 231

NY-Nistatin, AMB-Amfotericin B, FCY-Flucitozin, ECN-Ekonazol, KCA-Ketokonazol, CLO-Klotrimazol, MIC-
Mikonazol, ITR -Itrakonazol, VOR-Vorikonazol-, FLU-Flukonazol, S-senzitivno, I/R-intermedijarno/rezistentno;
NAC-ne-albicans Candida sojevi

Oko dve tre¢ine sojeva S. cerevisiae je bilo senzitivno na polienske antimikotike
(NY=65,4%, AMB=76,9%), dok je najbolja osetljivost zabelezena prema antimetabolitima
(FCY=96,2%). I u slucaju ove vrste, osetljivost prema derivatima imidazola je bila varijabilna
i to najbolja prema ECN (88,5%), zatim prema KCA (69,2%) i MIC (61,5%), dok je manje od
Cetvrtine sojeva S. cerevisiae bilo senzitivno na CLO (23,1%). Kada su u pitanju derivati
triazola, bez obzira na relativno zadovoljavajuéu osetljivost prema FLU (76,9%) i VOR
(73,1%), znacajno slabija osetljivost je zabelezena prema ITR na koji je bilo senzitivno manje
od petine sojeva ove vrste (19,2%).

Uporedivanjem efikasnosti antigljivicnih lekova, uo€ena je znacajna razlika u procentu
osetljivih sojeva C. albicans, NAC vrsta i vrste S. cerevisiae, tj. da se osetljivost na ispitivane

antimikotike statisticki zna¢ajno razlikuje u zavisnosti od vrste kvasnice (Grafikon 2).
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Grafikon 2. Statisticka znacajnost u osetljivosti sojeva utvrdenoj primenom ISYP testa

NAC — ne-albicans Candida sojevi; Ca vs NAC — C. albicans u poredenju sa NAC vrstama, Ca vs Sc — C.
albicans u poredenju sa vrstom S. cerevisiae, NAC vs Sc — NAC vrste u poredenju sa vrstom S. cerevisiae

Pri uporedivanju C. albicans i NAC izolata ustanovljeno je da su NAC sojevi pokazali
znacajno nizu osetljivost na vec¢inu ispitivanih antigljiviénih lekova [AMB=70,2% (p<0,001),
ECN=62,9% (p=0,002), KCA=73,4% (p=0,009), CLO=35,5% (p<0,001), MIC=58,1%
(p<0,001), ITR=54,8 (p<0,001), FLU=68,5% (p=0,030)]. Za razliku od ovih vrsta, sojevi S.
slabije osetljivi na CLO (23,1%; p<0,001) i MIC (61,5%; p<0,001) u poredenju sa sojevima C.
albicans. Vecina izolata S. cerevisiae pokazala je znacajno nizu osetljivost na ITR (19,2%;

p<0,001) u poredenju sa svim sojevima roda Candida.

4.5. IN VITRO ANTIMIKROBNA OSETLJIVOST ISPITIVANIH
PRODUKTORA | NEPRODUKTORA BIOFILMA

Evaluacija dobijenih rezultata, odnosno osetljivosti ispitivanih sojeva razli¢itih vrsta
kvasnica na antimikotike utvrdena ISYP testom u odnosu na njihovu sposobnost produkcije
biofilma prikazana je na grafikonima 3-8.

Na grafikonu 3 su prikazani svi ispitivani sojevi vrste C. albicans pri ¢emu je uo€ljiva
njihova znacajno niza osetljivost prema NY u odnosu na druge ispitivane antimikotike i to
naroCito JPBF (83,3%), za kojima slede UPBF (60,7%) i SPBF (55,1%) dok je slabiju

osetljivost na ovaj antimikotik pokazalo 38,2% NPBF. lako je senzitivnost ispitivanih izolata
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C. albicans na preostale antimikotike bila znacajno vi$a, moze se uocCiti da su najslabiju

osetljivost pokazali JPBF i to 38,9% prema CLO i po 33,3% prema ECN, KCA, ITR i FLU.
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Grafikon 3. Osetljivost sojeva vrste C. albicans na antimikotike

NY-Nistatin, AMB-Amfotericin B, FCY-Flucitozin, ECN-Ekonazol, KCA-Ketokonazol, CLO-Klotrimazol, MIC-
Mikonazol, ITR -Itrakonazol, VOR-Vorikonazol, FLU-Flukonazol

Analizom grafikona 4 na kome su prikazani sojevi NAC vrsta, zapaZa se da je njihova
osetljivost znacajno niza u odnosu na sojeve C. albicans. lako je prema FCY, ECN, KCA,
VOR i FLU zabelezena relativno dobra senzitivnost (53,4-100%), JPBF su u odnosu na UPBF
i SPBF kao i u odnosu na NPBF pokazali znacajno slabiju osetljivost prema NY, AMB, CLO,
MIC i ITR koja je utvrdena kod 60-80% ovih izolata.

[l i
.
i,
)
o,
"o
?
o 1 - !
» » ' » | 5 | | 5 » L ] | . » ] 5 . » r » L
» AN " o A 5T X 1 o !
SN D0 L DN e PRl 000 ' B % A 0P 1 O R 4 P00 I W%, DN PP L0 0 B 0% 60 I W 0 Y DB R 0000 N, e e B AR N
™~ «" 8 » ™ o Pl Y e ner s . ¥ “w i .1 ] ‘
o - . '
e L4 " ’ ” ]

Grafikon 4. Osetljivost sojeva NAC vrsta na antimikotike

NAC-ne-albicans Candida sojevi; NY-Nistatin, AMB-Amfotericin B, FCY-Flucitozin, ECN-Ekonazol, KCA-
Ketokonazol, CLO-Klotrimazol, MIC-Mikonazol, ITR -ltrakonazol, VOR-Vorikonazol, FLU-Flukonazol
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Najzastupljenija vrsta medu NAC sojevima ¢iji su pripadnici ¢inili polovinu izolata ove
grupe kvasnica je C. glabrata. Sli¢no kao i u slu¢aju razmatranja svih NAC sojeva i izolati ove
vrste su pokazali najbolju osetljivost prema FCY, ECN, KCA, VOR i FLU (50-100%), dok je
slabija osetljivost svih JPBF registrovana prema CLO, MIC i ITR. Za razliku od NAC sojeva
u celini, sojevi vrste C. glabrata su pokazali nesto bolju osetljivost prema antimikoticima iz
grupe poliena i to 44,4-80% prema NY i 50-90% prema AMB (Grafikon 5).

C. glubrata

e,
"ey
ey
NN

2 I l | l l I I

. ' . . '
L | ’ 5 ! " \ » " . | " . 1 C . ) ’ " 1 , 1
NY » KCA Lo m

) . . )i A e 1000 D 200N 01

|8 w Yand 1% (0% 18 Ty R RO

"

AN ey
SIITIE N0 0% 0 A% S0 N ) .

LMy R LA R LT T O WL 1% 0 0% o D0% 23 03 0 aim el N e

AHE RO IR TO N D N N 10 PR e ™ 1 A "»i
SNPIY A% 10 S A S e (LN M LA BB LN T TIINQ PG A% TR RG0S 2 A% T2 RS N0 10 T 100 0 AR 2% 122500 108 Mo AW S 2 )

Grafikon 5. Osetljivost sojeva vrste C. glabrata na antimikotike

NY-Nistatin, AMB-Amfotericin B, FCY-Flucitozin, ECN-Ekonazol, KCA-Ketokonazol, CLO-Klotrimazol, MIC-
Mikonazol, ITR -Itrakonazol, VOR-Vorikonazol, FLU-Flukonazol

Druga najzastupljenija vrsta medu NAC sojevima je C. krusei. Medu izolatima ove
vrste je bilo samo neprodukujucih ili slabih produktora, pri ¢emu su svi sojevi sa sposobnos¢u
produkcije biofilma bili osetljivi prema svim ispitivanim triazolima, kao i prema KCA.
Osetljivost na preostale imidazole je bila znatno niza (16,1-50%), dok se osetljivost na poliene
kretala izmedu 50-64,5% (Grafikon 6).
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Grafikon 6. Osetljivost sojeva vrste C. krusei na antimikotike

NY-Nistatin, AMB-Amfotericin B, FCY-Flucitozin, ECN-Ekonazol, KCA-Ketokonazol, CLO-Klotrimazol, MIC-
Mikonazol, ITR -Itrakonazol, VOR-Vorikonazol, FLU-Flukonazol

C. krusei
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Kada je u pitanju vrsta C. kefyr, na grafikonu 7 se moze uociti da su sojevi ove vrste
najslabiju osetljivost pokazali prema AMB i NY, pri ¢emu su senzitivni bili samo neki NPBF,
SPBF i UPBF (20-63,6%), dok nijedan JPBF nije pokazao osetljivost prema polienskim
antimikoticima. Sa druge strane, sojevi ove vrste su pokazali veoma dobru osetljivost prema
svim ostalim antimikoticima, posebno NPBF kao i SPBF i UPBF. Nesto slabiju senzitivnost
su ispoljili JPBF koji su bili osetljivi samo na VOR, dok je polovina ovih sojeva bila osetljiva
na FCY, sve imidazole, ITR i FLU.

C. kefyr
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Grafikon 7. Osetljivost sojeva vrste C. kefyr na antimikotike

NY-Nistatin, AMB-Amfotericin B, FCY-Flucitozin, ECN-Ekonazol, KCA-Ketokonazol, CLO-Klotrimazol, MIC-
Mikonazol, ITR -Itrakonazol, VOR-Vorikonazol, FLU-Flukonazol

Sto se ti¢e ostalih NAC vrsta, medu ispitivanim sojevima C. lusitaniae su se nasli samo
JPBF i UPBF koyji su bili osetljivina ECN, KCA, MIC, VOR i FLU. Jaki produktori su pokazali
nizu osetljivost prema AMB, CLO i ITR, a UPBF prema NY i FCY. Sojevi C. parapsilosis i
Pichia norvengensis nisu imali sposobnost produkcije biofilma i svi su bili osetljivi na AMB,
FCY, KCA 1 triazole. Obe vrste su nesto nizu osetljivost pokazale prema NY, ECN, CLO i
MIC.

Veéina sojeva vrste S. cerevisiae, medu kojima su utvrdeni NPBF, UPBF i SPBF, je
pokazala dobru osetljivost prema AMB, FCY, ECN, VOR i FLU. Varijabilna osetljivost je
zabeleZena prema NY 1 KCA, dok su ovi sojevi najrezistentniji bili na ITR 1 CLO (Grafikon
8).
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S cerevisiae

Grafikon 8. Osetljivost sojeva vrste S. cerevisiae na antimikotike

NY-Nistatin, AMB-Amfotericin B, FCY-Flucitozin, ECN-Ekonazol, KCA-Ketokonazol, CLO-Klotrimazol, MIC-
Mikonazol, ITR -Itrakonazol, VOR-Vorikonazol-, FLU-Flukonazol

S obzirom na to da sojevi kvasnica sa izrazenom virulentno$¢u, odnosno Sa
sposobnos¢u produkcije biofilma koji ujedno pokazuju i nizu osetljivost prema antigljiviénim
lekovima, predstavljaju najveci problem u terapiji vaginalnih gljiviénih infekcija, sumirani su
i analizirani rezultati ispitivanja ovih osobina za izolate C. albicans jer se medu ovim sojevima
nalazilo znacajno vise produktora biofilma (PBF) u odnosu na druge vrste (Grafikon 9 i Tabela
5). Razmatranjem osetljivosti na dva poliena iz ISYP testa, utvrdeno je da je vrlo visok procenat
(39,3%) izolata C. albicans sa sposobnos¢u produkcije biofilma bio rezistentan ili slabije
osetljiv (I/R) na NY, pri ¢emu su JPBF ¢inili 25,4% ovih sojeva. Gotovo identi¢an procenat
JPBF utvrden je i medu sojevima koji su bili slabije osetljivi na AMB, pri ¢emu je u ukupnom
zbiru znacajno manji broj biofilm produkuju¢ih sojeva pokazao nizu osetljivost na ovaj
antimikotik (5,3%). Ispitivanjem osetljivosti na FCY, dokazano je da samo kod 4,0% sojeva
produktora, medu kojima su tre¢inu ¢inili JPBF, ovaj antigljivi¢ni lek iz grupe antimetabolita
nije pokazao zadovoljavaju¢u efikasnost. Takode je utvrdeno i da su izolati sa visom
virulencijom pokazali sli¢nu osetljivost na derivate imidazola i derivate triazola pri ¢emu je
oko tre¢ina ovih sojeva pripadala JPBF (ECN-I/R + PBF = 12,7/JPBF 31,6%; KCA-I/R + PBF
= 10,7/ JPBF 37,5%; CLO-I/R + PBF = 14,7/ JPBF 31,8%; MIC-I/R + PBF = 6,0/ JPBF
33,3%); derivati triazola (ITR-1/R + PBF = 14,7/ JPBF 27,3%; VOR-I/R + PBF = 10,0/ JPBF
33,3%; FLU-I/R + PBF = 14,7/ JPBF 27,3%)].
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B %PEF u odno na LB C. alblcar IPBF u odnosu na UBPBF C, albicans

Grafikon 9. Procentualna zastupljenost slabije osetljivih sojeva C. albicans produktora
biofilma razlicitih kategorija u odnosu na ispitivane antimikotike

NY-Nistatin, AMB-Amfotericin B, FCY-Flucitozin, ECN-Ekonazol, KCA-Ketokonazol, CLO-Klotrimazol, MIC-
Mikonazol, ITR -Itrakonazol, VOR-Vorikonazol, FLU-Flukonazol. PBF-produktori biofilma, UBI-ukupan broj
izolata, JPBF-jaki produktori biofilma, UBPBF-ukupan broj produktora biofilma, I/R — niZe osetljivi i
rezistentni sojevi

Analiziranjem virulentnosti NAC vrsta, utvrdeno je da medu ovim izolatima najveci
procenat sojeva PBF pokazuje nizu osetljivost prema NY (NY-I/R + PBF = 15,3/ JPBF 15,7%)
i CLO (CLO-I/R + PBF = 15,3/ JPBF 21,1%), za kojima slede AMB (AMB-I/R + PBF = 11,3/
JPBF 28,6%) i ITR (ITR-I/R + PBF = 11,3/ JPBF 28,6%). U okviru NAC vrsta, C. glabrata
pokazuje sposobnost produkcije biofilma uz smanjenu osetljivost u najve¢em procentu prema
CLO (CLO-I/R + PBF = 24,2%/ JPBF 13,3%), ITR (ITR-I/R + PBF = 19,4%/ JPBF 16,7%),
FLU (FLU-I/R + PBF = 12,9%) i NY (NY-I/R + PBF = 11,3%/ JPBF 14,3%). Nasuprot tome,
produktori biofilma vrste C. kefyr su pokazali nizu osetljivost jedino prema derivatima poliena
(NY-I/R + PBF = 42,9%/ JPBF 22,2% i AMB-I/R + PBF = 28,6%/ JPBF 33,3%). Sposobnost
produkcije biofilma je utvrdena kod malog broja izolata vrste C. krusei, a prema svega 3,0%
sojeva produktora ustanovljena je i niza efikasnost derivata poliena, FCY, ECN, CLO i MIC.
lako nijedan soj vrste S. cerevisiae nije bio JPBF, u grupi ovih kvasnica je utvrdeno da je pored
ITR (ITR-I/R + PBF = 26,9%) i CLO (CLO-I/R + PBF = 23,1%), najvisi procenat sojeva Sa
sposobnoséu produkcije biofilma bio slabije osetljiv na MIC (MIC-I/R + PBF = 19,2%), NY
(NY-1/R + PBF = 15,4%) i KCA (KCA-I/R + PBF = 11,5%). Analiza virulentnosti ispitivanih

kvasnica prikazana je na tabeli 5.
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Tabela 5. Analiza virulentnosti ispitivanih kvasnica

C. albicans NAC C. glabrata C. krusei C. kefyr S. cerevisiae
o §+ | IR+ [ IR+ | 8+ | IR+ | R+ | 8+ | R+ | IR+ | 8+ [IR+|IR= | &+ | IR+ [ IR+ | & | IR+ | IR=
N NPBF | PBF | JPBF | NPBF | PBF | JPBF | NPBF | PBF | JPBF | NPBF | PBF | JPBF | NPBF | PBF | JPBF | NPBF | PBF | JPBF

NY | 227 (393|254 | 427 |153 | 157 | 455 | 13| 43 | $45 | 30| 0 | 238 | 429

19
L]
:

"~

338|154 | 0

AMB | 307 | 53 [ 250 524 | 10,3 28,6 | 532 | 8.1 [ 30.0 | 60.6 0 |333 |286|333|577 |77 | ©

30
FCY | 347 | 40 | 333 | 60.49 | 4.0 | 200 | 58.1 | 16 0 | 727 [30)] 0 |476 | 95 [50.0] 731 | 38 | O
30

ECN | 300 [ 12,7 | 316 | 379 | 40 | 400 | 484 | 48 | 333 | 152 0 |476 | 48 | 100 | 653 | 38 | ©

KCA | 340 | 07 | 375 | 492 | 48 | 353 | 387 | 81 | 200|636 0 0 | 524 | 48 | 100 | 538 | 11,5 ©

CLO | 287 | 14,7 | 318 | 21,7 | 153 | 21,1 | 14,5 | 242 | 133 | 152 |30 | 0 |476 | 95 | 500 192 (23,1 ©

mic | 327 | 60 |33 363 | 7.3 [ 333|370 97 | 33327330 o |24 95 |s00| 538|192 0

ITR | 30,7 [ 14,7 | 273 | 370 [ 11,3 | 286 | 242 | 194 | 167 | 485 | O 0 | 476 | 48 | 100 | 192|269 | O

VOR | 34.7 | 100 | 333 | 54.0 | 3.2 0 |452 | 48| 0 |697| 0O 0 |[524 | 48| 0 |538| 76| ©

FLU | 320 | 14,7273 | 468 | 7.3 | 11 | 387 |129| 0 | S576| O 0 [476 | 48 | 100 [ 538 | 38| O

NY-Nistatin, AMB-Amfotericin B, FCY-Flucitozin, ECN-Ekonazol, KCA-Ketokonazol, CLO-Klotrimazol, MIC-

Mikonazol, ITR -Itrakonazol, VOR-Vorikonazol, FLU-Flukonazol, S+NPBF-senzitivni sojevi koji ne produkuju

biofilm, I/R+PBF- rezistentni ili slabije osetljivi sojevi koji produkuju biofilm, I/R+JPBF- rezistentni ili slabije
osetljivi sojevi jaki produktori biofilma

Na grafikonu 10 je predstavljen uporedni prikaz zastupljenosti sojeva C. albicans, NAC

vrsta i S. cerevisiae visoke virulentnosti u odnosu na koriséene antimikotike.
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Grafikon 10. Uporedni prikaz zastupljenosti sojeva C. albicans, NAC vrsta i S. cerevisiae
visoke virulentnosti u odnosu na koriscene antimikotike
NY-Nistatin, AMB-Amfotericin B, FCY-Flucitozin, ECN-Ekonazol, KCA-Ketokonazol, CLO-Klotrimazol, MIC-

Mikonazol, ITR -Itrakonazol, VOR-Vorikonazol-, FLU-Flukonazol, PBF- produktori biofilma, I/R — nize
osetljivi i rezistentni sojevi, * p<0,001
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Moze se uociti da su NAC produktori biofilma bili statisticki znacajno nize osetljivi
prema AMB u poredenju sa izolatima C. albicans i S. cerevisiae, dok je kod sojeva S. cerevisiae
sa sposobnos¢u produkcije biofilma zabelezena znacajno veca otpornost prema CLO, MIC i
ITR u odnosu na druge ispitivane vrste kvasnica.

