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APSTRAKT

Glivesupsl|l ednjih decenija postale jedan o
judi. Obzirom na opgteprisut nosindoeri outdonhd u hu i
gljive su | esti il zazival. gljivilnih obolj
(RT)gded ovode doobdjegnjaniGllnpiitve prisutne u pragini
soba, klima urelaji ma, vodovodnim cevi ma I
vagan rezerlvaka 9eafgikrce imaudspesobnostazpdodde a |
najnigih del oRTa idloinj dh par ziajda &1 jui wiilnmues ni
spore dimenzija 10 do 100 em bivaju zausta
farinksu 1 larinksu i na ovim mestima stvaraju depoZileRT vladaju tamni, topli i
vi agsel ovi koj i predstavljaju idealne wuslov
Naj | eudodt izdlati gljiiva su vrste rodéspergillus Penicilliumi Cladosporium
dok s u indaqgrlizelai bljiiva viste rodeStachybotrisFusariumi Rhodotorula
Izl 0 g e n o sindoor ij"outdoor " gl j i vi |l nim sporama u vazd
inhalacija spora gljiva je jedan oRT, Aoki dal
kKoj i moge bitdi u iV infdkaije. @ljive kojg uzrokufueoboljeraa k c i | e
' j udi se mogu podel iti na dve kategorije p
striktno patogeneNaj | e gl i glijziawii lvmil@) RT 8 e kogpiojra ufi st i
plesni.

Brzo i talno dokazivanje prisusteva gl ji
veoma vagno zbog pravovremene primene terap

procenta nastanka kompl i k a&Gi(ljGlx DijagneszaGt e | av an |

RT zavi si od brojnih faktora kao ugh@a su st
naGl , pravilno odabran i uzorkovan Kkl inil ki
do rezultata i senzitivnosti (Sn) i speci f
Kultivacija klinil kih wuzor aka zlatestagdard'nj i h i
za dijagnozuGl . Senzitivnost mi kol ogkih metoda za
kvaliteta wuzorka, prethodne obrade uzor ka

Prednost kultivacije je moguliGhiimadatesta ol aci |
osetljivosti gljiva na antimikotikelako se gljive mogu izolovati iz nazalnog sekreta
zdravih | judi, njihovo prisustvo u nazalno

kriterijjum za dijagnozuGl u gornjim partijamaRT. Standardnamiko bi ol ogka anal
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k1 inil kih uzo Ra&kdlu detekcije pljivahi bgktarifa padjazumeva): (i
uzimanje brisa sluznice nokaoj i m se wuzorkuje nazal ni sekr
zasejavanje ovog kIl i neinikkobiap g kpedioganeiijiidal a na |
makroskopska i mikroskopska identifikacija izolovanog mikroorganizBrés, kao
nesenzitivna [ nespecifilna met oda za de:
pozitivnom i negativnom pr edi kt i vnom NP\8,d mlio gjedno ( PPV

konvenc onal na standardna met oda'sjinusp. dlizak od el i
procenat detekcije gljiva Wrisu u cilju dijagnostike Gl sinusa | e pokaz
korelaciju sa kliaegl mempacirjaan att@agkamsuoamh |

rinosinuzitis (GRS). Kako je pokazano da faris nerelevantna metoda za detekciju

gljiva u gornjim partijama RT, od velikog |
za detekciju gliivau sinusim@i j agnosti | ke metode koje se p
| obradu klinl kog materijala iz donjih partija R
prisustvo gljiva u pluiima, predstavljaju

di jagnostil ki h metoda za @EPcenmodelujndukcgel j i va
sputuma, mucini/ils i nonazal ni sekret Kkoji obl age sin

primenom mukol (7% NdCl.Eli pe@ps o @ainicei NaCl smanj

purul entnog mukusa, povel aVd, braikutkretamjao s t cil
mukusa kroz sinsi odvaai kzgb aci vanj eNasasdrigajna nal i n ka:
i zbacivanje i uzorkovanje indukovanog sput
sinonazalnog sekreta uz | avagu (I SNS_L) i

hranljivu podl ogugulimoet skeo ng mam jnuajcé j mo pl es

TakolLe, po modelu bronhoskopij e, gde se p
sadrgaj iz bronhija, | SNS iz sinusa moge bi

Obzirom da imaju fil ament oz n"ugradetwa L u, gl
mucin ili tkivo nazalnih polipaNP), | i me j e nji hovo ekstrahova

gljiva iz takvogPessatdajgaljia prnetmeigepitienaza obr a
mogu biti modifikovani i primenjeni na mucin i ISNS iz sinusa. Primew&ih
protokola za pravljenje NBRdbol ehmigidak e os usp
povel aj u Sn/cStprensetodnzaddatekdijmiiizblaciju gljiva.

Korigienje jednostavnih, jeftinih i rej

detekciju gliva u donjim partjama&RTza f or mi ranj e novi h dijagnhn

5



uzorkovanje klinil kogRmatdetphtnaj] uazglgjoirwna,

znal ajne implikacije na wutvrlLlLivanje znal aj
pat ol ostpkmama tmme pravovremenu dijagnotR S | sprelavanje
alergijskih reakcija na prisustvo plesili IG. Novi ja i stragivanja bi

fokusiraju na razvoj i standardizaciju novih i pouzdanih metoda za indukciju,
uzorkovanje, i obradu ISN& i ISNS_A iz sinusa kod pacijenata sa sumnjonGha
gornjim partijamaRT, a u cilju rane i pravovremene dijagnoze.