Kada su u pitanju sojevi sa sposobnos¢u produkcije biofilma, utvrdeno je da postoji
statisticki znaCajna razlika u osetljivosti medu vrstama ovih uzro¢nika prema slede¢im
antimikoticima: AMB (p<0,001), CLO (p<0,001), MIC (p<0,001), ITR (p<0,001) i FLU
(p=0,013). Navedeni rezultati prikazani su na tabeli 6.

Tabela 6. Osetljivost na antimikotike produktora biofilma u odnosu na uzrocnike

C. albicans NAC S. cerevisiae pt

N % N % N %
NY 36 37,9 17 47,2 3 42,9 0,622
AMB 87 91,6 22 61,1 5 71,4 <0,001
FCY 89 93,7 31 86,1 6 85,7 0,362
ECN 76 80,0 31 86,1 6 85,7 0,684
KCA 79 83,2 30 83,3 4 57,1 0,294
CLO 73 76,8 17 47,2 1 14,3 <0,001
MIC 86 90,5 27 75,0 2 28,6 <0,001
ITR 73 76,8 22 61,1 0 0,0 <0,001
VOR 80 84,2 32 88,9 5 7,4 0,511
FLU 73 76,8 27 75,0 6 85,7 0,013

! — Hi-kvadrat test. NY-Nistatin, AMB-Amfotericin B, FCY-Flucitozin, ECN-Ekonazol, KCA-Ketokonazol, CLO-
Klotrimazol, MIC-Mikonazol, ITR -ltrakonazol, VOR-Vorikonazol, FLU-Flukonazol

I medu produktorima biofilma su sojevi C. albicans bili najsenzitivniji pri ¢emu su od
njih statisticki znac¢ajno slabije osetljivi bili NAC produktori i to prema AMB (p<0,001), CLO
(p=0,002) i MIC (p=0,043) i produktori biofilma vrste S. cerevisiae na CLO (p=0,002) i ITR
(p<0,001). Izmedu sojeva NAC vrsta i S. cerevisiae sa sposobno$¢u produkcije biofilma

utvrdena je statisticki znacajna razlika u osetljivosti prema ITR (p=0,011).

4.6. HEMIJSKI SASTAV ETARSKOG ULJA

Primenom GC/MS analize sastava komercijalno dostupnog EUMO je identifikovano
ukupno 39 sastojaka koji su Cinili 99,8% ukupnih povrsina pikova u GC hromatogramu
(Grafikon 11). Terpenoidi su imali najve¢i udeo medu komponentama etarskog ulja, sa

oksigenovanim monoterpenima kao najzastupljenijom klasom (61,4%).
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Grafikon 11. Ukupni jonski hromatogram (TI1C) uzorka etarskog ulja biljne vrste Melissa

Uz oksigenovane monoterpene,

seskviterpenskih

ugljovodonika

(29,9%),

etarsko ulje je sadrzalo

officinalis

sastoj

oksigenovanih

seskviterpena

ke iz klase

(4,0%) i

monoterpenskih ugljovodonika (2,3%). Glavni sastojci ulja su bili geranial (31,0%), neral
(19,7%), (E)-kariofilen (19,4%), ¢ije su strukture prikazane na slici 22.

H
AN X0
N -
o :
H

Geranial

Neral

LN

(E)-Kariofilen

Slika 22. Glavni identifikovani sastojci etarskog ulja

Pored pomenutih glavnih sastojaka, u relativnom procentu vecem od 1% su bili

identifikovani i germakren D (5,3%), citronelal (4,6%), kariofilen-oksid (3,5%), 6-metil-5-
hepten-2-on (2,2%), geranil-acetat (2,0%), a-humulen (1,4%), linalol (1,3%), &-kadinen
(1,3%), a-kopaen (1,2%), (E)-p-ocimen (1,2%) i metil-citronelat (1,1%). Hemijski sastav
EUMO je prikazan na tabeli 7.
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Tabela 7. Hemijski sastav etarskog ulja biljne vrste Melissa officinalis

No? RIP
1 926
2 934
3 974
4 979
5 989
6 993
7 1008
8 1028
9 1028
10 1033
11 1039
12 1049
13 1061
14 1105
15 1114
16 1156
17 1165
18 1179
19 1186
20 1245
21 1263
22 1274
23 1327
24 1367
25 1378
26 1386
27 1392
28 1409
29 1425
30 1458
31 1481
32 1486
33 1497
34 1504
35 1510
36 1519
37 1527
38 1590
39 1662

RI°

924

932

969

974

981

988

1001
1020
1024
1026
1032
1044
1054
1095
1106
1148
1158
1172
1177
1235
1257
1264
1322
1359
1374
1379
1387
1408
1417
1452
1478
1487
1500
1500
1505
1513
1522
1582
1652

Sastojak

a-Tujen
a-Pinen
Sabinen
B-Pinen

6-Metil-5-hepten-2-on

Mircen

(3E)-Heks-3-en-1-il-acetat

p-Cimen
Limonen
1,8-Sineol
(2)-B-Ocimen
(E)-p-Ocimen
y-Terpinen
Linalol
cis-Ruza-oksid
Citronelal
trans-Pinokamfon
cis- Pinokamfon
(E)-Izocitral
Neral
Metil-citronelat
Geranial
Metil-geranat
Neril-acetat
a-Kopaen
Geranil-acetat
B-Kubeben
(2)-Kariofilen
(E)-Kariofilen
a-Humulen
y-Murolen
Germakren D
Biciklogermakren
a-Murolen
(E,E)-a-Farnezen
v-Kadinen
d-Kadinen
Kariofilen-oksid
a-Kadinol

Ukupno identifikovano
Monoterpenoidi (ugljovodonici): 1-4, 6, 8, 9, 11-13
Monoterpenoidi (oksigenovani): 10, 14-24, 26

Seskviterpenoidi (ugljovodonici): 25, 27-37
Seskviterpenoidi (oksigenovani): 38, 39

Ostali: 5, 7

[%]°

tr
0,2
tr
tr
2,2
tr
tr
tr
0,9
tr
tr
1,2
tr
1,3
tr
4,6
tr
0,6
0,4
19,7
1,1
31,0
0,7
tr
1,2
2,0
tr
tr
19,4
1,4
tr
5,3
0,6
tr
0,4
0,3
1,3
3,5
0,5
99,8
2,3
61,4
29,9
4,0
2,2

ID®

RI, MS
RI, MS, Co-I
RI, MS
RI, MS, Co-I
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS, Co-I
RI, MS, Co-I
RI, MS
RI, MS
RI, MS, Co-I
RI, MS, Co-I
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS, Co-I
RI, MS
RI, MS, Co-I
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
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2 Redni broj sastojaka po redosledu eluiranja sa GC kolone; ® RI = eksperimentalno odredeni
retencioni indeksi na HP-5MS koloni koinjekcijom homologe serije n-alkana; ¢ Rl = odgovarajuci
literaturni retencioni indeksi (Adams, 2007); ¢ tr = trag (< 0.05%); ¢ ID = Identifikacija; MS =
identitet jedinjenja je potvrden poredenjem njihovih masenih spektara sa spektrima iz Wiley 6, Nist
02, MassFinder 2.3, RI = identitet jedinjenja je potvrden poredenjem izracunatih retencionih
indeksa sa literaturnim vrednostima (Adams, 2007), Co-l = identitet jedinjenja je potvrden
koinjekcijom etarskog ulja sa odgovarajucim standardom

4.7. ISPITIVANJE OSETLJIVOSTI ODABRANIH IZOLATA PREMA
ANTIMIKOTICIMA | ETARSKOM ULJU MELISSA OFFICINALIS
PRIMENOM BUJON MIKRODILUCIONE METODE

Pored komercijalnog ISYP testa, osetljivost sojeva je ispitana i primenom bujon

mikrodilucione metode. Ovo ispitivanje je uradeno na planktonskim ¢elijama 60 izolata, koji

su odabrani na osnovu sposobnosti produkcije biofilma (prethodno utvrdenih metodom po

Stepanovicu) kao 1 najvisih stopa rezistencije (utvrdenih ISYP testom). Osetljivost odabranih

sojeva (19 C. albicans, 35 sojeva NAC vrsta - 19 C. krusei, 15 C. glabrata i jedan C. kefyr, kao

i Sest sojeva S. cerevisiae) sumirana je u tabeli 8.

Tabela 8. Rezultati osetljivosti odabranih izolata primenom mikrodilucione antimikogram

metode

br Vrsta Kategorizacija | NY CLO FLU FEN EUMO
kvasnica produkcije MIK MIK MIK MIK MIK

biofilma (nug/ml) | (ng/ml) | (ug/ml) | (ug/ml) | (mg/ml)
1 | C. albicans JPBF 4 0,063 >64* >64 1,25
2 | C. albicans JPBF 8 0,5 >64 >64 0,63
3 | C. albicans JPBF 8 0,25 >64 >64 0,63
4 | C. albicans JPBF 8 0,5 >64 >64 0,63
5 | C. albicans JPBF 8 0,5 64 64 0,63
6 | C. albicans JPBF 8 0,5 >64 64 0,31
7 || C. albicans JPBF 8 0,5 >64* >64 0,16
8 | C. albicans JPBF 4 0,5 >64 >64 0,31
9 | C. albicans UPBF 8 0,5 >64 64 0,63
10 | C. albicans UPBF 8 1 >64 >64 0,16
11 | C. albicans UPBF 8 0,5 >64 >64 0,16
12 | C. albicans UPBF 8 0,5 >64 >64 0,31
13 || C. albicans UPBF 8 1 64 64 0,63
14 | C. albicans SPBF 8 0,25 >64 >64 0,63
15 | C. albicans SPBF 8 0,5 32 64 0,31
16 | C. albicans SPBF 2 0,5 >64 >64 0,16
17 | C. albicans SPBF 4 1 >64 >64 0,31
18 | C. albicans SPBF 4 1 >64 >64 0,63
19 | C. albicans SPBF 16 1 64 64 0,63
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Tabela 8. Rezultati osetljivosti odabranih izolata primenom mikrodilucione antimikogram

metode (nastavak)

20 | C. glabrata JPBF 4 0,063 4 0,5 1,25
21 | C. glabrata JPBF 8 0,25 4 1 1,25
22 | C.glabrata UPBF 8 8 64 64 1,25
23 | C. glabrata UPBF 8 8 64 64 1,25
24 | C. glabrata UPBF 4 2 8 2 1,25
25 | C. glabrata UPBF 4 2 32 2 1,25
26 | C. glabrata UPBF 8 1 16 16 1,25
27 | C. glabrata UPBF 4 0,125 16 1 1,25
28 | C. glabrata UPBF 4 0,125 4 1 1,25
29 | C. glabrata UPBF 8 0,125 2 1 2,5
30 | C. glabrata SPBF 4 1 16 2 1,25
31 | C. glabrata SPBF 4 0,125 32 1 1,25
32 | C. glabrata SPBF 4 2 64 8 1,25
33 | C. glabrata SPBF 8 0,5 8 2 1,25
34 | C. glabrata SPBF 8 0,25 8 1 0,63
35 | C. kefyr UPBF 2 0,063 >64 >64 0,31
36 | C. krusei SPBF 8 0,25 32 2 0,63
37 | C. krusei SPBF 8 0,25 64 64 0,31
38 | C. krusei NPBF 8 0,25 64 64 0,63
39 | C. krusei NPBF 8 0,25 64 16 0,63
40 | C. krusei NPBF 4 0,25 >64 >64 0,63
41 | C. krusei NPBF 4 0,125 64 64 0,31
42 | C. krusei NPBF 8 0,125 64 64 0,31
43 | C. krusei NPBF 8 0,25 64 64 0,63
44 | C. krusei NPBF 8 0,25 64 64 0,31
45 | C. krusei NPBF 8 0,25 64 32 0,63
46 | C. krusei NPBF 8 0,5 >64 2 0,31
47 | C. krusei NPBF 16 0,5 64 32 0,31
48 | C. krusei NPBF 16 0,5 >64 64 0,63
49 | C. krusei NPBF 8 0,25 64 2 0,31
50 | C. krusei NPBF 16 0,25 64 64 0,31
51 | C. krusei NPBF 8 0,25 64 32 0,63
52 | C. krusei NPBF 4 0,125 64 4 0,31
53 | C. krusei NPBF 4 0,25 64 64 0,63
54 | C. krusei NPBF 8 0,25 64 64 0,63
55 | S. cerevisiae UPBF 4 0,125 2 0,5 0,16
56 | S. cerevisiae UPBF 4 0,125 4 1 0,16
57 | S. cerevisiae UPBF 4 0,25 8 1 0,16
58 | S. cerevisiae UPBF 8 0,125 2 1 0,31
59 | S. cerevisiae SPBF 8 0,125 4 1 0,16
60 | S. cerevisiae SPBF 4 0,5 8 1 0,31

*za sojeve je naknadno radena mikrodilucinona metoda sa vec¢im pocetnim koncentracijama FLU nakon cega je

utvrdeno da su vrednosti MIK = 128 ug/ml. NY-Nistatin, CLO-Klotrimazol, FLU-Flukonazol, FEN-

Fentikonazol. EUMO-etarsko ulje biljke Melissa officinalis, JPBF-jaki produktori biofilma, UPBF-umereni

produktori biofilma, SPBF-slabi produktori biofilma, NPBF-neprodukujuci sojevi
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Prema Klasifikaciji antimikrobne osetljivosti CLSI dokumenta M27-A3, koja se
uglavnom koristi kako za sistemske infekcije tako i za infekcije sluzokoza [188], izolati vrsta
roda Candida svrstavaju se u osetljive na FLU ukoliko je vrednost MIK <8 pg/ml, u kategoriju
DZO sa MIK vrednostima od 16-32 pg/ml, i rezistentne ukoliko ove vrednosti iznose >64
pg/ml. Prema ovim Kriterijumima, rezultati naseg istrazivanja su pokazali da je 18/19 (94,73%)
sojeva C. albicans i 22/35 (62,86%) sojeva NAC vrsta bilo otporno na FLU, dok su svi izolati
S. cerevisiae bili osetljivi na ovaj antimikotik. Medu izolatima NAC vrsta, 94,73% sojeva C.
krusei, kao i jedini ispitivani soj C. kefyr su bili otporni na FLU, dok je skoro polovina sojeva
C. glabrata (7/15; 46,67%) bila osetljiva na ovaj antimikotik.

S obzirom na to da ne postoje zvani¢ne smernice za grani¢ne vrednosti MIK za CLO,
u naSem istrazivanju su usvojeni Kriterijumi koje su predlozili Richter i saradnici [144], a prema
kojima su sojevi sa MIK >1 pg/ml za CLO kategorisani kao rezistentni. Analizirajuci
efikasnost ovog antimikotika uoceno je da su svi testirani sojevi C. albicans i S. cerevisiae bili
osetljivi na CLO, dok je medu NAC vrstama niza osetljivost dokazana kod 5/35 (14,29%) ovih
sojeva, pri ¢emu su svi rezistentni sojevi pripadali vrsti C. glabrata.

Iako CLSI i EUCAST smernice ne sadrze definisane grani¢ne vrednosti MIK za NY,
neki autori su predlozili da se vulvovaginalni izolati kvasnica mogu smatrati osetljivim ukoliko
su minimalne koncentracije lokalno aplikovanog NY koje inhibiraju njihov rast <1 pg/ml [144,
190]. Shodno tome, svi odabrani sojevi u ovoj studiji bili su otporni na ovaj antigljivi¢ni agens.

Fentikonazol predstavlja antimikotik iz grupe imidazola za koji ne postoje grani¢ne
vrednosti, kako u zvani¢nim smernicama tako ni u nau¢nim publikacijama. Na osnovu
utvrdenih MIK, sojevi C. albicans su se pokazali kao najrezistentniji na ovaj antigljivi¢ni lek
jer su ove koncentracije za sve sojeve iznosile >64 ug/ml. Vrednosti MIK ovog antimikotika
su u slu¢aju NAC vrsta bile varijabilne i kretale su se izmedu 0,5->64 ug/ml, dok su kod svih
ispitivanih izolata S. cerevisiae, koji su se pokazali kao najsenzitivniji na FEN, ove vrednosti
iznosile <1 pg/ml. Minimalna koncentracija koja je inhibirala porast jedinog soja C. kefyr je
bila >64 pg/ml, dok je vrednost MIK za 11 (57,89%) sojeva C. krusei iznosila >64 pug/ml, a za
preostalih 8 (42,11%) izmedu 2 1 32 pg/ml. Sa druge strane, za ¢ak 11 (73,33%) sojeva vrste
C. glabrata MIK za FEN su bile <2 pg/ml,

Kada je u pitanju EUMO, MIK ovog etarskog ulja za sve ispitivane sojeve su iznosile
izmedu 0,16 mg/ml i 2,5 mg/ml, pri cemu su ove vrednosti za sojeve C. albicans bile 0,16-1,25
mg/ml, za izolate NAC vrsta 0,31-2,5 mg/ml, dok su najnize bile za sojeve S. cerevisiae i
kretale su se izmedu 0,16-0,31 mg/ml. Kao najotporniji su se pokazali sojevi vrste C. glabrata

sa MIK vrednos¢éu EUMO za najotporniji soj od 2,5 mg/ml, zatim od 1,25 mg/ml za 13
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(86,67%) izolata, dok je za najsenzitivniji soj iznosila 0,63 mg/ml. Minimalna inhibitorna
koncentracija ispitivanog etarskog ulja za samo jedan soj C. albicans je iznosila 1,25 mg/ml,
dok su koncentracije EUMO koje su inhibirale rast vec¢ine sojeva ove vrste (9; 47,37%), bile
0,63 mg/ml i niZe za preostale sojeve. Koncentracija koja je inhibirala rast soja C. kefyr iznosila
je 0,31 mg/ml. U slucaju C. krusei, minimalne koncentracije EUMO za inhibiciju rasta sojeva
ove vrste iznosile su 0,63 mg/ml za 10 (52,63%) i 0,31 mg/ml za 9 (47,37%) ispitivanih izolata.
Vrednost MIK EUMO za dva soja S. cerevisiae je iznosila 0,31 mg/ml, a za preostala Cetiri
0,16 mg/ml.

4.8. ISPITIVANJE EFEKTA NISTATINA, FLUKONAZOLA |
ETARSKOG ULJA BILJKE MELISSA OFFICINALIS NA
FORMIRANI BIOFILM

Antibiofilm efekti NY, FLU i EUMO su testirani na po Cetiri soja vrsta C. albicans
(Cal, Ca2, Ca3, Ca4, koji su redom odgovarali brojevima 1, 5, 7 i 13 u tabeli 8) i C. glabrata
(Cg1, Cg2, Cg3, Cg4, koji su redom odgovarali brojevima 22, 23, 25 i 26 u tabeli 8). Utvrdeno
je da je FLU imao veoma slab efekat na redukciju zrelog biofilma ispitivanih sojeva, pri ¢emu
je kod mnogih, suprotno oc¢ekivanom, nakon tretiranja ovim agensom zabelezena povecana

produkcija biofilma (Grafikon 12).
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Grafikon 12. Antibiofilm efekat flukonazola na odabrane sojeve vrsta C. albicans (Cal, Ca2,
Ca3, Cad) i C. glabrata (Cgl, Cg2, Cg3, Cg4); MIK- minimalna inhibitorna koncentracija;
*statisticka znacajnost p<0,05
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Na osnovu dobijenih rezultata se ne moze uociti pravilnost u dejstvu FLU na zreo
biofilm u odnosu na njegovu koncentraciju, a efekat razli¢itih koncentracija se razlikovao medu
sojevima. Najizrazeniji efekat ovog antimikotika zabelezen je kod sojeva Ca3 i Cal, dok je
najslabiji efekat zabeleZen kod sojeva Ca2 i Cgl, pri cemu je masa zrelog biofilma soja Cgl
pri duplo ve¢im koncentracjama od MIK FLU za planktonske ¢elije bila ¢ak za 48,8% veca od
odgovarajuc¢e kontrole. Iako efikasan u slucajevima dva navedena soja (smanjenjem mase
zrelog biofilma do 43,39% za soj Cal i 66,76% za soj Ca3), pravilnost zavisnosti dejstva FLU
na zreo biofilm u odnosu na njegovu koncentraciju je zabelezena samo kod soja Ca3.

Posmatrajuéi efekat NY uoceno je da je, u odnosu na FLU, ovaj antimikotik mnogo
efikasnije delovao na redukciju zrelog biofilma, do ¢ak 82,97% u slu¢aju soja Ca3. Nistatin je,
pored navedenog, slicno dejstvo imao na biofilmove sojeva Cal i Ca4. Sa druge strane, najveca
tolerancija prema ovom antimikotiku je zabelezena kod sojeva Cgl, Cg2 i Cg3. Uz to je u
sluaju soja Cg3 uocena i promocija rasta biofilma, gde je u prisustvu najvece testirane
koncentracije (2 x MIK) masa zrelog biofilma bila uvecana za 20,21% u odnosu na kontrolu.
Medutim, treba naglasiti da su dve nize koncentracije efektivno redukovale masu biofilma i to
MIK za 39,46% a MIK/2 za 40,19%. Pravilnost zavisnosti dejstva NY na zreo biofilm u odnosu
na njegovu koncentraciju uocena je samo kod sojeva C. albicans (Cal, Ca2, Ca3 i Ca4), dok

ova pravilnost nije postojala u slu¢aju NAC sojeva (Grafikon 13).
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Grafikon 13. Antibiofilm efekat nistatina na odabrane sojeve vrsta C. albicans (Cal, Ca2,
Ca3, Cad) i C. glabrata (Cgl, Cg2, Cg3, Cg4); MIK- minimalna inhibitorna koncentracija;
*statisticka znacajnost p<0,05
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Etarsko ulje biljke Melissa officinalis je pokazalo znac¢ajnu redukciju zrelog biofilma i
to u rasponu od 18,24-95,36%, uz najizraZenije dejstvo na soj Cal. Veca apsorbanca (koja je
proporcionalna masi zrelog biofilma) u odnosu na kontrolu je izmerena samo kod soja Cg4.
Ovo povecanje je iznosilo 18,76% i detektovano je u slucaju dejstva koncentracije MIK/2
EUMO na ve¢ formirani biofilm. Pravilnost zavisnosti dejstva EUMO na zreo biofilm u odnosu

na njegovu koncentraciju uocena je kod sojeva Cg3, Ca2 i Ca4 (Grafikon 14).
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Grafikon 14. Antibiofilm efekat etarskog ulja Melissa officinalis na odabrane sojeve vrsta C.
albicans (Cal, Ca2, Ca3, Ca4) i C. glabrata (Cgl, Cg2, Cg3, Cg4); MIK- minimalna
inhibitorna koncentracija,; *statisticka znacajnost p<0,05
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4.9. TIPOVI INTERAKCIJA ETARSKOG ULJA MELISSA
OFFICINALIS U KOMBINACIJI SA FLUKONAZOLOM I
NISTATINOM NA FORMIRANI BIOFILM

S obzirom na ustanovljen efekat EUMO na zreo biofilm, u cilju istrazivanja
potencijalnog kori§¢enja navedenog etarskog ulja kao podrske antigljivi¢noj terapiji, ponaosob
su ispitivani kombinovani efekti EUMO sa FLU i NY na biofilmove sojeva C. albicans
(Grafikon 15) i C. glabrata (Grafikon 16). Rezultati Bliss analize su pokazali da je pri dejstvu
kombinacije EUMO i FLU sinergisti¢ki efekat ovih supstanci uo¢en kod 3/8 (37,5%), dok je
sinergisti¢ki efekat u slucaju kombinacije EUMO i NY zabelezen kod 2/8 (25%) sojeva. Na
formirane biofilmove izloZene kombinovanom dejstvu EUMO 1 FLU utvrdeni su sinergisti¢ki
efekti pri koncentracijama EUMO od 2 x MIK, MIK i MIK/2 kao i pri svim testiranim
koncentracijama FLU kod sojeva Ca2 i Cg4. Sa druge strane, u slucaju soja Cg3, sinergizam
je bio prisutan samo pri kombinacijama koncentracija od 2 x MIK i MIK za EUMO i najnize
testirane koncentracije FLU. Razmatrajuc¢i kombinaciju NY sa EUMO, rezultati su ukazali na
sinergizam ovih supstanci samo kod dva soja (Ca2 i Cg4), pri Cemu je ova vrsta interakcije
uoCena za kombinacije agenasa u koncentracijama 2 x MIK i MIK za NY pri svim
koncentracijama EUMO u slu¢aju soja Ca2, kao i MIK/4 i nizih koncentracija za NY u
kombinaciji sa skoro svim koncentracijama EUMO u slucaju soja Cg4.

Pored sinergizma, u nekim sluc¢ajevima je ustanovljen i antagonisticki efekat ispitivanih
supstanci koji je bio izrazeniji pri kombinovanom dejstvu EUMO 1 FLU, mada takode
nezanemarljiv i kod druge ispitivane kombinacije. Cak i kod sojeva gde je zabeleZena
sinergisticka interakcija, ispitivani agensi su u pojedinim koncentacijama imali suprotan efekat.
Najizrazeniji antagonizam je ustanovljen kod sojeva Cal, Ca4, Cg2 i Cg3. Kod svih navedenih
sojeva osim Cg2, ovaj efekat je bio prisutan pri dejstvu EUMO u koncentracijama MIK/2 i
nizim u kombinaciji sa svim testiranim koncentracijama FLU. U slu€aju soja Cg2, antagonizam
je bio znacajno uocljiv s obzirom na to da je detektovan pri svim kombinacijama FLU i EUMO.
Kombinovana primena NY i EUMO je kod vecine sojeva (Cal, Ca2, Ca3, Ca4, Cgl i Cg3)
takode imala antagonisti¢ki efekat ispoljen pri dejstvu niZih koncentracija oba agensa i to

MIK/2 i nizim za EUMO i MIK/4 i nizim za NY.
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Grafikon 15. Tipovi interakcije etarskog ulja biljke Melissa officinalis (EUMO) u
kombinaciji sa flukonazolom (FLU) i nistatinom (NY) na formirane biofilmove sojeva
C. albicans (Cal, Ca2, Ca3, Ca4)
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Grafikon 16. Tipovi interakcije etarskog ulja biljke Melissa officinalis (EUMO) u
kombinaciji sa flukonazolom (FLU) i nistatinom (NY) na formirane biofilmove sojeva
C. glabrata (Cg1, Cg2, Cg3, Cg4)
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5 DISKUSIJA

5.1. UZROCNICI GENITALNE GLJIVICNE INFEKCIJE ZENA

Vulvovaginalna kandidoza predstavlja jednu od najces¢ih infekcija sluzokoze
reproduktivnog trakta zena. lako se VVK uglavnom manifestuje u vidu akutnih sporadié¢nih
epizoda, kod 8-10% zena se ova infekcija moze ponoviti najmanje 3-4 puta godi$nje kada se
definiSe kao RVVK. Ve¢ je dugo poznata Cinjenica da je dominantni uzro¢nik genitalnih
gljivi¢nih infekcija vrsta C. albicans, ali se sve ¢eS¢e kao uzroénici ovih infekcija beleze i NAC
vrste, posebno kod tezih, rekuretnih formi [191]. Na znacaj zastupljenosti NAC sojeva kao
uzro¢nika hroni¢nog oblika VVK ukazuju i rezultati jedne americke studije gde je istaknuto da
je udeo ovih vrsta kao izaziva¢a VVK dostigao ¢ak 50% [192].

U mnogim studijama je kao najucestaliji uzroénik VVK medu NAC vrstama utvrdena
C. glabrata, za kojom su rede ili ¢e$¢e bili zastupljeni sojevi C. krusei, C. parapsilosis, C.
tropicalis, C. lusitaniae, C. dubliniensis i C. guilliermondii, dok su druge vrste identifikovane
u veoma malom procentu [144, 193-195]. U studiji sprovedenoj na nasem podrucju od strane
Ignjatovi¢ i saradnika ustanovljeno je da je prevalencija RVVK izazvane NAC vrstama od
utvrdenih 5% krajem proslog veka sada signifikantno poviSena na ¢ak 26%. U ovoj studiji je
kao najprevalentniji uzroénik RVVK utvrdena vrsta C. albicans sa udelom od 74%, za kojom
su sledile vrste C. glabrata (14%) i C. krusei (6%) [3].
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Usled ranije dominacije C. albicans kao uzro¢nika VVK, kao i ¢injenice da su simptomi
vaginitisa izazvanog NAC vrstama Cesto blazeg inteziteta U odnosu na simptome izazvane C.
albicans, dugo se verovalo da ovi sojevi nemaju sposobnost izazivanja infekcija distalnih
delova reproduktivnog trakta Zena [196]. Medutim, danasnja iskustva su drugacija jer se smatra
da je preterana upotreba empirijski propisivanih derivata azola dovela do selekcije sojeva
rezistentnih na ove antimikotike, sto moze dodatno komplikovati tretman VVK izazvane NAC
vrstama [19, 197-199]. Zbog toga je za izleCenje ove infekcije Cesto potrebno prolongirano
ordiniranje antigljivicne terapije, uz primenu alternativnih tretmana poput vaginalnih
supozitorija sa bornom kiselinom [200, 201]. S obzirom na nizu terapijsku efikasnost
antigljiviénih lekova, nije neocekivano da nedavna istrazivanja ukazuju na povecanu stopu
incidencije VVK, kao i RVVK izazvanih NAC vrstama [202, 203]. Medutim, ova zapaZanja
treba razmatrati sa oprezom, jer simptomi VVK mogu biti sli¢ni simptomima drugih infekcija
distalnog reproduktivnog trakta, a pored toga je i razlikovanje kolonizacije od infekcije nekada
veoma teSko. Nedavna istrazivanja na Zivotinjskim modelima pokazala su da zbog nedostataka
odgovarajucih faktora virulencije izolati NAC vrsta nisu u stanju da izazovu zapaljenje
vaginalne sluzokoze kao $to je to slucaj sa sojevima C. albicans [204, 205]. Medutim, treba
naglasiti da je vaginalna infekcija navedenih zivotinjskih modela prouzrokovana vestacki
izazvanim hormonskim stimulansima tako da na osnovu ovih istrazivanja nije moguce utvrditi
tacnu ulogu NAC vrsta u patogenezi vaginalnih infekcija. Takode, ovi rezultati nisu u skladu
sa iskustvom iz prakse jer se belezi veoma velika ucCestalost vaginitisa izazvanih NAC
sojevima, posebno vrstom C. glabrata [192]. Sve navedeno ide u prilog tome da postoji
znacajna heterogenost, kako u faktorima virulencije i metaboli¢ckim putevima medu razli¢itim
klinickim izolatima, tako i u osetljivosti sluzokoze na kvasnice, §to bi moglo doprineti
pojasnjenju povezanosti NAC izolata sa razvojem VVK.

U literaturi postoje dokazi da je, pored vrsta roda Candida, i kvasnica S. cerevisiae
takode potencijalni uzro¢nik vulvovaginalnih infekcija, mada stavovi po ovom pitanju jo§ uvek
nisu usaglaseni. Naime, ve¢ je utvrdeno da su kvasnice deo normalne flore vagine mnogih Zena
kada nisu prisutne u velikom broju, a ustanovljeno je i da se one ¢esto nalaze i u njihovom
digestivnhom traktu [206]. S obzirom na to da je S. cerevisiae, tacnije njegova podvrsta S.
boulardii, sastavni deo mnogih probiotika, prisustvo ove kvasnice u vaginalnoj flori moglo bi
se objasniti i na ovaj nac¢in. U studiji iz 2020. godine sprovedenoj u Francuskoj prvi put je
primenom molekularnin metoda u vaginalnim uzorcima dokazano prisustvo sojeva
Saccharomyces spp. iz probiotika nakon njegove oralne administracije [30]. U nekim studijama

novijeg datuma navodi se da bi se probiotici na bazi ove kvasnice mogli uspesno koristiti i u
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terapiji vaginalnih infekcija i to bakterijske vaginoze ili vaginalne kandidoze [207]. Utvrdeno
je da S. cerevisiae sprecava prelazak C. albicans iz forme kvasnice u hifalnu formu, sto je jedna
od klju¢nih karika njene virulentnosti [94]. Za razliku od ovih stavova neki autori ipak smatraju
da S. cerevisiae moze biti odgovoran za razvoj genitalnih infekcija zena na isti nacin kao i
gljive roda Candida, jer su i ove kvasnice deo mikrobiote na vaginalnoj mukozi. U studiji iz
2011. godine sprovedenoj u Gr¢koj iz vaginalnih briseva 262 Zene izolovano je 16 sojeva S.
cerevisiae, pri ¢emu je utvrdeno da su svi bili rezistentni na FLU i ITR [208]. Uoceno je i da
se infekcije izazvane ovom vrstom klini¢ki ne razlikuju od VVK, kao i da je porast ove
kvasnice na standardnim hranljivim podlogama veoma slican porastu gljiva roda Candida, §to
dodatno moze otezati etioloSku dijagnozu i sprovodenje adekvatnog tretmana [209].

Upravo zbog razliCitog trenda rezistencije razlicitih vrsta kvasnica, diferencijacija ovih
mikroorganizama je veoma vazna. Ovoj temi je danas posveCena velika paznja jer
konvencionalne metode identifikacije gljiva zasnovane na ispitivanju morfoloskih i fenotipskih
karakteristika odavno vise nisu dovoljne da obuhvate sve, danas ve¢ poznate, mikroorganizme
sposobne da izazovu infekcije, posebno kod imunokompromitovanih domacina. Nedavno
usvajanje identifikacije gljiva na osnovu molekularnih istrazivanja dovelo je do opseznih
promena u njihovoj nomenklaturi i taksonomiji. Nakon vrSenja genotipskih poredenja,
baziranih na detaljnim filogentskim analizama, mnoge vrste su detektovane kao nove, neke od
njih su revidirane u smislu premestanja u druge rodove, dok su u Klasifikaciju uvedeni i novi
rodovi [26].