Osnovni ci |l j i st r a-fpimiraaim medodaj za: ()dSNS Lzu aci | a
l avagu iij uaspikmrad a, (i i 3ke sudpenaije(ii) intdtfPetadja j edn ol
nal aza gl jiva u fiziologkim i hpanol oghki m
rinosinuzitsom HRS). U peri odu od 01.02.2012. do 01.0
studij a, kombinacij a: (uid)i j kel isreirlikj ceg se kus| pag rei
je da se evalwuacija metode | SNS izvragi na
opsegnost.i NP i-a iknodd kodraealbgn dcgESIBr oj a paci j
podeljeni u dve grupe. Studija je izvedena na grupiispeih pacijenata sa HRS (grupa
FESS) i grupi neoperisani h pacijenata (grurg
su bili operisani putem FESSzbog prisustva NPto pacijenti koji su prvi put imali
operaciju (pFESS grupa) i pacijenti koji su pretho imali bar jednu operaciju sinusa
(reFESS grupa) Grupu HRS su | inili: (1) pacijent.i
(PT) i toaleta nosnog kavuma pre primenjenih metoda uzorkovanja; (ii) pacijenti kod

kojih je izvrgen PT primehjenih metadauzartkovaenpdi)g Kk a v u me

pacijent. Koj i S u -eppriodgel mi osl aongok up rfvawz uk Isitnuidlikj
koju su |inile mikologke i radi ol ogke anal.i

Pri menom i eval uaci j omi nkollionjikli kni hk rii t et i
izvrgém&kcsja HRS pacijenata i odrelena t e

Adokazanef gl jive u si nus izdvaejend 10kiterijumajene r e
koji Vvr g GRPCEREED).Za svakikriterijum je oformljen sistem bodovanja

za ddinisanje Anajorfi GRSndex)  MinoA Kk r i t SRShadx)u Rokazate su

sl edel e pz Kepadike rSiju HRS (13.8%), NP (4.2%), FRS (2.8%),

alergijski GRSAGRS (1.5%), nealergijskGRS (1.3%) i invazivniGRS (0%) kod

grupe HRS pacijenata.



Optimizovan je protokol za uzorkovanji obradu: (i) tkiva- metoda
jednol el i j sNPe (i) seketp/mutizai IBNS A, ISNS L i ISNS komb
(ISNSAIISNSL i stovremeno). Vi sok procenat nal &
metode za obradji e d n o [ e pdnjijesdk &P keduraFESS pacijenata (42.1%),
ISNS L sa PT kod neoperisanih pacijenata (24.5%)é dnol el i j NRlod sus pen:
pPFESS pacijenata2B.2%), a nizak kod neoperisanih pacijenata primenom I8Nsa
PT (10%) i kod neoperisanih pacijenatanmpgnombrisa nosnog kavurmea PT (5.3%).

U odnosu na 10 izdvojenikriterijumak o j i Vi g e R GRS k ci j u
rezultata metoda ISNS (prisustvo gljiva u sinusimay v r @ evalaacija ISNS
met oda. N a | 8piSgse pokaramalza [SNEomb metod kda je primenjen
PT (89 %; 9 6 BPVNPV au pokazane izagl8NS_komb metod (94%; 93%) i
ISNS_L metod (93%; 87%) kada je primenjen PT. ed | o g e ni protokol z a

omogulava ekstrakciju gljiva i zGRSButimepurul er
bol ju detekciju [ I z ol a za phuadu gtkiva iINP ado Predl
jednol el ij sgkeev ed msvme nvzd rj cev givanzo NPul zivzrogleancai j jee

kl asifikacija nalaza gljiva u sinusi ma na
sinusa) i pat ol ogki nal az, a na osnovu: (i)
metode brisa nosnog kavumisNS L, ISNS A i/ili ISNS_komb i (ii) definisanog

GRSndexz (i) fiziologko stanj e itakmalazogijivaziaci j a/ r
brisu nosnog kavuma (i i ) patol ogko stanje: jedan po
primenom metoda e d no | el i j #i kSBIS_A ili S8 komli ilj dea uzastopna

pozitivna nalaza gljiva u sinusima ISNS_L metoddtad operisanih pacijenata sa NP,

primenomj ednol el i | sdokazar® (e fzelatazAspergillus flavug8/13),

A. niger (4/13) i Alternaria (1/13), a kod neoperisaniHRS pacijenata, primenom

ISNS_komb metodejokazano je 57 izolata iz 6 rodowdt vr Lene vrste gl ji
razli kovale u fizi ol ogkiAnfumigatyskaatjoil ojgek i 2nn aslt aaj
dominirao kod pacijesita S;AGRS.

Kl jul n&l jebvei; fungal ni rinosinuzitis, hr on
met ode, i ndukcija sinonazalnog sekreta, asp
Naul| na Mikobialogija :
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ABSTRACT

In recent decades fungi become one of the leading causes of disease in humans. Given
fungi are widespread in the air and in the living space (indoor and outdoor), fungi are
commonly cause fungal infections (FI) of the upper and loweriregspy tract (RT)

which lead to chronic infection. Fungi are present in dust and air of hospital rooms, air
conditioning and damp walls bathrooms, represent an important reservoir of infection. It
is easily spread through the air and have the abilitgbte{pate to the lowest parts of the

RT, or to be kept in the sinus caviti&pore size 10 to 100 microngare stopped in the
sinuseshasal cavity, pharynx and larynx and in these places create deposits. The RT
ruled dark, warm and moist conditiotigat ae idealfor the propagation of fungn the

lungs. The most common outdomsolates of fungiare Aspergillus Penicillium and
Cladosporium whereas the most common outd@swlatesare Stachybotris Fusarium

and Rhodotorula Human exposure to indoor andtdoor fungal spores in the air is
inevitable and the inhalation of fungal spores is one of the "trigger" for the development
of immunopathological processes in the RT, which can be in the form of allergic
reactions or infection. Fungi that cause diseaselsumans can be divided into two
categories according to the pathogenic potential: opportunistic and strict pathogens. The
most frequent causes Bf of RT areopportunistic molds.