U cilju izbegavanja stalnih i ponekad nepotrebnih revizija nomenklature, radne grupe i
komiteti osnovani pod pokroviteljstvom Medunarodne komisije za taksonomiju gljiva
(International Commission on the Taxonomy of Fungi — ICTF) i Odbora za nomenklaturu gljiva
(Nomenclature Committee for Fungi — NCF) su predlozili liste zadrzanih (zasticenih) i
odbacenih naziva za kljucne vrste/rodove, pri ¢emu su prihvacene samo definitivne promene
[26]. Trenutno ne postoji jedinstven izvor koji obuhvata sve nomenklaturne promene
predloZene za gljive od medicinskog znacaja, s obzirom na to da su ove promene veoma
dinami¢ne 1 kontinuirano se objavljuju U relevantnim naucnim publikacijama. Ipak,
Medunarodna organizacija za nomenklaturu algi, gljiva i biljaka (International Code of
Nomenclature for algae, fungi, and plants — ICN) je dala smernice da sve prihvac¢ene korekcije
budu registrovane u priznatim online bibliotekama medu kojima se izdvajaju MycoBank

(http://www.mycobank.org/) i Index Fungorum (http://www.indexfungorum.org).
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Pomenute nove klasifikacije i taksonomija kvasnica znacajno komplikuju razmatranje
zastupljenosti pojedinih vrsta kvasnica u nastanku vaginalnih infekcija. Nakon sprovedenih
revizija, vazno je ista¢i da trenutna nomenklatura vise ne svrstava neke vrlo znacajne vrste u
rod Candida, pa se tako C. glabrata u novije vreme pominje kao Nakaseomyces glabrata, a C.
krusei kao Pichia kudriavzevii [26]. Neki autori smatraju da su ove dve vrste iskljucene iz roda
Candida jer su, izmedu ostalog, manje virulentne za zdrave, imunokompetentne zene [210].
Takode, skrec¢e se paznja da je C. glabrata genetski srodnik roda Saccharomyces i da je
generalno precenjena kao vaginalni patogen, jer je skoro uvek kolonizator, posebno kod Zena
u peri/postmenopauzi [133]. Pored ispitivanja patogenosti, istraziva¢i smatraju da ova
revidirana taksonomija bolje korelira i sa profilima otpornosti odredenih patogena [211, 212].
Tako se, na primer, urodena rezistencija vrste Pichia kudriavzevii (C. krusei) na FLU i FCY
obi¢no ne uocava kod patogenih vrsta roda Candida, ali je karakteristika svih vrsta koje
pripadaju rodu Pichia [26, 212]. Zbog toga se veruje da je revidiranje ovih klasifikacija korisno
1 za klinicare u cilju sprovodenja adekvatnog tretmana. Pored navedenih, neke od znacajnijih
novoklasifikovanih vrsta identifikovanih i u ovom istrazivanju su C. kefyr (Kluyveromyces
marxianus), C. lusitaniae (Clavispora lusitaniae) i C. norvengensis (Pichia norvengensis).

Ipak, u medicinskoj mikologiji se smatra da bi nova nomenklatura dovela do velike
zabune po pitanju interpretacije rezultata mikoloskih analiza. Shodno tome, jedan od predloga
je da se vrste jos uvek oznacavaju po prethodnoj klasifikaciji tako da se u mnogim
istrazivanjima sve pomenute vrste i dalje navode kao predstavnici roda Candida, $to se odnosi
i na ovu studiju.

S obzirom na ¢injenicu da se joS uvek razmatra viruletnost NAC vrsta, kao 1 kvasnica
roda Saccharomyces, ova studija je obuhvatila ispitivanje 300 odabranih sojeva i to 150 vrste
C. albicans i 150 sojeva ne-albicans kvasnica. U grupi NAC izolata najveéi procenat (76%) su
Cinile vrste C. glabrata (Nakaseomyces glabrata) i C. krusei (Pichia kudriavzevii), za kojima
sledi C. kefyr (Kluyveromyces marxianus-16,9%), dok su vrste C. parapsilosis, C. lusitaniae
(Clavispora lusitaniae) i C. norvengensis (Pichia norvengensis) zastupljene u znacajno
manjem procentu. Za svih 26 sojeva ne-Candida kvasnica je utvrdeno da pripadaju samo jednoj

vrsti — S. cerevisiae.
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5.2. DIJAGNOSTICKE METODE I KOMPARATIVNA ANALIZA
KOMERCIJALNOG TESTA SA REFERENTNIM STANDARDOM

Dijagnostika VVVK se u rutinskom radu uglavnom postavlja primenom konvencionalnih
metoda koje podrazumevaju mikroskopsko ispitivanje i kultivaciju. lako je test germinacije od
pomo¢i pri diferenciranju C. albicans od NAC vrsta, a hromogeni medijum za identifikaciju
tri razliCite vrste kvasnica ovog roda (C. albicans, C. tropicalis i C. krusei), ova testiranja ipak
ne zadovoljavaju potrebe savremene dijagnostike jer ne omogucavaju identifikaciju velikog
broja NAC vrsta, kao i ne-Candida vrsta poput S. cerevisiae. U te svrhe se danas koriste testovi
kojima se ispituju biohemijske osobine kvasnica, masena spektrometrija ili molekularne
metode. U nasem istrazivanju kvasnice su identifikovane primenom MALDI TOF masene
spektrometrije, kao i komercijalnog ISYP testa. S obzirom na to da se MALDI TOF masena
spektrometrija smatra referentnim standardom za identifikaciju kvasnica, rezultati dobijeni
ISYP testom su validirani poredenjem sa ovom metodom. U slucaju indentifikacije vrste C.
albicans utvrdeno je potpuno slaganje navedenih metoda, dok su pri diferencijaciji NAC vrsta
rezultati bili veoma varijabilni, od zabeleZzenog potpunog slaganja za vrste C. kefyr, C. krusei,
C. lusitaniae i C. parapsilosis, do kompletnog odstupanja za vrste C. tropicalis i C.
zeynaloides. Podudarnost za vrstu C. glabrata je iznosila 87,30%, dok se identifikacija za
jedinu ne-Candida vrstu, S. cerevisiae, slagala u 86,70% slucajeva. Na osnovu izracunatih
Kohen kappa vrednosti ustanovljeno je savrSeno slaganje rezultata primenjenih testova za vrste
C. albicans i C. parapsilosis, skoro savrSeno slaganje za vrste C. glabrata, C. krusei i S.
cerevisiae, i umereno slaganje za vrste C. kefyr i C. lusitaniae.

Na osnovu ovih rezultata moze se konstatovati da je identifikacija sojeva primenom
ISYP testa bila veoma uspesna kada su u pitanju vrste koje su u istrazivanju bile zastupljene u
najvec¢em procentu. Ovo se pre svega odnosi na vrstu C. albicans, za kojom sledi C. krusei. Sa
druge strane, najverovatnije zbog veoma male ucestalosti, rezultati identifikacije vrsta C.
norvegensis i C. lusitaniae nisu bili zadovoljavaju¢i. Naime, C. norvegensis (Pichia
norvegensis) nije deo palete za identifikaciju ISYP testa, tako da su sva tri soja identifikovana
kao C. zeynaloides, a u slucaju C. lusitaniae (Clavispora lusitaniae) je utvrdeno slaganje za
jedan soj, dok su preostala dva primenom ISYP testa identifikovana kao C. tropicalis. Takode
je zanimljivo da nijedan soj medu 150 NAC izolata nije pripadao vrsti C. tropicalis koja je u
drugim istraZivanjima potvrdena kao uzroénik VVK [144, 192, 193, 213]. lzuzetak ove

konstatacije je vrsta C. parapsilosis za koju je slaganje primenjenih metoda, bez obzira na
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njenu malu ucestalost, bilo idealno. Za cetiri soja S. cerevisiae kod kojih je zabeleZeno
neslaganje primenom MALDI TOF masene spektrometrije je utvrdeno da pripadaju vrsti C.
kefyr, mada ovi rezultati nisu bili iznenadujuci s obzirom na to da navedene vrste imaju slican
biohemizam tako da ih je lako zameniti. Odredeni broj neslaganja bio je prisutan i kod druge
najzastupljenije vrste u ovom istrazivanju, odnosno C. glabrata, kada su primenom ISYP testa
identifikovani sojevi C. kefyr i C. krusei. Probleme sa identifikacijom vrste C. glabrata
primenom ISYP testa imali su i poljski istraziva¢i koji su, uporedujuéi rezultate ovog
komercijalnog testa sa referentnom PCR metodom, zabelezili poklapanje u samo 18 od 65
slucajeva (27,7%). U ovoj studiji je kao glavni problem navedeno razlaganje ksiloze i dulcitola
zbog cCega dobijeni kodovi nisu odgovarali nijednoj ponudenoj kvasnici po uputstvu
proizvodaca [214]. U naSem istraZzivanju je pri ispitivanju slicnog broja izolata (62/71 — 87,3%)
procenat poklapanja bio znatno veci, dok je za razliku od navedene studije razlog neslaganja
uglavnom bilo razlaganje maltoze. Jo§ svega tri istraZivanja su se bavila validacijom
identifikacije ISYP testa, poredivsi ga sa PCR metodama i API biohemijskim testovima. U
svim ovim studijama je potvrden relativno visok procenat poklapanja identifikacije za vrstu C.
albicans, dok su rezultati diferencijacije NAC vrsta bili veoma nezadovoljavajuéi. U studiji
koju su sproveli Barati i saradnici poklapanje rezultata za NAC vrste je iznosilo svega 11,2%,
pri cemu je kao glavni problem kod svih vrsta navedeno razlaganje dulcitola ¢ije bi
zanemarivanje pri formiranju identifikacionog koda omogucilo znac¢ajno vecu efikasnost ISYP
testa [215]. Bicmen i saradnici su u svom istrazivanju koje je obuhvatilo 116 izolata ustanovili
slaganje za 54 (46,6%), ali kao §to je ve¢ navedeno, uglavnom na racun vrste C. albicans, dok
je ovo podudaranje registrovano kod samo 3/56 (5,4%) sojeva NAC vrsta [119]. U studiji koja
se bavila identifikacijom 20 vaginalnih izolata kvasnica, slaganje ISYP testa sa PCR metodom
je zabelezeno kod svih sluc¢ajeva C. albicans (7/7-100%), dok je podudaranje za NAC sojeve
iznosilo 23,1% (3/13) [216]. Verovatno objasnjenje za znacajno bolju efikasnost ISYP testa u
nasem istrazivanju (po 86,7% uspesno identifikovanih NAC vrsta i S. cerevisiae) je da su u
sklopu identifikacije, pored biohemizma razmatrani i porast na hromogenoj podlozi, test
germinacije, kao i morfologija blastokonidija, sto je uticalo na to da ova neslaganja u zna¢ajnoj
meri budu redukovana. Cinjenica da je identifikacija kvasnica veoma znacajna radi
sprovodenja adekvatnog tretmana, posebno zbog sve ¢esce prisutne rezistencije prema Siroko
primenjivanim antigljiviénim lekovima, ukazuje na potrebu uvodenja skrining testova u cilju
brze diferencijacije ovih mikroorganizama. S obzirom na to da je utvrdeno zadovoljavajuce
slaganje dva primenjena testa u ovom istrazivanju, komercijalni ISYP test bi mogao biti

koriS¢en u rutinskom radu kao jednostavnija i ekonomski isplativa metoda, ali samo uz
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utvrdivanje morfoloskih karakteristika, kao i uz ispitivanje testa filamentacije u slucaju vrste

C. albicans.

5.3. PRODUKCIJA BIOFILMA KVASNICA UZROCNIKA
VULVOVAGINALNE KANDIDOZE

Smatra se da je RVVK posledica uticaja mnogih faktora koji mogu poticati od domacina

(genetska predispozicija, imunski i hormonalni status, Zivotne navike), neuravnotezenosti

vaginalnog mikrobioma, kao i od povecane virulentnosti uzro¢nika [217]. Pretpostavlja se da

je, pored adhezije i izbegavanja imunskog odgovora domacina, sposobnost produkcije biofilma

veoma vazan faktor virulencije kvasnica, §to je veoma znafajno za patogenezu infekcija

izazvanih ovim mikrooganizmima [176].

U literaturi se mogu naci razli¢iti podaci koji se odnose na produkciju biofilma

kvasnica. Primenom skeniraju¢eg elektronskog mikroskopa ustanovljeno je da se strukturne

varijacije ove ¢elijske zajednice razlikuju medu vrstama [218]. Sematski prikaz ovih razlika

ilustrovan je na slici 23.

Blastokonidija
Hifa
Pseudohifa
Pupljenje ¢elija
ECM

Ugljeni lndrati

Proteini

Candida albicans

Candida albicans

Candida albicans

Candida glabrata

Candida glabrata

Candida glabrata

Candida tropicalis

Candida tropicalis

Candida tropicalis

Rana faza
Candida parapsilosis

Intermedijarna
Candida parapsilosis faza

Maturacijai

Candida parapsilosiy d'*PC”‘Ja

Slika 23. Sematski prikaz formiranja biofilma vrsta C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis i
C. parapsilosis [prikazane su razlicite komponente kao i kapaciteti za proizvodnju
ekstracelularnog matriksa (ECM) i razlicite morfologije celija]

Na primer, C. albicans formira biofilm ¢iji se bazalni sloj sastoji od blastokonidija na

koji se nadovezuju hifalne formacije koje ¢ine gustu ¢elijsku mrezu okruZzenu ekstracelularnim

82



5 | DISKUSIA

matriksom. Suprotno, biofilm koji formira vrsta C. glabrata je znacajno tanji i sastoji se od
samo jednog ili par slojeva blastokonidija okruzenih ECM koji sadrzi velike koli¢ine ugljenih
hidrata 1 proteina [53, 176, 219, 220]. Biofilm C. tropicalis se uglavnom sastoji od
blastokonidija, iako je mogucée prisustvo i filamentoznih formi okruzenih ECM sa niskim
sadrzajem ugljenih hidrata i proteina [221]. Struktura biofilma C. parapsilosis moze varirati u
zavisnosti od soja, ali ga obi¢no cCine blastokonidije i pseudohife stvaraju¢i kompaktne
viseslojne celijske agregate. Pokazalo se da je produkcija ECM biofilma C. parapsilosis manja
u odnosu na druge vrste i da se on sastoji od ugljenih hidrata sa niskim nivoom proteina [219,
222]. Candida krusei formira gust i kompleksan biofilm sacinjen od pseudohifalnih struktura
u polimernom matriksu [218].

Pored razlike u odnosu na vrstu kvasnice koja ih produkuje, takode je uocena i znacajna
razlika medu biofilmovima u zavisnosti od mesta njihovog formiranja u organizmu. U studiji
koje je sproveo Pannanusorn sa saradnicima ispitivani su izolati kvasnica iz krvi, pri ¢emu je
ustanovljena manja ucestalost izolata C. albicans sa sposobnos¢u produkcije biofilma u
poredenju sa produktorima NAC vrsta [223]. Sli¢ni rezultati su dobijeni i u drugim studijama
[224, 225], ali takode i u istrazivanjima koja su pored izolata iz krvi obuhvatila i sojeve
dobijene iz drugih klini¢kih uzoraka kao Sto su urin, sekreti iz respiratornog trakta ili
peritonealni dijalizati. Pored navedenog, primeceno je i da su NAC sojevi sa sposobnos$cu
produkcije biofilma znac¢ajno ¢escée izolovani iz krvi u odnosu na druge uzorke. Takode, medu
biofilm-pozitivnim izolatima, najveci broj NAC sojeva je spadao u grupu JPBF, pri ¢emu su
sojevi C. albicans u ovom slu¢aju uglavnom bili SPBF [226, 227]. Suprotno ovim nalazima,
Hasan i saradnici su nakon ispitivanja 126 izolata kvasnica iz krvi dokazali da su se najjaci
PBF nasli medu izolatima vrsta C. albicans i C. krusei, $to su bili i rezultati grupe istrazivaca
koja je testirala Sest referentnih sojeva Candida spp. [218, 228]. Sli¢ni rezultati su dobijeni i u
istrazivanju koje je obuhvatilo sojeve Candida spp. izolovane iz sputuma, bronhoalveolarnih
lavata, usne duplje i zenskog reproduktivnog trakta [220].

Ipak, bez obzira na ve¢ utvrdenu ulogu biofilma u patogenezi mnogih infekcija,
produkcija biofilma Candida vrsta na vaginalnoj mukozi in vivo i njegova uloga u nastanku
VVK je i dalje kontroverzna. lako su zbog nedostataka dokaza u vidu histoloske potvrde neka
istrazivanja dovela u pitanje ovu ¢injenicu [109, 229], naglasavajuéi pri tom da je najveéi broj
eksperimenata sproveden u uslovima in vitro [175, 230], brojne studije su, sa druge strane,
sugerisale da je proces formiranja biofilma, posebno kada je u pitanju vrsta C. albicans, veoma
vazan za razvoj VVK [53, 101, 176, 231, 232]. Studija koju je sproveo Wu sa saradnicima je

ovu teoriju potkrepila dokazima i pokazala da je razvoj biofilma vrste C. albicans na

83



5 | DISKUSIA

vaginalnom epitelu udruZen sa histoloskim ostecenjima epitelnih ¢elija sluzokoze i lokalnom
inflamacijom [233]. Takode, postoje izvestaji koji ukazuju na to da biofilm koji formira C.
albicans ima vaznu ulogu u nastanku i odrzavanju ¢elija sa sposobno$¢u dugog prezivljavanja
(Celije perzisteri), koje se smatraju najodgovornijim za rezistenciju na antigljivi¢ne lekove i
posledicni nastanak RVVK [234, 235]. McKloud i saradnici su primenom kristal violet metode
ispitivali sposobnost produkcije biofilma 33 soja Candida spp. izolovanih sa vulvovaginalne
mukoze, pri ¢emu SU na osnovu Citanja apsorbanci izolati klasifikovani na slabe, umerene i jake
produktore. Utvrdeno je da su sojevi C. albicans razvili kompaktne biofilmove sa svim
varijacijama u produkciji koje su bile jednako zastupljene medu ovim izolatima, dok su se NAC
sojevi pokazali kao slabi produktori. 1ako neki autori osporavaju prisustvo biofilma kod RVVK
[229], u ovoj studiji su detektovane heterogene formacije biofilma vrste C. albicans kao i
agregati blastospora i hifalnih formacija koji su bili jasno uo€ljivi u vaginalnim lavatima
pacijentkinja sa dokazanom RVVK [232]. Ipak, suprotno ovim nalazima, Alikhani i saradnici
su nakon ispitivanja 50 vulvovaginalnih izolata pokazali da nije postojala statisti¢ki znacajna
razlika u produkciji biofilma izmedu vrsta C. albicans (48,7%) i C. glabrata (54,5%) [236].

U nasSoj studiji je ustanovljeno da je od 300 ispitivanih uzro¢nika VVK 138 (46%) imalo
sposobnost produkcije biofilma. Od 150 ispitivanih sojeva C. albicans ovu sposobnost je imalo
95 (68,84%), medu kojima je bilo 18 JPBF (12%), 28 UPBF (18,66%) i 49 SPBF (32,67%).
Sli¢ni rezultati su dobijeni i u drugim istrazivanjma gde je ustanovljeno da su sojevi C. albicans
bili ne samo najucestaliji ve¢ i najja¢i produktori biofilma [232, 237]. Ve¢ je poznata ¢injenica
da je biofilm C. albicans organizovan u vidu viSeslojne strukture koja se sastoji od blastospora
sa izrazenim potencijalom za formiranje pseudohifa i hifa. Ova tranzicija iz jednocelijske u
visec¢elijsku formu rasta predstavlja esencijalni faktor koji doprinosi razvijanju debljih i
postojanijih formi biofilma karakteristi¢nih za ovu vrstu kvasnica [238]. Sa druge strane, kao
Sto je ve¢ pomenuto, za NAC vrste je utvrdeno da imaju znacajno slabiju sposobnost produkcije
biofilma. Poznato je da biofilmovi nekih od ovih vrsta kao $to su C. tropicalis i C. parapsilosis
mogu u sklopu svoje grade imati filamentozne Celije, ali je Cest i slu¢aj da se ova forma celijske
zajednice moze sastojati iskljucivo od blastospora, kao kod vrste C. glabrata [239]. S obzirom
na navedene Cinjenice, rezultati ove studije su i bili o¢ekivani jer je od 124 ispitivana NAC soja
svega 36 (29,03%) imalo sposobnost produkcije biofilma, medu kojima je bilo pet (4,03%)
JPBF, 12 (18,66%) UPBF i 19 (15,32%) SPBF. Takode, ispitivanjem 26 ne-Candida izolata
uzroénika VVK, sposobnost produkcije biofilma je utvrdena kod njih sedam (26,91%). Svi ovi
sojevi su pripadali vrsti S. cerevisiae i medu njima je cetiri klasifikovano u grupu UPBF

(15,38%), a tri u grupu SPBF (11,53%). Rezultati ove studije su pokazali da je znacajan
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procenat izolata, ne samo C. albicans ve¢ i NAC vrsta i S. cerevisiae, imao sposobnost
produkcije biofilma, $to ukazuje na visoku virulenciju ovih infektivnih agenasa i moze biti

jedan od predisponirajuéih faktora za terapijski neuspeh i rekurentnost infekcije [217].

5.4. OSETLJIVOST IZOLATA PREMA ANTIMIKOTICIMA U
USLOVIMA IN VITRO

Pored sposobnosti produkcije biofilma, uz ostale faktore virulencije, na terapijski
neuspeh infekcija izazvanih ovim mikroorganizmima moze uticati jo§ jedna njihova vazna
karakteristika, a to je rezistencija na antigljivicne lekove. Bez obzira na kontinuiranu visoku
prevalenciju C. albicans kao primarnog uzro¢nika genitalnih gljivi¢nih infekcija, NAC vrste
kao $to su C. glabratai C. krusei se sve ¢eS¢e izoluju iz uzoraka pacijentkinja, kako sa
sporadi¢nim tako i sa rekurentnim fomama ovih infekcija. Smatra se da su rekurentne infekcije
uzrokovane NAC vrstama u konstantnom porastu upravo zbog njihove vise stope rezistencije
na antimikotike [197]. Medutim, bez obzira na to $to Se ve¢ dugo smatra da je znacajno visok
druge vrste ovog roda, nedavno je ustanovljeno da stopa rezistencije i kod ove vrste raste. Ovo
moze biti posledica prekomernog izlaganja tretmanu u reZimima odrZavanja, ali i kontinuirane
upotrebe ovih lekova koji su propisani od strane lekara ili samoinicijativno primenjivani od
strane pacijentkinja [150].

S obzirom na ¢injenicu da se terapija VVK najceS¢e 1 sprovodi bez laboratorijskih
dokaza, medikamenti se uglavnom propisuju empirijski, na osnovu aktuelnih vodica i
preporuka [240]. U tretmanu kako sporadi¢nih, tako i hroni¢nih, a prvenstveno rekurentnih
formi VVK, primenjuju se lokalni i sistemski antimikotici po preporukama svetskih asocijacija
lekara i ginekologa [World Health Organisation (WHO) (2018), The Societies of Gynaecology
and Obstetrics of Germany, Austria, and Switzerland (2021), British Association for Sexual
Health and HIV (BASHH) United Kingdom (2019), Centers for Disease Control and
Prevention United states (2021), Society of Obstetricians and Gynaecologists of Canada
(2015), Brazilian guidelines for the management of candidiasis (2013), Australasian sexual
health alliance (2018)]. Zvani¢ni protokoli obuhvataju preporuke za primenu antimikotika u
sklopu inicijalne terapije za sporadicne slucajeve, kao 1 preporuceni tretman za rekuretne forme
u cilju odrzavanja remisije sa definisanim dozama antigljivinog leka i trajanjem terapije

odrZavanja. Sumirano, sve organizacije preporucuju primenu CLO i1 NY za lokalnu aplikaciju
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kao 1 FLU ili ITR za sistemsko lecenje. Za odrzavanje remisije kod rekurentnih formi kao prvi
izbor preporucuje se FLU koji u slucaju NAC uzro¢nika ili vrsta rezistentnih na ovaj
antimikotik, moze biti zamenjen lokalnom primenom CLO, NY i borne kiseline ili sistemskom
primenom ITR [150].

U nasSoj studiji je za utvrdivanje senzitivnosti ispitivanih sojeva na antimikotike iz grupe
poliena, imidazola kao i triazola koris¢en komercijalni ISYP test, a rezultati su pokazali da
postoji statisti¢ki znacajna razlika u senzitivnosti medu razli¢itim vrstama. Kada su u pitanju
preporucivani i najée$¢e primenjivani antimikotici u terapiji VVK, izolati C. albicans su
pokazali najslabiju osetljivost prema NY (46,7%). Sa druge strane, osetljivost sojeva ove vrste
prema ostalim antimikoticima je bila znacajno visa (80,7% sojeva osetljivo prema FLU; 77,3%
sojeva osetljivo prema CLO). Suprotno ovim nalazima, utvrdena je statisticki znacajna razlika
u osetljivosti NAC sojeva u odnosu na vrstu C. albicans, odnosno NAC izolati su se pokazali
kao znatno rezistentniji na ispitivane antimikotike. Svega 35,5% ovih sojeva je bilo senzitivno
na CLO, dok je 54,8% njih bilo osetljivo na ITR, a 68,5% na FLU. Medu NAC sojevima,
najvise stope rezistencije pokazale su vrste C. glabrata i C. krusei pri ¢emu je 40,3% sojeva
vrste C. glabrata bilo slabije osetljivo na FLU, a 61,3% na ITR, dok je 36,4% sojeva C. krusei
bilo slabije osetljivo na FLU, a 45,5% na ITR. Poredenjem sojeva S. cerevisiae sa izolatima C.
albicans i NAC vrsta uoceno je da su sojevi ove ne-Candida vrste pokazali statisti¢ki znac¢ajno
slabiju osetljivost prema ITR (80,8%), dok su u poredenju sa izolatima C. albicans ovi sojevi
pokazali slabiju osetljivost na CLO (76,9%) i MIC (38,5%).

5.5. ZASTUPLJENOST IZOLATA PRODUKTORA BIOFILMA
SLABIJE OSETLJIVOSTI NA ANTIGLJIVICNE LEKOVE

U cilju utvrdivanja viruletnosti ispitivanih sojeva razmatrana je efikasnost antimikotika
utvrdena ISYP testom medu razli¢itim kategorijama produktora biofilma C. albicans, NAC
vrsta i vrste S. cerevisiae. Utvrdeno je da su sojevi C. albicans najslabiju osetljivost pokazali
prema NY u poredenju sa ostalim antimikoticima, pri ¢emu je ovo bila karakteristika vecine
JPBF (83,3%), nesto vise od polovine sojeva sa umerenom i slabom sposobnos¢u produkcije
biofilma, kao 1 preko tre¢ine neprodukujucih sojeva ove vrste. Ukoliko bi se u razmatranje uzeli
sojevi C. albicans sa viSom virulentno$¢u, odnosno sa sposobnos$¢u produkcije biofilma i
smanjenom osetljivos¢éu na odredeni antimikotik, slabija osetljivost prema NY utvrdena je kod

39,3% sojeva sa ovim karakteristikama, pri ¢emu su 25,4% cinili JPBF. Sli¢an procenat JPBF
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je bio slabije osetljiv i na AMB, iako je vecina sojeva ove vrste bila senzitivha na ovaj
antimikotik.

Bez obzira na znacajno visu osetljivost svih izolata C. albicans na ostale ispitivane
antimikotike, JPBF su se izdvojili kao najrezistentniji medu njima i to najvise prema CLO
(38,9%), dok je tre¢ina ovih sojeva ispoljila nizu osetljivost na ECN, KCA, ITR i FLU. Kod
sojeva produktora biofilma smanjena osetljivost na derivate imidazola se kretala izmedu 6%
(MIC) 114,7% (CLO), dok je kada su u pitanju triazoli iznosila po 14,7% za ITR i FLU i 10,0%
za VOR.

Pri razmatranju virulentnosti NAC vrsta, bez obzira na njihovu slabiju sposobnost
produkcije biofilma u odnosu na sojeve C. albicans, ustanovljeno je da su ovi izolati,
ocekivano, pokazali znaCajno nizu osetljivost na antigljivicne lekove. I u ovom sluc¢aju su se
JPBF izdvojili kao najrezistentniji prema vecini antimikotika koji se najcesce koriste u terapiji
VVK (NY, CLO, MIC i ITR), sa izuzetkom FLU prema kome je zabelezena relativno
zadovoljavajuca osetljivost. Najzastupljenije vrste medu NAC sojevima bile su C. glabrata, C.
krusei i C. kefyr pri ¢emu je najvise produktora biofilma pripadalo vrsti C. glabrata. Medu
sojevima ove vrste sa viSom virulentnoS¢u najveca otpornost je zabelezena prema CLO
(24,2%), ITR (19,4%), FLU (12,9%) i NY (11,3%), upravo onim antimikoticima koji su deo
empirijske terapije genitalnih gljivicnih infekcija. Sojevi C. kefyr su se iz grupe NAC vrsta
izdvojili po nizoj osetljivosti prema polienima (NY=42,9%, AMB=28,6%), dok je svega 3%
sojeva C. krusei bilo slabije osetljivo na poliene, FCY, ECN, CLO i MIC. Uz to da su sojevi S.
cerevisiae, u celini, bili najrezistentniji na ITR i CLO, znacajno je da je i oko Cetvrtina sojeva
ove vrste sa viSom virulentno$¢u pokazala slabiju osetljivost prema navedenim antimikoticima
(ITR=26,9%, CLO=23,1%). Znacajno slabija osetljivost zabelezena je i prema MIC (19,2%),
NY (15,4%) i KCA (11,5%).

Postoji vise studija koje su se bavile ovom temom i u svakoj od njih su rezultati pokazali
da su ispitivani sojevi C. albicans sa sposobno$éu produkcije biofilma bili rezistentni na FLU
[176, 179]. Zbog toga mnogi autori smatraju da je, pored rezistencije na antigljivi¢ne lekove,
produkcija biofilma gljiva roda Candida veoma vazna za patogenezu VVK [101, 115].

Sumirano, rezultati nase studije pokazuju da visok procenat izolata, pored slabije
osetljivosti na antigljivi¢ne lekove, ima i sposobnost produkcije biofilma $to dodatno uti¢e na
terapijski neuspeh. Prakti¢no gledano, na osnovu nasih nalaza, moze se ista¢i da bi dve od tri
zene sa VVK bile neadekvatno lecene ukoliko bi im bio propisan NY, otprilike bi u trecini
sluCajeva terapija CLO bila neefikasna, dok bi kod svake cetvrte pacijentkinje empirijska

terapija FLU bila bez Zeljenog efekta. To bi znacilo da ovi izolati sa visokom virulentno$¢u
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potencijalno mogu biti uzrok hroni¢nih i rekurentnih genitalnih gljivi¢nih infekcija Zena. Treba
uzeti u obzir i ¢injenicu da su ovo rezultati ispitivanja in vitro i da bi sigurno postojale razlike
kada bi se istrazivanja sprovela in vivo, s obzirom na ¢injenicu da manje Zzena ima rekurentni
oblik VVK, a da se kod vec¢ine primenjuje empirijska terapija bez mikrobioloskih analiza.
Buduce studije, koje bi ukljucivale i pracenje terapijskog efekta uz laboratorijske nalaze,
omogucile bi bolje sagledavanje najdelotvornijih tretmana u slu¢aju uzro¢nika nize osetljivosti

na antimikotike sa sposobnoscu produkcije biofilma.

5.6. UTVRPIVANJE MINIMALNE INHIBITORNE
KONCENTRACIJE ANTIGLJIVICNIH LEKOVA PRIMENOM
STANDARDIZOVANE MIKRODILUCIONE METODE

Bez obzira na Siroku rutinsku primenu komercijalnog ISYP testa za utvrdivanje
senzitivnosti izolata kvasnica, vazno je naglasiti da ovaj antimikogram test ima ogranicenje jer
sadrzi samo po jednu koncentraciju antimikotika. Zbog toga je u nasem istrazivanju sprovedeno
i testiranje izolata primenom bujon mikrodilucije koja predstavlja standardizovanu metodu za
ispitivanje osetljivosti na antigljiviéne lekove. Ovom metodom je ispitano 60 izolata kvasnica
od kojih je veé¢ina pokazala sposobnost produkcije biofilma, a koji su primenom ISYP testa
pokazali slabiju osetljivost na NY, CLO i FLU (najceS¢e koriSéene i preporucivane
antimikotike u lecenju VVK). Takode, ovom metodom je ispitana i osetljivost na FEN,
antimikotik koji nije obuhvacen ISYP testom i koji se posle duzeg vremenskog perioda ponovo
koristi u le¢enju VVK. Medu odabranim sojevima nalazilo se 19 izolata C. albicans (8 JPBF,
5 UPBF i 6 SPBF), 15 sojeva C. glabrata (2 JPBF, 8 UPBF i 5 SPBF), Sest S. cerevisiae (4
UPBF i 2 SPBF), jedan UPBF C. kefyr, kao i 19 sojeva C. krusei medu kojima su samo dva
bila SPBF, a preostali sojevi nisu imali sposobnost produkcije biofilma. Ustanovljeno je da su
MIK vrednosti za odabrane sojeve C. albicans bile u opsegu izmedu 2-16 pg/ml za NY, 0,063-
1 pg/ml za CLO 1 32->64 pg/ml za FLU. U slu¢aju NAC vrsta, ove vrednosti su iznosile 2-16
pg/ml za NY, 0,063-8 pg/ml za CLO i 2->64 pg/ml za FLU. Za sojeve vrste C. glabrata
vrednosti MIK su iznosile 4-8 pg/ml za NY, 0,063-4 pg/ml za CLO i 2-64 pg/ml za FLU; za
sojeve C. krusei 4-16 pg/ml za NY, 0,125-0,5 pg/ml za CLO i 32->64 ng/ml za FLU, dok su
za sojeve S. cerevisiae utvrdene MIK vrednosti od 4-8 pg/ml za NY, 0,125-0,5 pg/ml za CLO
i 2-8 pg/ml za FLU. Minimalne inhibitorne koncentracije za jedini soj C. kefyr bile su 2 pg/ml
za NY, 0,063 pg/ml za CLO 1 >64 ng/ml za FLU. Kada je u pitanju osetljivost ispitivanih
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sojeva prema FEN, vrednosti MIK su iznosile >64 pug/ml za izolate C. albicans, 0,5->64 pg/ml
za NAC sojeve (0,5-64 pg/ml za sojeve C. glabrata, 2->64 ng/ml za izolate C. krusei, i za
jedini soj C. kefyr >64 pg/ml), dok su za sojeve S. cerevisiae ove vrednosti iznosile izmedu
0,5-1 pg/ml.