Detection of fungi in RT is crucial for timely initiation of therapy arbipive outcome.
Diagnosisof Fl in RT depends on numerous factors such as the expertise of clinicians to
make timely suspects Fl, properly selected and sampled clinical material, the time
required from sampling to results and sensitivity (Sn) and spiggi{isp) of existing
diagnostic tests. Cultivation of clinical samples from the upper and lower parts of the
RT is the "gold standard" for diagnosi$ FI. Sh of mycological methods for the
detection of fungus varies with the type and quality of the sartipdepretreatment of

the sample and the experience and skills of laboratory technicians and doctors. The
advantage of cultivatioms isolation andidentification of antigen ad possibility for

tesing of antifungal susceptibility.

Quickly and accuratelyanfirm the presence of the fungus in the lower and upper parts
of RT is very important for timely application of the therapy, shortening the duration of
illness, lowering the percentage of complications and prevent the development of

invasive FI (IF1). Albough the fungus can be isolated from nasal secretions of healthy
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people, their presence in nasal secretions is not always diagnostic criteria for the
diagnosis of Fl. Standard microbiological analysis of clinical samples of upper parts of
RT for detecion of fungi and bacteria include: (i) taking a swab of nasal mucosa, (ii)
cultivationon nutrient mediand (iii) macroscopic and microscopic identification of the
isolated microorganisms. Smear as insensitive and nonspecific methods for the
detection of fugi in the sinuses, with a low positive predictive value (PPV), but also
conventional "standard method", is the leading problem in diagobsit of sinuses.

The low percentage of detection of fungismvabshowed poor correlation with clinical

and radiolgical findings of patients witlsuspected fungahinosinusitis (FRS)The
development of new methods for detection of fungi in the sinusekgseat clinical
importance. Diagnostic methods used for sampling and processing of clinical material
from the bwer parts of RT in patients with suspected presence of fungi in the lungs,
represent an excellent model for the formation of diagnostic methods for the detection
of fungi in the upper parts of RT. According to the modehaddiction of sputum, mucin
andbr sinonasal secretion that coats the sinus cavity can be indueesihigymucolytic
substances (7% acCl). Hypertonic NaCl reduces the viscosity of purulent mucus,
increases the activity of the cilia of upper parts of the RT, the speed of movement of
mucusthrough the sinuses and facilitates efttcontent. In a similar mannajecting

and inducedf sinonasal secraetan be performedy lavage (ISNS_L) and collection
directly into the nutrient medium which reducgmssibility of contamination by mold

from the air. Also, the modelf bronchoscopy, wheris aspirated/sampled the contents

of the bronchiunder sterile conditionsISNS from the sinuses can be aspirated
(ISNS_A).

Fungion the mucosa of the sinuses are incorporateducin or tissuef nasal ptyps

(NP), which makes their extractiatiifficult and the isolation of fungi from such content

is disabled. Existingrotocols for the treatment &AL and sputuncan be modifid

and applied to the mucin andNS from the sinuses. The application of newtpcols

for making singlecell suspensions (3 of tissue NP could sidficantly increase the
Sn/Spof standard culture method for the detection and isolation of fungi.

Using simple, inexpensive and reproducible diagnostic model for the detection of fungi
in the lower sectionsf RT for may have important implications for determining the

significance of the presence of the fungus in the sinuses in physiological and

9



pathological conditions, as well as fomely diagnosis of FRS and prevem and
developmat of allergies or IFl. Recent research should focus on the development and
standardization of new and reliable methéat induction, sampling, and processiofy
ISNS_L and ISNS_A from the sinuses of patients with suspected FI in the upper parts
of RT, with the aim of early and timely diagnosis.

The main objective of the research was to evaluate the newly formed methods for: (i)
ISNS with lavage and aspiration of secretions, (ii) processing of NBS® and (ii)
interpretation of the findings diingi in physiological and pathological conditions in
patients withchronic rhinosinustitis (RS).

In the period from 01.02.2012 to 01.08.20hybrid study was carried out, the
combination of: (i) clinical experiment and (ii) Gaseseries It is planned that the
evaluation method$SNS performed in all study patients, however, due to the extensive
process of NP or induced FESS a certain number of patients, methodological were
divided into two groups. The study was performed on a group of treated patients with
CRS (FESS group) and a group of conservatively treated patients (@R&®). FESS
group consisted of patientgho were operated by FE®®cause of the presence of NP.
CRS group consisted of: (i) patients who did not performed pretreatmentoffigsal
cavum before sampling methods applied; {i) patients who have undergone PT and
toilets of nasal cavum before theamplingmethodis appliedand (iii) patients who
finished only the first phase of clinical and epidemiological studieghout second
phase consistg of mycological and radiological analysis.

Implementation and evaluation of clinical and allerginologic criteria selected ERS
patients andspecific RS scoring system has been creatbdsed on the criteria of
"proven” fungi in the sinuses and thegression analysighich releavedlO criteria
important for prediction of FRS (FR®%dey. Scoring systemconsists of "major"
(FRSndex2) and "minor” criteria (FRi&exy).

It is shown nexprevalenceCRS (13.8%), NP (4.2%), FRS (2.8%), AFRS (1.5%),-non
allergic FRS (1.3%) and invasive FRS 0% in the groupR$ patients.