S obzirom na to da su NY, FLU i CLO sastavni deo palete ISYP testa, rezultate
osetljivosti dobijene koris¢enjem ove dve metode je bilo moguce uporediti. Nakon poredenja
su ustanovljena znacajna odstupanja u osetljivosti sojeva C. albicans na CLO zato §to su svi
sojevi testirani mikrodilucionom metodom bili senzitivni na ovaj antikmikotik, dok je
primenom ISYP testa utvrdeno da je oko trecina ispitivanih izolata bila slabije osetljiva. Sa
druge strane, mikrodilucioni test je pokazao suprotne rezultate osetljivosti na FLU jer je ovom
metodom registrovano ¢ak 94,73% sojeva rezistentnih na ovaj antimikotik. Slabija osetljivost
na NY utvrdena je primenom oba testa. Vrlo znacajan podatak je i da je najveci broj rezistentnih
sojeva ove vrste pripadao grupi JPBF. Sto se ti¢e sojeva C. glabrata mikrodilucioni test je
pokazao njihovu slabiju senzitivnost na NY u odnosu na rezultate ISYP testa. Sa druge strane,
osetljivost prema CLO je bila znacajno niza u ISYP testu, dok je 1 jednom i drugom metodom
registrovana niza osetjivost na FLU. I u slucaju ove vrste, JPBF su pokazali najnizu osetljivost
na ispitivane antimikotike. U nasem istrazivanju je samo 6,06% izolata C. krusei imalo
sposobnost produkcije biofilma, pri ¢emu su svi bili SPBF. Ispitivanjem ovih sojeva
mikrodilucionim testom ustanovljeno je da su svi bili otporni na NY, vec¢ina na FLU (94,73%),
dok su, sa druge strane, svi sojevi bili senzitivni na CLO. U slu¢aju ove vrste, rezultati dobijeni
mikrodilucionom metodom nisu bili u skladu sa rezultatima ISYP testa ni za jedan ispitivani
antimikotik. Ukoliko bi se sagledale NAC vrste u celini, sli¢no sojevima C. albicans, i kod
ovih izolata je utvrdena viSa senzitivnost prema CLO mikrodilucionom metodom u odnosu na
rezultate dobijene ISYP testom, dok je osetljivost prema NY takode bila znacajno niza
primenom mikrodilucione metode. Mikrodilucionim testom je utvrdeno da su sojevi S.
cerevisiae bili znatno rezistentniji na NY, dok je senzitivnost ovih sojeva na CLO bila znacajno
visa u odnosu na rezultate dobijene ISYP testom. Osetljivost prema FLU se nije znacajno
razlikovala poredenjem primenjenih metoda kada je u pitanju ova vrsta. Sumiranjem navedenih
rezultata dobijenih primenom referentne mikrodilucione metode za utvrdivanje antimikrobne
osetljivosti moze se konstatovati da se CLO pokazao kao najefikasnija opcija medu
antimikoticima najcesce koris¢enim u leCenju genitalnih gljivicnih infekcija. Poredenja radi,
mikrodilucionim testom je utvrdeno da su i FLU i NY imali ograni¢enu efikasnost prema

ispitivanim vulvovaginalnim izolatima.
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Multirezistentni sojevi roda Candida imaju veoma vaznu ulogu u patogenezi RVVK jer
se njihovo prisustvo uglavnom povezuje sa terapijskim neuspehom. U slu¢aju vulvovaginalnih
izolata, jedan od glavnih problema predstavlja otpornost na najcesce propisivane antimikotike,
ukljuc¢uju¢i FLU, CLO i NY. Do pocetka ovog veka dokumentovano je samo nekoliko
slucajeva vulvovaginalnih infekcija izazvanih sojevima C. albicans otpornim na FLU [241,
242]. Medutim, u narednim godinama rezultati istrazivanja Su pokazali znaCajan porast
rezistentnih sojeva ne samo NAC vrsta, ve¢ i C. albicans. U studiji koju su sproveli Bauters i
saradnici, medu 123 vulvovaginalna izolata kvasnica detektovano je 19 sojeva C. albicans, tri
C. glabrata, i jedan soj C. krusei sa MIK vrednostima za FLU >64 pg/ml, $to je ¢inilo 21,14%
svih ispitivanih izolata [143]. U studiji Sobela i saradnika 14 sojeva C. albicans (3,6%) i dva
soja C. glabrata (11,1%) su bili rezistentni na FLU [143, 243]. Rezistencija prema ovom
antimikotiku ustanovljena je i kod 6,7% izolata C. albicans i 10,3% NAC sojeva u studiji
sprovedenoj u Italiji, gde je ispitivano 800 klini¢kih izolata kvasnica roda Candida [244]. U
istrazivanju koje je obuhvatilo 100 vulvovaginalnih sojeva kvasnica izolovanih iz materijala
pacijentkinja jedne univerzitetske bolnice u Turskoj nizu osetljivost ili rezistentnost prema
FLU pokazalo je 19 (40,4%) sojeva C. albicans, dok su sva 43 ispitivana soja C. glabrata bila
slabije osetljiva na ovaj antigljivi¢ni agens [245]. Ipak, treba napomenuti da postoje studije u
kojima, bez obzira i na dovoljno veliki broj ispitivanih izolata, nije detektovana rezistencija
vrste C. albicans prema FLU [144, 152, 190, 193, 246-248], sto se sa druge strane ne moze
re¢i za NAC vrste. Primer je opsezna studija koju je sprovela Sandra Richter sa saradnicima, u
kojoj je testirana antimikrobna osetljivost 593 vulvovaginalna izolata kvashica prema
imidazolima i triazolima pri ¢emu je svih 420 izolata C. albicans bilo osetljivo na FLU, dok je
17 (15,2 %) sojeva C. glabrata i 5 (41,7 %) sojeva C. krusei bilo rezistentno na ovaj
antimikotik. U ovoj studiji je ispitivana osetljivost i na druge antimikotike koji su deo
standardne terapije VVK kao $to je CLO, pri ¢emu je utvrdeno je da su svi sojevi C. albicans
i C. krusei bili senzitivni na ovaj antimikotik, dok je rezistentnost ustanovljena kod 18 (30,4%)
sojeva C. glabrata. Ipak, najniza osetljivost svih izolata je zabeleZena prema NY, prema kome
je bilo rezistentno ¢ak 99,8% sojeva C. albicans, 97,3% sojeva C. glabrata, kao i svi ispitivani
sojevi C. krusei. Svih 30 izolata C. parapsilosis i osam C. tropicalis je bilo senzitivnho na FLU
i CLO, ali i rezistentno na NY. Takode je svih devet izolata S. cerevisiae, kao ne-Candida vrste
u ovoj studiji, bilo senzitivno na FLU i CLO, dok je 88,9% njih bilo rezistentno na NY [144]. U
jo$ jednom veoma obimnom istrazivanju sprovedenom u Kini, koje je obuhvatilo 1781
vulvovaginalni izolat kvasnica, testiranjem mikrodilucionom metodom je utvrdeno da je od

1272 soja C. albicans, njih 3,3% bilo rezistentno na FLU, dok su svi bili senzitivni na CLO.
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Zanimljivo je da medu 267 sojeva C. glabrata nijedan nije bio rezistentan na FLU, kao ni na
CLO, dok je od 54 soja C. krusei 2,9% bilo rezistentno na FLU, a nijedan od njih na CLO. Svih
12 ispitivanih sojeva S. cerevisiae je bilo osetljivo i na CLO kao i na FLU. Minimalna
inhibitorna koncentracija NY za 90% svih sojeva C. albicans, C. glabrata i S. cerevisiae je
iznosila 8 pg/ml, a za 90% sojeva C. krusei 1 pg/ml [193]. Autori francuske studije iz 2014.
godine, koja je ispitivanjem obuhvatila 200 vulvovaginalnih izolata kvasnica, utvrdili su da su
se MIK vrednosti CLO za 113 ispitivanih sojeva C. albicans kretale izmedu 0,015 i 4 pg/ml,
pri ¢emu je rast 90% izolata ove vrste inhibirala koncentracija od 0,06 pg/ml. Raspon ovih
vrednosti za 54 soja C. glabrata je bio od 0,25-8 ug/ml (90% sojeva je bilo inhibirano
koncentracijom od 4 pg/ml), dok je po 11 ispitivanih sojeva C. krusei, C. tropicalis i C.
parapsilosis bilo osetljivo na CLO sa najve¢om vrednos¢u MIK od 0,5 pg/ml. Ispitivanjem
dejstva NY na ove izolate, dobijene vrednosti MIK za sojeve C. albicans su bile izmedu 1-4
ug/ml, za sojeve C. tropicalis i C. parapsilosis 2-4 ug/ml, dok su za sve izolate C. glabrata i
C. krusei iznosile 4 pg/ml [198]. Znacajno je i istrazivanje koje je sproveo Nelson sa
saradnicima 2013. godine kada je ispitivana osetljivost 94 vulvovaginalna izolata kvasnica
prema najcesce koris¢enim antimikoticima. Utvrdeno je da je 95% izolata C. albicans bilo
osetljivo na FLU, 3,33% je pokazalo doznu zavisnost dok je 1,67% bilo rezistentno prema
ovom antimikotiku. Senzitivnost na FLU je utvrdena kod 42,85% izolata C. glabrata, dozna
zavisnost kod polovine sojeva, dok su preostali bili rezistentni na ovaj antigljivi¢ni lek. Svi
sojevi C. tropicalis i C. parapsilosis su bili senzitivni na FLU. Ukoliko bismo grani¢nom
vrednos$¢u MIK za CLO smatrali koncentraciju od 1 pg/ml (kao $to je to slucaj u naSem
istrazivanju) moglo bi se konstatovati da je u ovoj studiji 33,3% sojeva C. albicans, 10,7%
izolata C. glabrata, kao i po jedan soj C. krusei (50%) i C. tropicalis (33,3%) bilo rezistentno
na CLO, dok je jedini ispitivani soj C. parapsilosis bio osetljiv na ovaj antimikotik.
Rezistenciju prema NY pokazalo je 58,33% sojeva C. albicans, 57,14% sojeva C. glabrata,
dva izolata (66%) C. tropicalis kao i jedan ispitivani izolat (50%) C. krusei [190].

U nasSoj studiji je na osnovu rezultata mikrodilucione metode utvrdeno da su, ukoliko
se kao grani¢na vrednost MIK usvoji 1 pg/ml, svi testirani sojevi bili rezistetni na NY. Na FLU
su najslabije osetljivi bili odabrani izolati vrste C. albicans i C. krusei sa po 94,73% rezistentnih
sojeva na ovaj antimikotik, dok je otporan bio i jedini ispitivani soj C. kefyr. Sa druge strane,
FLU je bio znacajno efikasniji prema preostale dve ispitivane vrste jer je svega 20% izolata C.
glabrata bilo rezistentno, dok su svi sojevi S. cerevisiae bili senzitivni na ovaj antigljivicni lek.
Kao najbolja terapijska opcija se na osnovu rezultata mikrodilucione metode svih sprovedenih

istrazivanja, ukljucujuci i nase, pokazao CLO. Ovaj antimikotik je gotovo u potpunosti bio
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efikasan prema svim ispitivanim vrstama kvasnica osim prema sojevima C. glabrata. U naSoj
studiji je kod 33,3% odabranih izolata ove vrste zabelezena rezistencija prema CLO, dok je u
drugim navedenim istrazivanjima vrednost MIK od >1 pg/ml registrovana kod 10,7-30,4%
ispitivanih izolata C. glabrata, vrste koja je nakon C. albicans najces¢i uzro¢nik VVK, kao i
rekurentnog oblika ove infekcije i ¢ija prevalentnost raste poslednjih godina.

Pored FLU, CLO i NY, u ovoj studji je ispitivano i dejstvo FEN na odabrane sojeve
kvasnica. Fentikonazol je derivat imidazola koji je od osamdesetih godina proslog veka uveden
kao, tada, nova alternativa u leCenju superficijalnih gljivi¢nih infekcija. U viSe sprovedenih
studija dokazana je efikasnost ovog leka, ne samo prema razli¢itim gljivama kao $to su
kvasnice, dermatofiti i dimorfne gljive [249], ve¢ i prema razli¢itim bakterijskim vrstama koje
mogu biti uzro€nici vaginalnih infekcija kada se mogu formirati meSoviti bakterijski 1 gljiviéni
biofilmovi [250, 251]. Pored gljiva i nekih baterija (Gardnerella vaginals, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus spp.), ustanovljeno je da i protozoa
Trichomonas vaginalis moze biti osetljiva na dejstvo FEN [252-254], §to dodatno daje prednost
ovom medikamentu u empirijskoj terapiji vulvovaginalnih infekcija. U studijama koje su se
bavile ispitivanjem antigljivicnog dejstva FEN na kvasnice koje su bile uzrocnici VVK
ustanovljeno je da je njegovo dejstvo bilo veoma zadovoljavajuce. U jednoj italijanskoj studiji
ispitivano je dejstvo FEN na 318 uzro¢nika vulvovaginitisa, od kojih su 132 bile bakterije, a
186 izolati kvasnica, medu kojima su se nasle vrste C. albicans, C. glabrata C. tropicalis i C.
parapsilosis. U ovoj studiji su vrednosti koncentracija FEN koje su inhibirale porast izolata
kvasnica bile u opsegu od 0,008-0,5 pg/ml [255]. Predmet istrazivanja studije iz 2009. godine
sprovedene u Gr¢koj bio je ispitivanje efekata derivata azola na 260 vulvovaginalnih izolata
kvasnica i dok su se vrednosti MIK za FLU koje su inhibirale porast 50% ispitivanih sojeva
kretale izmedu 0,12 i >64 ug/ml, pri ¢emu su se kao najrezistentnije vrste pokazale C. krusei i
C. glabrata, MIK FEN su za obe navedene vrste kao i za izolate vrsta C. albicans i C.
parapsilosis iznosile izmedu 0,03-2 pg/ml [256]. Murina i saradnici su se u svojoj studiji
takode bavili ispitivanjem dejstva FLU i FEN kod pacijentkinja sa VVK, pri ¢emu su ustanovili
da su oba leka bila efikasna, s tim §to je FEN znacajnije uticao na smanjenje pruritusa [257].
U jos$ jednom istrazivanju sprovedenom u Italiji ispitivan je efekat FEN na 50 sojeva kvasnica
(30 C. albicans i 20 C. glabrata) kod kojih je prethodno utvrdena senzitivnost na FLU, pri
¢emu je 46 njih izolovano sa orofaringealne ili vulvovaginalne mukoze. Utvrdena je
zadovoljavajuca efikasnost FEN jer su se kod izolata C. albicans senzitivnih na FLU vrednosti
MIK za FEN kretale izmedu 0,25-2 pg/ml, dok su kod FLU rezistentnih sojeva te vrednosti

iznosile 1-8 pug/ml. Takode, ispitivanjem sojeva vrste C. glabrata, kod izolata senzitivnih na
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FLU vrednosti MIK za FEN bile su izmedu 0,5-2 pg/ml, a kod sojeva rezistentnih na FLU one
su iznosile 0,5-4 pg/ml [142]. Pored testiranja na antigljivicne lekove u uslovima in vitro,
uporedivan je klini¢ki efekat FEN i CLO, pri ¢emu su rezultati ¢etiri studije pokazali da izmedu
ova dva antimikotika nema velikih razlika i da oba imaju zadovoljavajuce dejstvo [258-261].
Zanimljivo je da je u naSem istrazivanju dejstvo FEN visoko koreliralo sa dejstvom
FLU, prvenstveno prema sojevima vrste C. albicans jer su kod sojeva ove vrste sve vrednosti
MIK za FEN iznosile >64 pg/ml, a iste vrednosti su zabelezene prema FLU kod ¢ak 94,73%
ovih izolata. Isto je bilo i kod jedinog soja C. kefyr gde su vrednosti MIK za oba navedena
antimikotika iznosile >64 ug/ml. Kod tri soja vrste C. glabrata utvrdene su iste vrednosti MIK
za FLU 1 FEN 1 iznosile su 64 pug/ml (dva soja) 1 16 ug/ml (jedan soj). Medutim, prema
preostalim izolatima vrste C. glabrata FEN se pokazao kao znacajno efikasniji jer su
zabeleZzene MIK iznosile od 0,5-8 ug/ml, sto je bilo 4-16 puta nize u odnosu na minimalne
koncentracije FLU koje su inhibirale rast sojeva ove vrste. Sli¢no je bilo i u slucaju izolata S.
cerevisiae kod kojih su MIK za FEN iznosile izmedu 0,5-1 pg/ml i bile 2-8 puta nize od MIK
FLU. Sto se ti¢e sojeva C. krusei koji su u potpunosti bili rezistentni na FLU, MIK od >64
ug/ml za FEN je zabelezena kod 11 (57,89%) sojeva, dok su za preostale sojeve ove
koncentracije iznosile izmedu 2 i 32 ug/ml. Na osnovu nasih rezultata, moze se konstatovati
da ni FEN ne pokazuje zadovoljavaju¢i efekat prema ispitivanim uzro¢nicima VVK. Ovaj
derivat imidazola imao je najslabije dejstvo prema sojevima C. albicans i C. krusei, dok je bio

znatno efikasniji prema vrstama C. glabrata i S. cerevisiae.