Next protocol for sampling and processing apéirized: (i) tissue methodSSS and

(i) secretionmucin - ISNS_A, ISNS_L and ISNomb (ISNS_A and ISNS_L
simultaneously). A high percentag@f findingof the fung is determinedy usingSSS

in reFESS patients (42.1%), ISNS_L with PT in conservatively treated patients (24.5%)

10



SSS in pFESS patients (23.2%) and Idw using ISNS_A in conservatively treated
patients with PT (10%@ndby swab vith PT (5.3%)in conservatively treated patients.
Performed new ISNS methods were evaluated by comparation afitedia that
perform predictiorof FRS (FR%dexy and the results of the methoolSISNS (presence

of fung in the sinuses). The highest vadud SpSn are shown ilSNS_comb method
with PT (89%; 96%) as well as highest value of ¥RV are shown for ISN&omb
method (94%; 93%) and ISNS_L method (93%; 87%hWT. The proposed protocol
for ISNS allows the extraction of funffom mucepurulent secretion in patients with
FRS for improved detection and isolation of fungi. The proposed protocol for the
treatment of NP tissue 8SS increases the likelihood of isolation of fungi from the NP.
The classification of the findings of the fung thesinusess done on: (iphysiobgical
findings (colonizatiomhicrobiomeof sinuseshpased on one positive finding of fungi in
the sinuses by swab and (ii) pathological findings basezherpositive findingf fungi

in the sinuses usingSS or ISNS_A or ISIS_comb or two consecutive positive findings
of fungi in the sinusesby ISNS L method. Inpatients with NP13 isolates of
Aspergillus flavug8/13), A. niger(4/13) andAlternaria (1/13) are isolated bysingof
SSS. In CRS patientdreatedconservatively57 isolates from 6 genera are isoalted by
usingof ISNS_comb method. Identified fungal species did not differ in physiological
and pathological conditions, except far fumigatus which is significantly dominated

in patients with allergic fungal rhinosigitis (AFRS).

Keywords: Fungi, fungal rhinosinusitis, chronic rhinosinusitis, nasal polyps, methods,
induction of sinonasal secretion, aspiration, lavage, sitglesuspensian

Scientific field: Microbiology

Scientific area: Mycology
UDK number: 460016
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SPI SAK SKRALENI CA

ABPA, alergijska bronhopulmonarna HRSpT1+, HRS pacijenti sa PT
aspergiloza HRSpt+F-, HRS pacijenti sa PT i
AGRS,al er gi j srikdsinugutis i v nebativnim nalazom gljiva

Al, intolerancija na aspirin HRSpt+F+, HRS pacijenti sa PT i

At, antitelo pozitivnim nalazom gljiva

BAL, bronhoalveolarni lavat IA, inhalatorni alergeni

BLF, blankofor IgE, imunoglobulin E

BSN, bris sluznice nosa IGl, invazivnag | j i vi |l na i nfekci ]
CDA, hromagar ISNS, indukcija sinonazalnog sekreta
CT, kompjuterizovana tomografija ISNS_A, ISNS i aspiracija

Dg, dijagnoza ISNS_komb,ISNS_A i 2x ISNS L
DMP, direktni mikroskopski preparat ISNS L, SNS i | avaga
DTM, dermatetest medium KA, krvni agar

EIA, enzymemmunoassay KOH, kalijum hidroksid

ELISA, enzymdinked immunosorbent LCB, Lacto phenol cotton bluleoja
assay MR, magnetnaezonanca

Eo, eazinofili negativnim nalazom gljiar
FESS,funkcionalna endoskopija sinusa NP, nazalni polipi

FESS., operisani pacijenti sa NPV, negativna prediktivha vrednost
negativnim nalazom gljiva PCR, polymerase chain reaction
FESS-+, operisani pacijenti sa PDA, potato dekstroni agar
pozitivnim nalazom gljiva CA, Czapek agar

F, gljive/fungi pFESS,prvi FESS

Gl, gl j i iaféktija a PH, patohistologija

GRS,g | | irwmasihuzitis= FRS, pozitivnim nalazom gljiva

fungalni rinosinuzitis PPV, pozitivna prediktivna vrednost
GRSindex, kriterijumi za predikcijuGRS PT, pretretman

H&E, hematoksilin eozin bojenje reFESS,v ie gd 1 prethodni FESS
HRS,hr oni | ni ri nos i n uRTjreéspiratorni trakt

HRSFk-, HRS pacijenti bez pozitivhog Rtg, rendgen

nalaza gljiva (sa i bez PT) SDA, Saburo dekstrozni agar

HRSk+, HRS macijenti sa pozitivnim sSligE A, speci filna | gE At
nalazom gljiva (sa i bez PT) SPT,k 0 g n e shimrpoidk &gt (
HRSpt-, HRS pacijenti bez PT UZ, ultrazvuk

HRSpt-F-, HRS pacijenti bez PT i sa VAS, vizuelno analogna skala
HRSpt-F+, HRS pacijenti bez PT i sa VRP,vi soko rizil] ni pacij e
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1.1. Medi ci nsKki znal ajne gl jive

Gljive su ubikvitarni eukariotski mikroorganizmi koji opstaju i kaaprofiti i kao
invazivni mikroorganizmi u tkivima ljudi i biljakaPoslednjih decenija, gljive su pakt
jedan od vodel ikod ljudi (Pathog i dara 1983&hbens t a., 2007.
Obzirom na opgtepri sut no s tivotmom prestowudhdoorai gl j i Vv
outdooy , gljive su | esti i zazival i respirptornog | ni h
trakta RT), a zbog svojieneekpsaosthumanogh emugobhtégkqgqg odgo
za razli ku od swddvd er dp a himfekanadRiT.a sdhqg dlor o, na,j

uzrol nicima obol |j e nRTemayane supaktarijeii virdostlj isah., put e v

2013) MeLut i m, posl ednje dve decenij e, kako
izolaciju gljiva, asamint i m s p rsoweo Lveenl ii b r oja mas tsrea ¢diayj aen jsav,
z n a | va joboljenjma gornjih i donjih partija RT, posebno u alergijskim i

imunokompromitovanim stanjimgbbens i sar., 2007)

1.11. Podela gljiva- Indoor i outdoorgljive u vazduhu

Kod i munokompromitovanih pacijenat a, gl
bol esni | Kliihmas obbree@ldajviodar,i m cevi ma | viagnim
suvom cvelu i & e grezaryoarniekeig @gabedaviPapaa §au, 2014)
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Tabela 1. Podelandoor gljiva prema nivou vlage materijala koji nastanjuju

A) Veoma vl agn

Rod/vrsta

Kupatila
Vodovodne cevi
VI agni zi do\

Kuvano povr i

Alternaria alternata
Aspergillus fumigatus
Epicoccunspp.
Exophialaspp.
Fusarium mailiforme
Mucor plumbeus
Phoma herbarum
Phialophoraspp.
Rhizopusspp.
Stachybotrys chartarurf®. atra)
Trichodermaspp.
Ulocladium consortiale
Rhodotorulaspp.
Sporobolomycespp.

B)Ume r e n o /swasednma a

Rod/vrsta

Zemlja
Namegtaj
Kul no cvele

Aspergillus flavus

Aspergillus versicolor
Cladosporium cladosporioides
Cladosporium herbarum
Cladosporium sphaerospermum
Mucor circinelloides

Rhizopus oryzae

C) Pragina i Y

Rod/vrsta

Gralevinski m;
Klime
Suve biljke

Alternaria citri

Aspergilus (Eurotium) amstelodami
Aspergillus candidus
Aspergillus (Eurotium) glaucus
Aspergillus niger

Aspergillus penicillioides
Aspergillus (Eurotium) repens
Aspergillus restrictus
Aspergillus versicolor
Paecilomyces variotii
Penicillium aurantiogriseum
Penicilium brevicompactum
Penicillium chrysogenum
Penicillium commune
Penicillium expansum
Penicillium griseofulvum
Fusariumspp.

Preuzeto i modifikovano: WHO guidelines for indoor air quality: dampness and molds. 2009 WHO,

Copenhagen, Denmark
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112Najl eglie oportunistil ke | striktno patoge

Gljive predstavljaju taksonomsko carstvo sastavljedoeukariotskih organizama.
| maju ¢girok moweloilloigrkd odd vjea dri d [@®dtojey ferkii h  d o
mikrogljiva (vidljive samo mikroskopskii u formi makrogljiva Identifikovano je oko
69.000 rodova, 1.5 milion vrs{&yan KJ i Ray CG, 2008Bernstein i sar., 2014 preko 100
razl i | i kod pojedsnih jvreta(ZanBlas i Calderone, 2008Mot f ol o g k i se d
kvasniceiplesniime di ci nski znal ajardeh(Phyleg:ni se nal aze
(i) Zigomycotina
(i) Ascomycotin i
(iif) Basidiomycotina
Filamentozne pl esni su najlegie saprofitni
koje su striktno il:i oportunistilki patogeni
(Park i sar., 2004SanBlas i Calderone, 200&tabela 2).

Tabela 2. Najlegie oportunistiimfdkajaRT stri ktno

KOSMOPOLITSKE VRS TE* ENDEMSKE VRSTE**

B) TAMNE PLESNI D) BIFAZNE GLJIVE

A) HIJALINE PLESNI (BLACK MOLDS) C) KVASNICE
Aspergillus fumigatus Alternaria alternata Cryptococcuspp. Histoplasma capsulatum
Aspergillus flavus Bipolaris spp. Pneumocystispp. | Blastomyces derntitidis
: . Cladosporiunsp. Coccidioides immitis
Aspergillus niger -
cladosporioidesp.
Aspergillus nidulans Curvulariageniculata
Chrysosporium zonati Curvularialunata
Fusarium solani Scopulariopsidrevicaulis
Fusarium oxysporum Stachybotrys chiéarum

Penicillium chrysogenum
Schizophyllum commune
Absidiacorymbifera
Mucor spp.
Rhyzopus oryzae

*Oportunistil] ke vr st eReferénteRyan KJkRap @G, 2004t Satpe ircCalderones t e .
2008

Ci k|l us r gazpoedinifighiva ama dve faze seksualni i aseksualni. Gljive koje se
reprodukuju seksualnim putem se nazivdjingi perfecti i one su telemorfne. Reprodukcija
gljiiva rezultuje formiranjem seksualngpora (SanrBlas i Calderone, 2008Gljive koje se
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razmnogavaju iskIljulivo afangikimperedtiSanBlssui k|l asi
Calderone, 2008Bernstein i sar., 2012)GIl j i v e koje se razmnogav
anamorfne i ovaj proces rezultuje produkcijkamidija.

Gi renj e gl pmseksualth spoavi asgkisualin konidija. U zavisnostod
vrste wvarirdjeumn,u okelliidu nfisf(e€r ne, koke, | anci

kori glen za di(Faisan 2004.a cZbjoug vsrvsopjeec i vidllinlei nger :

ubikvita r no st i u prirodi ,aiilm&jou sep @9 alen putt edna v@rz
delova donjih partijeRT, Pl da se zadr §e6élivaukojesimajumnsalei m g u
spore/konidijei maj u sposobnost da i nhal acigmenata budu

donjih partijaRT (alveola i bronhiola). ¥ | ismpaor a/ k o ni daing mvous®nhipa dr g a

[ nosal/sinusa zahvaljujuli trepljastim epi

) - TaloZenje u
Inhalacija A__g'\ alveolama i
gljivicnih = bronhiolama
spora

Diseminacija u
krvotok i centralni
nervhi sistem

Rezervoari gljiva

)

N -~
=~ Reprezentativan

uzorak za
detekciju gljiiva

A.
Sli ka 1. |l nhal acija gljivilnih spora

*Preuzeto i moiikovano sa:http://medicalmycology.fa.com

Velilina gljivilnih spora wvarira u zavisnos
mesto kolonizacijeRT gljivama.Par t i kul e di j amet r apati@RTL1 0 e m |
zaustavljaju se gornjim delovimap | ul k@l @may bronhi jama, -1dok na
em) prodiru do najni¢gih pRaktsarj, 2004p)RTMadaju do br
tamni , topl i [ viagni usl ovi koji preedst av!
p | u i (tabmla 3\Nygaard i sar., 200£enning i sar., 2014; Nielsen i sar., 214
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uzrolnika oboljenja plula