5.7. ISPITIVANJE ANTIGLJIVICNOG DEJSTVA ETARSKOG ULJA
BILJKE MELISSA OFFICINALIS

Zbog sve vise prevalencije sojeva kvasnica rezistentnih prema antigljivicnim lekovima,
danas se radi na pronalazenju novih, alternativnih reSenja i strategija koje bi omogucile Sto
uspesnije lecenje gljiviénih infekcija ljudi. Sve ¢esée se, sa pomenutim ciljem, izucavaju i
prirodne supstance koje pored ostalih mogu imati i antigljivicna svojstva. Medu ovim
prirodnim produktima znacajno mesto zauzimaju etarska ulja koja mogu imati Sirok
antimikrobni spektar. Tako je utvrdeno da su deo mnogih biljaka, etarska ulja familije
Lamiaceae se zbog visokog sadrzaja terpenoida izdvajaju kao veoma znac¢ajna u potencijalnom

le¢enju gljivicnih infekcija. Terpenoidi su velika i raznovrsna klasa prirodnih organskih
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jedinjenja sa dokazanim antigljivicnim svojstvima u koja spadaju kamfor, karvakrol, 1,8-
cineol, citral, p-cimen, geraniol, linalol, mentol, pinen, terpinen, timol i dr. [262].

lako je sprovedeno dosta studija koje su ispitivale antimikrobne efekte EUMO na
bakterije [170, 263], mnogo manji broj njih se bavio istrazivanjem delovanja ovog etarskog
ulja na gljive roda Candida [171], dok nijedno istrazivanje nije posvec¢eno njegovom uticaju
na vulvovaginalne izolate kvasnica. Ipak, predmet brojnih studija je bio ispitivanje dejstva
pojedinih komponenti etarskih ulja na mikroorganizme, pa je tako u studiji Rauta i saradnika
analiziran efekat odabranih terpenoida na referentni soj C. albicans ATCC 90028. Devet
ispitivanih terpenoida ulazilo je u sastav etarskog ulja koris¢enog za potrebe ove studije, a
rezultati su pokazali da su MIK citonelala i mircena iznosile 1 mg/ml; linalola, a-pinena i -
pinena 2 mg/ml; 1,8-cineola 4 mg/ml, a geranil acetata i p-cimena >4 mg/ml [264]. Dve
odvojene studije sprovedene u SAD i Srbiji, bavile su se ispitivanjem efekata EUMO na jedan
referentni soj C. albicans (ATCC 18804) kao i na jedan klini¢ki izolat C. albicans, pri ¢emu
su vrednosti MIK ispitivanog etarskog ulja u obe studije iznosile 0,3 mg/ml [181, 265]. Grupa
poljskih autora je u nedavno sprovedenom istrazivanju takode ispitivala dejstvo EUMO na
razli¢ite vrste roda Candida (C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis, C. tropicalis
i C. guilliermondii) i ustanovljeno je da su se vrednosti MIK kretale izmedu 0,39-1,41 mg/ml
[184]. U nasem istrazivanju MIK EUMO za sve ispitivane sojeve kvasnica su iznosile od 0,16
do 2,5 mg/ml. Ove vrednosti su za sojeve C. albicans iznosile 0,16-1,25 mg/ml, za izolate NAC
vrsta 0,31-2,5 mg/ml, dok su najnize bile za sojeve S. cerevisiae i kretale su se izmedu 0,16-
0,31 mg/ml. Najvise koncentracije ovog etarskog ulja su bile potrebne za inhibiranje rasta
sojeva vrste C. glabrata i to 2,5 mg/ml za najrezistentniji medu njima, a za veéinu preostalih
1,25 mg/ml. Minimalna koncentracija EUMO potrebna da spreci rast najrezistentnijeg soja
vrste C. albicans je iznosila 1,25 mg/ml, dok su se ove koncentracije za preostale sojeve kretale
izmedu 0,161 0,63 mg/ml. Koncentracija od 0,31 mg/ml bila je potrebna za inhibiciju rasta soja
C. kefyr kao i za dva soja S. cerevisiae, a za preostale sojeve ove ne-Candida vrste, koja se
pokazala kao najsenzitivnija na EUMO, MIK je iznosila 0,16 mg/ml. Porast 10 sojeva C. krusei
je bio inhibiran koncentracijom od 0,63 mg/ml, dok je za preostalih devet bilo dovoljno
delovati sa 0,31 mg/ml EUMO. U poredenju sa prethodno navedenim studijama, rezultati ovog
istrazivanja nisu pokazala odstupanja u koncentracijama EUMO potrebnim za inhibiciju rasta
kvasnica.

Brojne studije su se bavile uporedivanjem sastava i antimikrobnog dejstva etarskih ulja
dobijenih iz razli¢itih delova biljaka ili iz biljaka u razli¢itim fenoloskim fazama (fazama

razvoja). U jednom od takvih istraZivanja sprovedenom u Spaniji ispitivan je efekat etarskog
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ulja ruzmarina (Rosmarinus officinalis) prema referentnim bakterijskim sojevima i zaklju¢eno
je da on zavisi od faze razvoja biljke [266]. U istrazivanju sprovedenom u Turskoj utvrdivan
je efekat etarskog ulja biljke roda Satureja iz porodice Lamiaceae na nekoliko bakterijskih
vrsta i dve vrste kvasnica, C. albicans i C. tropicalis. Ustanovljeno je da su MIK etarskog ulja
bile najnize kada je ono dobijeno iz biljke u stadijumu cvetanja za sojeve C. albicans
(0,225mg/ml), ili u stadijumu nakon cvetanja za sojeve C. tropicalis (0,063mg/ml) [162].
Mounira i saradnici su utvrdili da etarsko ulje bosiljka (Ocimum basilicum) dobijeno takode u
fazi cvetanja ima najbolje dejstvo prema plesnima roda Aspergillus [267]. Do sli¢nog zakljucka
se doslo i u studiji u kojoj je utvrdeno da najjae antimikrobno dejstvo prema odredenim
vrstama bakterija i C. albicans pokazuju etarska ulja roda Thymus dobijena u fazi cvetanja
[268]. U nekim istrazivanjima je najbolji antimikrobni efekat dobijen primenom prirodnih
supstanci ekstrahovanih u fazi pupljenja kao $to je to slucaj sa etarskim uljem geranijuma
(Pelargonium graveolens) [269]. U naSem istrazivanju EUMO dobijeno je iz nadzemnog dela

ove biljke koja se nalazila u fazi cvetanja.

5.8. ANTIBIOFILM EFEKAT ANTIMIKOTIKA | ETARSKOG ULJA
BILJKE MELISSA OFFICINALIS

Sposobnost kvasnica roda Candida da produkuju biofilm predstavlja veliki izazov za
konvencionalnu antigljivicnu terapiju. Smatra se da je veca otpornost celija u biofilmu
posledica postojanja ECM, promena u genskoj ekspresiji odgovornih za regulaciju efluks
pumpi, sadrzaja ergosterola i odgovora na stres, kao i postojanja sesilnih ¢elija perzistera.

Na primer, sticanje otpornosti tokom formiranja biofilma dokazano je u studiji u kojoj
je utvrdeno da zreli biofilmovi C. albicans pokazuju pet do osam puta vecu rezistenciju na sve
antigljiviéne lekove u poredenju sa planktonskim ¢elijama [270]. Na ovo povecéanje otpornosti
tokom formiranja biofilma mozZze uticati nekoliko faktora, a jedan od njih je porast metabolicke
aktivnosti koji se deSava tokom rane faze razvoja biofilma. Chandra i saradnici su pokazali da
je, iako su MIK vrednosti AMB, FLU, NY i hlorheksidina iznosile redom 0,5, 1, 8 i 16 ug/mL
u ranoj fazi formiranja biofilma C. albicans na polimetilmetakrilatnim trakama, otpornost ¢elija
rasla sa razvojem biofilma, tako da su ve¢ nakon 72 h ove koncentracije bile dva do ¢ak 16
puta viSe za navedene antigljivi¢ne supstance [271]. Za vecu otpornost zrelog biofilma
odgovorne su c¢elije perzisteri, odnosno celije koje se ne dele i imaju visoku toleranciju na

antimikrobne lekove. Veruje se da je ova tolerancija moguca zahvaljuju¢i mirovanju celija,
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kada ih vezivanje antimikrobnih lekova za ciljnu strukturu ne moze ostetiti [272]. Dokazano je
da su u mnogim sluéajevima ¢elije perzisteri biofilma C. albicans otporne na FLU, dok su
planktonske ¢éelije ove vrste osetljive na ovaj antimikotik. Zapazeno je da celije perzisteri u
biofilmu pokazuju povecanu ekspresiju CDR (eng. Candida Drug Resistance) gena [273]. Ovaj
fenomen je takode primecen kod ¢elija C. albicans u biofilmu izlozenom AMB i hlorheksidinu,
ali nezavisno od ekspresije gena za efluks pumpe [274].

Zanimljivi su i rezultati jedne studije u kojoj su sojevi kvasnica sa odredenim defektima
gena odgovornih za sintezu biofilma, sposobni da formiraju samo jednoslojne strukture
sastavljene od izduZenih ¢elija, pokazali istu otpornost prema FLU i AMB, kao i odgovarajuéi
sojevi bez mutacija. Ovi rezultati sugeriSu da je otpornost na antigljivicne lekove povezana 1
sa adherencijom, bez obzira na dalje formiranje biofilma [273]. Sto se ti¢e moguée uloge ECM
u otpornosti na antimikotike, neki autori isti¢u da ova struktura predstavlja barijeru koja
sprecava difuziju lekova, dokazujuéi da su ¢elije kvasnica u 20% slucajeva otpornije na dejstvo
AMB kada su okruzene ECM, u poredenju sa istim ¢elijama nakon njegovog uklanjanja [275].
Takode, ispitivanje ne samo ECM u celini, ve¢ 1 odredenih hemijskih komponenti matriksa,
preciznije odredenih glukana koji imaju sposobnost vezivanja za AMB i FLU, pokazalo je da
ove komponente remete dejstvo navedenih antimikotika, dok njihovo odsustvo iz matriksa
povecava osetljivost C. albicans na ove antigljivi¢ne lekove [276, 277].

Promene u ekspresiji gena tokom sinteze biofilma C. albicans uklju¢uju povecanje
regulacije CDR i MDR (eng. Multidrug resistance) gena koji kodiraju transportere (efluks
pumpe) odgovorne za rezistenciju na derivate azola [273]. Pretpostavlja se da je ova regulacija
vazna za razvoj antigljivi¢ne rezistencije u ranoj fazi formiranja biofilma, dok se smatra da su
U procesu sazrevanja za otpornost relevantnije promene u sastavu sterola [275]. Ipak, pokazalo
se da sojevi C. albicans sa delecijom gena za kodiranje efluks pumpi mogu formirati biofilm
otporan na antigljivi¢ne agense, Sto predstavlja dokaz da otpornost biofilma na antimikotike ne
zavisi samo od jednog mehanizma [273]. Prekomerna ekspresija CDR gena je takode
primec¢ena u biofilmovima C. glabrata [278, 279], a pokazano je da su i biofilmovi ove vrste
znatno otporniji od planktonskih ¢elija [278, 280]. Zanimljivo je da u jednoj studiji izlaganje
80 pg/mL FLU nije dovelo do promena u ekspresiji gena u biofilmu referentnog soja C.
albicans SC5314, dok je izlaganje kaspofunginu ili AMB uticalo na izraZeniju ekspresiju gena,
Sto ukazuje na to da celije biofilma mogu biti rezistentne prema derivatima azola [281].

Svi navedeni faktori doprinose odrzavanju infekcija izazvanih sojevima koji produkuju
biofilm, Sto na kraju rezultira neefikasnos¢u antimikotika i ¢estim terapijskim neuspesima

[282]. Zreo biofilm je posebno vazan jer predstavlja najrezistentniju formu ovih celijskih
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zajednica, a istovremeno i mesto koje omogucava dalje odrzavanje i Sirenje infekcije [283].
Zbog toga je predmet mnogih studija pronalazenje novih antigljivi¢nih lekova, a posebno onih
koji bi imali efikasno dejstvo na ve¢ formirani biofilm, $to bi doprinelo unapredenju terapijskih
protokola. U naSem istraZivanju su ispitivani samostalni efekti EUMO, FLU i NY na zrele
biofilmove kao i kombinovano dejstvo svakog od navedenih antimikotika ponaosob sa EUMO.
Rezultati su pokazali da je ubedljivo najefikasnije dejstvo imalo EUMO nakon ¢ijeg dejstva je
masa ve¢ formiranog biofilma bila smanjena do ¢ak 95,36%. Ipak, treba napomenuti i veoma
zadovoljavajuce antibiofilm dejstvo samog NY sa postignutom redukcijom biofilma do
82,97%. Kada je u pitanju FLU, efekat je bio znatno slabiji, pri ¢emu je u nekim sluc¢ajevima
doslo 1 do potenciranja produkcije biofilma umesto redukovanja njegove mase. Moglo bi se
pretpostaviti da je ovaj fenomen posledica pojaane genske ekspresije u stanju izloZenosti
nepovoljnim uslovima, §to rezultira jatom aktivacijom efluks pumpi i pokrece dodatne
mehanizme prezivljavanja [284]. Ovo se takode moze povezati i sa veCom stopom rezistencije
ispitivanih sojeva na FLU za koju se i ispostavilo da je izrazenija kada su Celije organizovane
u formi biofilma. Bolje dejstvo NY u odnosu na FLU se moze objasniti i razliitim
mehanizmima dejstva ovih antimikotika. Naime, kao $to je ve¢ navedeno, FLU je derivat
triazola Cije se dejstvo bazira na inhibiciji enzima sterol 14-o-demetilaze koji ucestvuje u
sintezi ergosterola, vazne komponente membrane gljiviénih ¢elija. S obzirom nato da je u ovoj
studiji ispitivano dejstvo antimikotika na zrele biofilmove ¢iji se najveci broj ¢elija nalazi u
stanju mirovanja, moglo se pretpostaviti da ¢e antigljivicni lek koji deluje na nivou celijske
proliferacije imati i slabije dejstvo. Sa druge strane, NY je polienski antimikotik koji nakon
vezivanja za ergosterol dovodi do nastanka pora na ¢elijskim membranama, ¢ime se narusava
njihova permeabilnost, sto rezultira citolizom. Ovaj mehanizam dejstva koji dovodi do direktne
destrukcije ¢elija omoguc¢ava NY da efikasnije deluje na biofilm od FLU.

Jo$ jedan vazan podatak, do koga se doslo razmatranjem dobijenih rezultata, je da je
pod dejstvom svih ispitivanih agenasa redukcija biofilma sojeva C. albicans bila procentualno
mnogo znacajnija u odnosu na redukciju biofilma NAC vrsta. Naime, iako su sojevi C. albicans
pokazali 1 do 17 puta izrazeniju sposobnost produkcije biofilma u odnosu na NAC sojeve,
utvrdeno je da je primenom ispitivanih agenasa postignuta veoma zadovoljavajuca redukcija
biofilma bez obzira na masivnost ili sloZzenost njegove strukture. Ipak, i u ovom slucaju je
postojao izuzetak kao Sto je soj Ca2 kod koga je masa biofilma bila veca nakon dejstva svih
ispitivanih koncentracija FLU, §to samo potvrduje teoriju da otpornost biofilmova kvasnica na

antimikotike zavisi od viSe razli¢itih faktora.
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Ispitivanje dejstva FLU na biofilmove Candida vrsta je bilo predmet mnogih studija u
kojima je pokusano da se nedovoljna efikasnost ovog antimikotika kompenzuje povecavanjem
njegove koncentracije. U studiji koju su sproveli Bozo i saradnici ustanovljeno je da su se za
uzro¢nike VVK antibiofilm koncentracije FLU kretale u rangu od 4 do >512 pg/ml [285]. U
drugoj studiji je Liu sa saradnicima testirao efekat FLU na biofilmove sojeva C. albicans za
koje je prethodno utvrdeno da su rezistentni na ovaj antimikotik i ustanovio da koncentracije
od 128 pg/ml nisu bile dovoljne za njihovu eradikaciju [286]. Raut je, ispitujuci biofilmove
dva referentna soja C. albicans, utvrdio da ni koncentracije FLU od 512 pg/ml nisu bile
efikasne za uklanjanje ve¢ formiranih biofilmova ispitivanih sojeva [264]. Kona¢no, najveca
koncentracija FLU zabeleZena u literaturi, koja takode nije dala rezultate u eradikaciji veé
formiranih zrelih biofilmova, je iznosila 1024 pg/ml. Flukonazol u ovoj koncentraciji nije bio
efikasan ni u studijama koje su sproveli Li sa saradnicima na Cetiri soja C. albicans za koje je
prethodno utvrdena rezistencija na derivate azola [287], zatim u studiji Gonga sa saradnicima
na tri soja C. albicans [288], kao i na 15 sojeva iste vrste ispitivanih u istrazivanju koje je
sproveo Pan sa saradnicima [289]. U nasoj studiji MIK za FLU nisu odredivane zbog toga $to
redukcija zrelog odnosno formiranog biofilma nije bila veca od 80%, koliko je potrebno za
utvrdivanje ove koncentracije prema kriterijumima koje su ustanovili Li i saradnici [287].

Suprotno FLU, znatno manji broj studija se bavio ispitivanjem efekata NY na vec
formirani biofilm. Franciskoni i saradnici su testirali ovaj antimikotik na sojevima C. albicans
izolovanim iz uzoraka pacijenata sa dijabetesom i hroni¢nim periodontitisom kao i na
referentnom soju C. albicans SC 5314, pri ¢emu je utvrdeno da je NY bio efikasan prema
zrelim biofilmovima u koncentracijama izmedu 4-128 ug/ml [290]. U studiji sprovedenoj u
Iranu na 40 sojeva C. albicans, izolovanih iz lezija pacijenata sa oralnom kandidozom koji su
ujedno imali i neki od maligniteta krvi, utvrdeno je da je za uspesno dejstvo na zrele biofilmove
ovih izolata bila dovoljna koncentracija NY od 0,25-2 pg/mL [291]. U istoj studiji je
koncentracija ovog antimikotika koja je redukovala biofilm referentnog soja C. albicans ATCC
10231 iznosila 16 pg/mL. U naSem istraZivanju je redukcija biofilma od 80% postignuta u
slucaju tri ispitivana soja, pri ¢emu se koncentracije koje su dovele do navedene redukcije
smatraju MIK [287] i one su za sojeve Cal, Ca3 i Ca4 redom iznosile 4, 8 i 16 pg/mL.