Tabela 3. Geografska distribucijag | j i v a

Rod i vrste

Geografska distibucija

Reference

Denning i sar., 2014

A) HIJALINE PLESNI*
Aspergillus flavus

Velika Britanija

Warris A 2014

Aspergillus fundatus Gk ska
Aspergillus nidulans Kalifornija, SAD He i sar., 2015
Aspergillus niger Indija" Alii sar., 2013
Tanzanija Pohli sar., 2013
Chrysosporium zonati Uta}h, S..AD Lanspa i Hatton, 2014
Nigerija Ekkena i sar., 2007
Fusarium oxysporum Italija Tortorano i sar., 2014
Fusarium solani Texas, SAD Terasaki i sar., 2014
Danska Nielsen i sar., 2014
Penicilliumchrysogenum Japan Oshikata i sar., 2013
Austrija Geltner i sar., 2013
Mucor spp. Brazil Neto i sar., 2014
Rhizopusnicrospores Massachusetts, SAD Tsyrkunou i sar., 2014
Rhizopusryzae Koreja Kimisar., 2014
Srbija Vidovil i s
B) TAMNE PLESNI (BLACK MOLDS)*
Bipolaris spicifera Japan Kobayashi i sar., 2008
Alternaria alternata Indija Shashikala i sar., 2013
Cladosporiuncladosporioides F”?S"a Leino | sar., 2013
Tajvan Cheni sar., 2014
Malezija Satyavani i sar., 2010

Scopulariopsidrevicaulis
C) KVASNICE*

Kaplan i sar., 2015

Cryptococcusspp.

Minesota, SAD
Jugna A

f

Grahnert i sar,. 2014
Chew i sar., 2015

Pneumocystispp.

Singapur

Raselli, 2013

D) BIFAZNE GLJIVE**

Histoplasma capsulatum

Centralna i zapadna Afrika

Latinska Amerika

GonzélezGonzalez i sar.,

2014
Bariola i sar., 2011

SAD
Blastomyces dermaitiis Jugna Afri Youssef i sar, 2013
Coccidioides immitis Arizona, SAD Leake i sar., 2000
Kalifornija, SAD Baron i sar., 1996
* Oportunistil ke i kosmopolitske vrste; ** Striktno
100 em bivaju zawsnt avl j e

Manje gore ali i spre dimenzijal0d o

kavumy farinksu i larinksu i na ovim mema stvaraju depozitéabela4) (Changi sar.,

2013; Shin i sar., 2007; Knutsen i sar., 2012)
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Tabelad. Geogr af ska

di s tikapbolergaisinusa gl j i v a

Rod i vrste

Geografska distibucija

Reference

A) HIJALINE PLESNI*

Aspergillus flavus

Aspergillus fumigatus

Aspergillus niger

Velika Britanija
Gkotska
Tajvan

Indija

Tunis

Kina
Hjuston, SAD

Denning i sar., 2014
Warris A 2014
Chiisar., 2014

Upadhyay i sar., 2014

Shahed i sar., 2014

Yanisar., 2014
Porter i sar., 2014

Fusarium oxysporum
Fusarium solani

Velika Britanija
Poljska

Stamnberger, 2000
Twaruzek i sar., 2014

Penicilliumchrysogenum

Penicilliummarneffei

Indija
Kalifornija, SAD
Iran

Jainisar., 2014
Murr i sar., 2012
Hashemia i sar., 2012

Absidiacorymbifera

Francuska
Indija
Brazil

Bellanger i sar., 200
Mouhammed i sar., 2004
Severo i sar., 2002

Mucor spp.

Brazil
Indija
Koreja
Australija
Belgija
Oregon, SAD

Neto i sar., 2014
Kini i sar., 2012
Choisar., 2014
Lazar i sar., 2014
Dusart i sar., 2013
Monroe i sar., 2013

Rhizopusnicrospores

Rhizopusryzae

Francuska
Indija
Srbija

Penicaud i sar., 2013
Abilkassem i sar., 2013
Pekic i sar., 2010

B) TAMNE PLESNI (BLACK MOLDS)*

Stachybotris chartarum (atra)

Kanada

Bitnun i Nosal, 2000

Culvularialunata

Misuri, SAD

Knutsen i sar., 2012

Alternaria altemata

Koreja
Kanada
Srbija

Chang i sar., 2013
Maloney i sar., 2010
Pesic i sar., 2015

Cladosporiuncladosporioides

Koreja
Gpanij a

Shin i sar., 2007
Resano i sar., 1997

Scopulariopsidrevicaulis

Francuska

Sattler i sar., 2014

* Oportunistilke

kosmopolitske

vrste

uzroln

Brojni autori su se u svojim studijama baviieterminacijom vrsta ifidoor" i

"outdoor' gljiva i njihovih elemenatay c i | j u lorcenwatg sposan pvaaduh(Al-

Suwaine i sar., 1999; Kurup i sar., 200B)r eval enci ja gl jivilnih sp
geogr af ske l okali zacij e, pral eno razl i kama
met eor ol og ki m (Mitakaekssk M&Ged, 8000; Beagamaini | sar., 2004gko

sezonsko variranje koncentracijgggl vi | ni h spora u vazduhu nij
koncentracije alergena polena trava i kor ov
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prolelnim i l etnjim meseci ma. Prosel na konce
mse kr el el050Mag | eduttdor iZolati gliiva su vrste rodaAspergillus

Penicilliumi Cladosporium  d o k s uindaoot igolate gijiVaivrsté rodaStachybotris

Fusariumi Rhodotorula(Kurup i sar., 2000De Hoog, 200Q0)Ta k o L e, znal aj ni |
gljivaotoonmi ekrugenju/ bolnicama su viagne [
vodovodne cevi, kupadtili suvog c \tabklalA)Ovilsloli pradktavljaju idealna
stanigta zalivpblpedbné&vvieateije gl i wnegliveri pada
najlegie izolovane iz vazduha, gr ashestei nskog
rodova Aspergillus, Penicilliumi Fusarium (tabela € i tabela 2 Koncentracija Kk
"indoor" gl jivil nokbp eatl ep gte aoatdogl ga@ncerratije Spora gljiva,

mada ovaj odnos varira u zavisnosti od prisustva visoke vlage pre svega u prostorijama, ali i
napolju (Salo i sar., 2005)Indoork oncentr aci j a i tip gljivilni
vl age, tepi ha, kul nid 3 mdspmajeam 2005)0stdo@ar og d 1
gljivilne spore t akavirenommuogtorua bhjihadva koncemttaeljm e u
zavi si od ventilacije i zagalenja spoljagn
provetravanja.l z | o §lpdi dirsddor' i "outdoof g | j isporainaui vaeduhu je

nei zbegna, a inhalacidhi dpba aagtlgnalk i munjoep
procesa WRT, k oj i unvimg aergifske treiakcije individue (imunokompetentna, Th2

osoba) ili u vidu infekcije (imunokapromitovana osobdysots i sar., 2003)

1.1.3. Podela gljivaprema patogenom potencijalu za ljude

Gljive koje uzrokuju oboljenja ljudi se mogu podeliti na dve kateggoijema
patogenom potencijalfftabela2)o por t uni sti | ke i striktno pato
1.Oportuni stgikekgl rag@rostranjene holespRTi r odi ,
kod imunokompromitovanih pacijata, i alergijekod imunokompetentnih osoba. Ovoj grupi
pripada veliki brojhijalinih i tamnih plesni koje rastu na-28°C, ali i pojedinevasnice.

Poseban rod gljiva, koji ima sposobnost da izaziva infekcR naj | egl e
imunokompromitovanih osoba, predstavljaeumocystisp., koja jeklasifikovana kao gljiva
nalik kvasnici odnosnoytastlike" (De Hoog, 200Q)Od oko 70.000 vrsta gljiva s neki
rodovi hijalinih i tamnihplesni, kvasnica iyeastlike" glivauzr okuj u | est o obo
(tabela2).
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2. Striktno patogene gljive koje predstavljajibifazne ili dimorfne gljive, imaju dve faze

rasta- jednu na 28°C kao plesni i drugu na 37/K&b kvasnice. U ovu grupu spadapdovi
BlastomycesHistoplasma Paracoccidioides CoccidioidesOnes u endems ke za p
Ameri ke, Afri kedoivoAlzei jdo ii nifaejklcegiae pl ui a ko
pacijenataali i imunokompetentnih osolftabela?) (Kaplan i sar., 2015)

Naj | egli i zazi vaRTsuog by t v plésm.iOfo| gkupi pripada i | a
veliki broj filamentoznih gljiva fab el a 29 ol e « skonidije na
rasprostranjene u vazduhu i inhalacijom dovodekdionizacije sluzniceRT. Kolonizacija
sluzniceRTmo ge da vodi ka razvoju hipersenzitivn,
imunokompetentnin Th2 osoba, ili do razvoja infekcije kod osoba sa
imunokompromitovanim statusorBroj osoba kod kojihsuglve znal aj an uzr ok
i/ili mortaliteta je u stalnom porast(Mendoza i sar.,, 20142 bog | ega je wvagn

detekcija i eliminacija.

1.2. Metode za dokazivanje prisustva gljiva u respiratornom traktu

Detekcija gliva uRTj e k| j ul vreamenbzaa pporlaivnoj anj e terapi
i shod | el enj a. Di j ad@)nRrzavgliji widl nbirhojinn fhe kf caik
strul nost pravbviemenposumaja riGh |, pravilno odabran i
materijal, vreme potrebno od ukowvanja do rezultata i senzitivnogbn)i s p e d(Sp)i | nos't
post odji §laighn estava(Stekbadh sar, 2003) Dijagnostil ke met oc
giivasu u stalnom razvoju, melLuti m, sve | egla
paciena a sa malignitetima, veli -hkaojnestleklivaagnost i
pri mena antibiotika girokog s peGlt posebno dov el
opor t unbosgtasikak.,i2mib)

DijagnozaGIURTj e j 0g uVv e k na aziskuSw'SphrisadPdsledica tagan
jeo d lemg a p o | d@l rej| adihodsustvodijagnozeGl. Brzina dijagnosti |
al i [ visoka pozitivna i negativna ©predikt
pravovremene dijagnoZel RT (Barnes isar., 2008)

Dijagnhaza Gl RTpodr azumeva kIl inil ku i(grafikenbdor at or i
KI i ni | kastikadibjudhgr at a kKl ini| ki pregl ed [ met o
kompjuterizovana tomografija (CT) od posebno
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Laboratorijska dggnoza Gl obuhvat a uzorkovanjeogrepr ez
materijala,pravilnu obraduuzorkai primenuo d g o v ar aj wtanelardmie mikoldkid, (
imunolagih i/ili molekularnih metoda(tabela 5).