Bez obzira na to $to se u literaturi jo§ uvek ne mogu naci podaci o efektima EUMO na
zreo biofilm, jedna skora$nja studija se bavila ispitivanjem dejstva odabranih terpenoida koji
ulaze u sastav mnogih etarskih ulja, kako na planktonske tako i na sesilne ¢elije zrelog biofilma
referentnog soja C. albicans ATCC 90028. Eliminacijom biofilma pod dejstvom terpenoida se

smatrala redukcija mase >50% u odnosu na kontrolu. Minimalne inhibitorne koncentracije
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citrala i linalola su iznosile 2 mg/ml, citronelala 4 mg/ml, dok su ove koncentracije za 1,8-
cineol, geranil acetat, o-pinen, B-pinen, p-cimen i mircen bile >4 mg/ml [184]. U nasem
istrazivanju MIK EUMO za biofilm soja Cal je iznosila 1,25 mg/ml, a za soj Ca3 0,31 mg/ml.
Za preostala dva soja C. albicans MIK vrednosti su bile >1,25 mg/ml, dok su ove koncentracije
za sve ispitivane izolate vrste C. glabrata iznosile >2,5 mg/ml, na osnovu ¢ega se moze
zakljuciti da je EUMO bilo efikasnije u redukciji biofilmova C. albicans u poredenju sa
biofilmovima vrste C. glabrata.

Porast rezistencije kvasnica na antigljivi¢ne lekove predstavlja veliki izazov za terapiju
gljiviénih infekcija, posebno rekurentnih i hroni¢nih formi, Sto Se najce$ée objasnjava
sposobnoscu gljiva da produkuju biofilm. Shodno tome, deo nove strategije antigljivéne
terapije potencijalno moze biti pospeSivanje efikasnosti jednog antimikrobnog leka
kombinovanjem njegovog dejstva sa drugom supstancom koja ima sli¢ne efekte. Ako bi uz to
supstanca dala sinergisticko dejstvo, odnosno redukovala porast sojeva otpornih na prvobitno
upotrebljeni antimikotik, znacaj ovog kombinovanja bi bio jos vedi.

S obzirom na zadovoljavaju¢i antibiofilm efekat EUMO utvrden U naSem istrazivanju,
ali i na nesto slabije dejstvo antimikotika, posebno FLU koji se pokazao kao neefikasan prema
zrelim biofilmovima, ispitivan je efekat kombinovanog dejstva EUMO sa oba antimikotika
ponaosob na ve¢ formirane biofilmove gljiva roda Candida. Cilj ovog ispitivanja bio je da se
dode do odgovaraju¢e kombinacije koja bi eventualno pospesila dejstvo FLU ili NY 1 tako
povecala Sansu za uspe$nu terapiju ovim antimikoticima, posebno kada su u pitanju infekcije
izazvane multirezistentnim sojevima koji uz to imaju i sposobnost produkcije biofilma.
Rezultati su pokazali da su efekti bili zavisni, kako od ispitivanog soja, tako i od koncentracija
ispitivanih agenasa.

Kada je u pitanju kombinovano dejstvo FLU i EUMO, dokazan je sinergisticki efekat
ove kombinacije kod 37,5% sojeva, i to za sojeve Ca2 i Cg4 pri koncentracijama EUMO od 2
x MIK, MIK i MIK/2 sa svim testiranim koncentracijama FLU, kao i za soj Cg3 pri kombinaciji
EUMO u koncentracijama od 2 x MIK i MIK sa najnizom testiranom koncentracijom FLU.
Posebno je znacajno naglasiti sinergisticko dejstvo ovih supstanci u sluc¢aju soja Ca2 jer je FLU
u kombinaciji sa EUMO uticao na redukciju zrelog biofilma, dok je njegovo samostalno
dejstvo dovelo do pospesivanja produkcije biofilma. Sa druge strane, ¢ak i kod sojeva gde je
registrovana sinergisticka interakcija zabeleZeno je 1 antagonistiCko dejstvo navedenih
supstanci koje je bilo izraZenije pri kombinovanju EUMO sa FLU. Antagonizam je bio

najoucljiviji kod soja Cg2 jer je bio prisutan pri svim kombinacijama EUMO i FLU, kao i kod
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sojeva Cal, Ca4 1 Cg3 gde je zabelezen pri kombinaciji EUMO u koncentracijama MIK/2 i
nizim sa svim testiranim koncentracijama FLU.

Sto se ti¢e dejstva NY i EUMO, sinergisti¢ki efekat ove kombinacije je dokazan u 25%
slu¢ajeva. Kod soja Ca2 je sinergizam zabelezen pri koncentracijama 2 x MIK 1 MIK za NY
pri svim koncentracijama EUMO, dok je za soj Cg4 ova interakcija uo¢ena pri koncentracijama
od MIK/4 i nizim za NY u kombinaciji sa ve¢inom ispitivanih koncentracija EUMO. | kod ove
kombinacije agenasa je zabeleZen antagonizam i to kod vecine sojeva (Cal, Ca2, Ca3, Ca4,
Cgl i Cg3) pri kombinaciji NY u koncentracijama <MIK/4 sa EUMO u koncentracijama
<MIK/2.

Takode se mora naglasiti da su, u sklopu ove analize, uzeta u obzir dejstva svih
kombinacija koncentracija ispitivanih supstanci §to omogucava bolje razumevanje njihovih
interakcija. Do danas je sinergisticko dejstvo na Candida bioflimove testirano za neke prirodne
produkte kao $to su pseudolarna kiselina A [292], katehini [293], peonol [289], alil izotiocijanat
[294], timol i eugenol [295], karvakrol, timol i eugenol [296], alicin [297] i druge produkte
biljnog porekla poput kvercetina [179] ili Sikonina [298]. Do sada su jedinu studiju koja se
bavila kombinovanim efektima etarskih ulja i antimikotika prema biofilmovima kvasnica roda
Candida sproveli Jafri i Ahmad, kada je ustanovljeno sinergisti¢ko dejstvo etarskog ulja biljke
Thymus vulgaris i timola prema multirezistentnim sojevima C. albicans i C. tropicalis [299].
Ipak, mnoge od ovih studija su izvodile klasi¢na izracunavanja indeksa frakcione inhibitorne
koncentracije (FICI) koji ne pruza informacije o efektima supstanci kada deluju u nizim
dozama. Ovako dobijeni rezultati ne omogucavaju sveobuhvatno razmatranje kombinovanog
dejstva ispitivanih supstanci zbog ¢ega bi se morala sprovesti i dodatna istrazivanja u cilju
njihove klinicke primene.

Kao §to je ve¢ reCeno, terpenoidi su jedinjenja koja ulaze u sastav mnogih prirodnih
produkata i predstavljaju glavne komponente i nosioce njihove antimikrobne aktivnosti. U
mnogim istrazivanjima je utvrdeno da ova jedinjenja mogu pospesiti dejstvo FLU na Candida
biofilmove, pri ¢emu su u jednoj studiji timol, mentol i eugenol medu prvima prepoznati kao
supstance koje su sa ovim antimikotikom dovele do sinergistickog efekta na biofilmove
kvasnica sa FICI vrednos¢u od 0,37 [295]. U jo$ jednom istrazivanju koje se bavilo
ispitivanjem dejstva terpenoida na Candida biofilmove je utvrden sinergizam eugenola i FLU
kao i karvakrola i FLU [296]. Ipak, grani¢nom vredno$c¢u za odredivanje MIK se smatrala
redukcija od 50% mase zrelog biofilma kontrola, dok su FICI vrednosti iznosile 0,374 za
kombinaciju karvakrola i FLU i 0,312 pri kombinovanom delovanju eugenola i FLU. Isti

kriterijum je bio primenjen u studiji u kojoj je testiran sinergisticki efekat izotiocijanata i FLU,
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gde je FICI iznosio izmedu 0,132 1 0,312 [294]. U ve¢ pomenutom istrazivanju kombinovanog
dejstva etarskog ulja biljke Thymus vulgaris i timola, utvrden je sinergizam ovih supstanci u
koncentracijama vrednosti MIK/2 uz znacajnu redukciju biofilma Candida sojeva [299].
Azijati¢na Kiselina je, kao sastavna komponenta mnogih biljaka, takode testirana na sinergizam
sa FLU na sojevima C. albicans za koje je prethodno ustanovljena rezistencija na ovaj
antimikotik i utvrden je FICI u vrednosti od 0,25 uz definiciju MIK pri redukciji mase biofilma
kontrola od 80% [300]. Ipak, vazno je napomenuti da je u ovoj studiji ispitivano dejstvo na
biofilm u fazi formiranja, a ne na zreo biofilm koji predstavlja mnogo rezistentniju formu ove
¢elijske zajednice.

Ukoliko bi se za potrebe naSe studije koristio metod izracunavanja FICI, dobijeni
rezultati bi bili potpuno drugaciji [301]. Na primer, ako bi se u slu¢aju soja Cal za kombinaciju
EUMO i NY, grani¢nom vrednos¢u MIK smatrala redukcija biofilma od 50%, dobio bi se FICI
u vrednosti od 0,31, ali ako bi grani¢na vrednost bila 90% FICI bi iznosio 1,06 i interakcija
izmedu ove dve supstance bi se smatrala antagonistickom umesto prethodno utvrdenog
sinergizma. Na osnovu toga se moze zakljuciti da rezultati mogu biti veoma varijabilni u
zavisnosti od odabranih grani¢nih vrednosti i primenjene metodologije za proracun. Za potrebe
naSe studije je odluceno da se primene rigorozniji kriterijumi u cilju dobijanja najvalidnijih
rezultata. Ovi kriterijumi su kori$¢eni i zbog toga $to redukcija zrelog biofilma od 50% ne
podrazumeva uvek 1 uspeSnu terapiju jer bi mogucénost recidiva sa preostalih 50% mase
biofilma bila znac¢ajno veca nego kada bi ova masa iznosila 10% ili manje.

Kada se sve navedeno uzme u obzir, moze se konstatovati da EUMO ima visok
potencijal redukcije zrelih biofilmova multirezistentnih sojeva roda Candida, ¢ak i onih ¢iji su
biofilmovi bili rezistentni na samostalno dejstvo FLU, kao u slucaju sojeva Cg4 i Ca2, ili NY
kod soja Cg4. Takode, prethodne studije su uglavnom obuhvatale ispitivanje samo jednog ili
malog broja sojeva, dok je u ovom istraZivanju opservirano osam sojeva pri ¢emu, nakon
ispitivanja sinergije testiranih supstanci, nije ustanovljena zavisnost u odnosu na vrstu. Zbog
svega navedenog bi se potencijalnom dizajniranju novog terapeutskog sredstva moralo
pristupiti sa oprezom, s obzirom na to da je pri kombinovanju ispitivanih supstanci pored

sinergizma ustanovljen i antagonizam kada su one delovale u nekim drugim koncentracijama.
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¢ ZAKLJUCCI

Na osnovu rezultata aktuelnih istrazivanja kao i podataka i1z referentne literature moze
se zakljuciti da osobine kvasnica mogu uticati na pojavu hroniciteta genitalne gljivicne
infekcije odnosno njene rekurentne forme. Rezultati ove studije ukazuju na to da znacajan
procenat izolata kvasnica uzro¢nika genitalnih gljivi¢nih infekcija ima izraZzenu virulentnost
jer poseduje sposobnost produkcije biofilma i slabije je osetljiv na antigljivi¢ne lekove. Shodno
Cinjenici da bi ove kvasnice visoke virulentnosti predstavljale problem u tretmanu,
kombinovanje antigljivicnih lekova i prirodnih supstanci bi moglo biti iskoris¢eno kao osnova
za buduca istrazivanja potencijalnih novih terapijskih opcija. Na osnovu rezultata istraZivanja

ove doktorske teze mogu se izvesti sledeci zakljucci:

Primenom MALDI TOF masene spektrometrije identifikovano je 150 sojeva vrste C.
albicans, 124 NAC soja (62 C. glabrata, 33 C. krusei, 21 C. kefyr, 3 C. lusitaniae, 3
C. norvengensis i 2 C. parapsilosis), kao i 26 sojeva ne-Candida kvasnica
determinisanih kao vrsta S. cerevisiae. Uporednom analizom rezultata identifikacije
vrste/roda kvasnica dobijenih primenom ISYP testa sa MALDI TOF masenom

spektrometrijom, na osnovu dobijenih Kohen kappa vrednosti, utvrdeno je savrSeno

slaganje primenjenih metoda za vrste C. albicans i C. parapsilosis, skoro savrseno
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slaganje za vrste C. glabrata, C krusei i S. cerevisiae, i umereno slaganje za vrste C.
kefyr i C. lusitaniae.

U ovoj studiji skoro polovina izolata je ispoljila sposobnost produkcije biofilma
(138/300; 46%), Sto upucuje na zaklju¢ak da znalajan procenat uzroc¢nika

genitalne gljivicne infekcije Zena poseduje ovaj faktor virulencije.

o Medu izolatima vrste C. albicans je bilo znatno vise produktora biofilma
(95/138; 68,84%) u odnosu na NAC vrste (36/138; 26,1%) i sojeve S. cerevisiae
(7/138; 5,07%).

Ispitivanjem izolata kod kojih je ISYP testom utvrdena niZa osetljivost, primenom
mikrodilucione antimikogram metode potvrdeno je da ovi izolati pokazuju slabu
osetljivost prema FLU i NY. Medutim, niza osetljivost prema CLO utvrdena ISYP

testom nije dokazana i koriS¢enjem standardizovanog in vitro antimikogram testa.

o Niza osetljivost prema FLU i NY u ISYP testu potvrdena je bujon
mikrodilucinom metodom kod znacajnog procenta izolata C. albicans [MIK za
FLU >64 pg/ml kod 18/19 (94,73%) sojeva i MIK za NY >1 pg/ml kod 19/19
(100%) sojeva], kao i kod NAC vrsta [MIK za FLU >64 pg/ml kod 22/35
(62,86%) sojeva i MIK za NY >1 pg/ml kod 35/35 (100%) sojeva], dok niska
osetljivost na FLU nije potvrdena ni kod jednog soja S. cerevisiae, ali je potvrdena
u slucaju NY. Ispitivanjem sojeva mikrodilucionom metodom najveca razlika
utvrdena je u osetljivosti na CLO, jer je niza osetljivost dokazana samo kod 5/35
(14,29%) NAC sojeva i to kod vrste C. glabrata.

Koris¢enjem standardizovane mikrodilucione antimikogram metode kod svih
odabranih sojeva vrste C. albicans zabeleZene su najvise vrednosti MIK za FEN (>64
pg/ml). Ove vrednosti su u slu¢aju NAC vrsta bile varijabilne i kretale su se izmedu
0,5->64 ng/ml, dok je zadovoljavajuca efikasnost FEN dokazana prema svim

sojevima S. cerevisiae (MIK <I pg/ml).

Ispitivanjem antigljivicnog dejstva EUMO dokazana je zadovoljavajuca efikasnost

prema planktonskim ¢elijama izolata uzrocnika VVK.
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o Vrednosti MIK za sojeve C. albicans su iznosile 0,16-1,25 mg/ml, za izolate NAC
vrsta 0,31-2,5 mg/ml, dok su najnize bile za sojeve S. cerevisiae i kretale su se
izmedu 0,16-0,31 mg/ml.

Analizom potencijalnog antibiofilm efekta pojedinacnih antimikotika i EUMO
utvrdeno je da je najefikasnije dejstvo prema zrelim biofilmovima imalo EUMO sa
redukcijom mase biofilma do ¢ak 95,36%. Veoma zadovoljavajuca redukcija je
postignuta i primenom NY (do 82,97%), dok je efekat FLU bio znatno slabiji pri
¢emu je kod pojedinih sojeva doslo i do potenciranja produkcije biofilma umesto

redukovanja njegove mase.

Ispitivanjem kombinovanih efekata FLU i EUMO kao i NY i EUMO prema zrelim
biofilmovima utvrdeno je da su ovi efekti bili zavisni, kako od ispitivanog soja, tako
i od koncentracija testiranih agenasa. Korelacija dejstva kombinovane primene

EUMO 1 antimikotika na biofilmove sojeva razli€itih vrsta kvasnica nije utvrdena.

o Ispitivane kombinacije razli€itih koncentracija FLU 1 EUMO pokazale su
sinergisticki efekat kod 3/8 (37,5%) izolata. Kod jednog soja C. albicans i jednog
soja C. glabrata sinergizam je zabeleZen pri vi§im koncentracijama EUMO i svim
koncentracijama FLU. Sinergisticko dejstvo primenom viSih koncentracija
EUMO 1 najnize koncentracije FLU je bilo prisutno kod jo§ jednog soja C.
glabrata, s tim $to se kod ovog soja beleZi i antagonsti¢ka interakcija pri dejstvu
nizih koncentracija EUMO u kombinaciji sa svim testiranim koncentracijama
FLU.

o Analizom antibiofilm efekta NY 1 EUMO sinergisticki efekat dokazan je kod 2/8
(25%) izolata. Kod jednog soja C. albicans je sinergizam zabelezen pri visokim
koncentracijama NY i svim koncentracijama EUMO, dok je ova interakcija kod
jednog soja C. glabrata uoc¢ena pri niskim koncentracijama NY u kombinaciji sa
ve¢inom ispitivanih koncentracija EUMO. Kod vecine sojeva, ukljucujucéi i soj
C. albicans kod koga je zabelezen sinergizam, utvrden je i antagonizam ovih
agenasa pri kombinaciji NY u koncentracijama <MIK/4 sa EUMO u

koncentracijama <MIK/2.
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Hipoteza da EUMO moze da ispolji odreden antigljivi¢ni 1 antibiofilm efekat na
kvasnice, uro¢nike VVK je dokazana. Utvrdeno je sinergisticko dejstvo EUMO sa
koriS¢enim antimikoticima, ali je u zavisnosti od primenjene koncentracije zabelezen
i suprotan efekat (antagonizam). Ovakav nalaz upucuje na zakljuéak da bi
potencijalnu primenu EUMO sa odgovaraju¢im antimikotikom trebalo uskladiti sa
izolatom uzro¢nikom VVK. Dobijeni rezultati otvaraju novu perspektivu za dalja in
Vvivo istrazivanja koja bi dokazala odsustvo toksi¢nih efekata, $to je preduslov za
primenu kombinacije etarskih ulja 1 antimikotika u leCenju VVK, a prvenstveno u

prevenciji razvoja rekurentne forme kao i kontroli ove infekcije.
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