Dijagnoza gljivicnih infekcija

]

|

Kliniléka | | Laboratorijska

\ ** Anamneza |

% Skoring sistem | Odgovarajaci laboratorijski uzorci iz disajnog

T trakta: indukovani sputum, sputum, BAL, aspirat

I*Kliniéki pregled| sinusa, lavat sinusa, tkivo polipa, bioptat, krv

lMetode vizuelizacije |

|
*
CT

| | | DNK gljiva|«Citologija| ¥Izolacija| | Detekcija Ag | | Kozne probe na
Rtg| [MR| (UZ PCR gljiviéne alergene

Grafi kon 1. Dij agij@agomghidphjihpgatijg@a IRRi h i nf ekc

*Metode koje su korigiene u ovom radu

Za pravovremenu dijagnozBlveoma je vagno kako klinil6k

iskustvo lekara i medicinskog osoblja. Standardna dijag@bzgornjih i donjih partijaRT se

oslanja pr i mar no na mi kol ogke [ patohistol ogke
podrazumevaju citologiju i izolaciju gljiva
novoi denti fi kovani h gl jivilnih vrsta ode znal aj
i munol ogke i mol ekul ar ne met ode zZa identif
mogul nosti ma | brzinom prevazigle shoandar dn

cul t metogl® imaju maliz nal| aj u st and &Iruddoojim i gornfmagn o st
patijamaRT, obziran na ubikvitarnost gljiva mogul nost Kk ovisakiecemi naci j ¢

analizei problene koji prate standardizaciju medicinskih metoda za detekciju gljiva.
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Tabel a 5. Dijagnosti|l ke metode =za dterijalaizi vanj e
RT

Dokazivanje prisustva gl |j
Vrste metoda Vrsta analize
Citologija DMP

Nativni

KOH

FR

Bojeni

LCB

Fluorescencija

BLF

PH

Gomori methenamin silve
Grocott methenamin silve

FontanaMasson
H&E
Izolacija gljiva Kultura
SDA
PDA
CDA
CA
GACA
Imunologija
Detekcija Ag gljiva Latex aglutinacija
ELISA
EIA
Imunodifuzija
Detekcijaantig | j i v i ELISA

Imunodifuzija
Intradermalni test
Molekularna
Detekcija DNK gljiva PCR

121.Mi kol ogke i patohistologke metode za det el

Kultura, direktni mikroskopski preparatbMP) i pat ohi st ol PHlsle anal
najlegie korigiene metode za detekciju glijiwv
podloga kao i psebnih bojenja za PHDMP o mogul av aj udetekdijzsvie | i z ac
gljiva, kao i njihovu kultivaciju (osinRhinosporidium seeberiPneumocystispp.koji se ne
k ul t)i(Ralii gaun.,, 2014)Senzitivnostmi k o | mejdkla 2a detekciju gljiva varira od
vrste i kvaliteta wuzorka, prethodntkkarabr ade

Kultivacija klinil ki h uRTopredskadja "zlani standardg i h i
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dijagnozuGl (Hsin i sar.,, 2008) Pr ednost k ul tizolacgeci idgntiikagijee mo g u
uzrol|Ghilzkcal aci ja patogena na kul turdlivammogul a\
antimikotike (AM) . Melutim, G®RITiI glaenzjneal kaj nt
i mitacije. Kul tivacija jvemedpajod gaorgoyvanja Hok i me
izdavanja finalnog rezultata moge da aprole 1
nal i n i t e mp dilamemtazmhnpespia vliaeng tao , proi SuUmBhj i na
gliivom rodaAspergillus hemokultura ostane ndqga vna sve do kasne f az
pokazano u pr ek @razed sab,09982; Ostraskigachnerv Bappas, 2006;
OstroskyZeichner, 2012)di i pozi t i van mmo & ketaposledica kantaminacije
(Kontoyiannis i sar., 2000)Sa drug@ st r ane sGb BT uorci|indukovanog
sputuma ili aspirata sinusa u pre80 % sl ul ajeva pokazujaastgpozi ti
postoji infekcija(Deepe 2010) Kod gljiva koje ne spaglau  u gr upu oportuni s
kultivacije pokazuje mnogov i @aritivnu prediktivhu vrednostPPV), O |l emu govoc
podaci o oko 86% pozitivnih sputuma i 92% BAL kod paci jenata sa su
blastomikozu(Chapman i Sullivan, 20105a druge strane nepravilaad u laboratoriji sa
klinilkim mawuémijalsomuisa predstavlja biologh
uzorku prisute retke Blastomycesp.pa radlsa dvomevrsttna o gt ¢
materijala zahteva najvigi nNi vo zalgjs p & mtei 0 r le
(Seitz i sar., 2015)

1.2.1.1 Citologija

Od najveleg znalaja za detekciju gljiva

pravilna obrada Kkl inil kog uzor k aitologije ili i i ) p
izolacije (Kozel i sar., 2014Erickmann i sar., 2018)arhurst i sar., 2015)

DMP predstavlja najbrgi nalin za detekci
Vi zuelizacijom putem Aobelegavanjafi ili boj e

el ijski zid gljmvabel @ gnuwnalfil ma r(Agskizaeht hni h
2002) Kl i ni | ki materij al sa sumnjom na prisus
mi kroskopu na uvel ijdiaimativan dirdktan 0i >oojem ili dativan, bo
indirektan nakon porasta na kult@ikiozel i sar., 2014) TakolL e, koriglenjem
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boj a kao ¢t(BLF)jilieCaldfluoawhitepdijiverse vizuelizuju i lako detektuju na
fluorescentnom milaskopu(Posteraro i sar. 201.3)

MelLut i m, S obzirom na specifil nu filam
inkorporiraju u mucin Koji ispunjava sinuse i bez primene posebnih metoda za njihovu
obradu i ekstrakciju, DMP meoljea cetiektbdvtat iu n
da se vege za gljive. Takole, mana gDMP | e

omogul ava | e @Warwstilar.]20l5Vv aci | a

1.2.1.2 Kultivacija

Mi k o |, modldge se delenmp gt e, speci | aPostgi preko 80i f er en
razlilitih vrsta, a razlikuju se u zavisnos
koriste. Gl jive su ubikvitarni mi kroorgani z1
porekla. ldealni uslovi za rast gljiva su organskaterije sa visokim procentom peptona i
gel er a ((Brenkl $d4ar, @¥@N\pvalainen i sar., 2014Baburoad dekstrozni agar
(SDA) sa 4% glukoze ispunjava sve uslove neophodne za rast gljiva i predstavlja osnovnu
podlogu za kultivaciju gljiva u medinskoj mikologij. SDA ima kiseli pH (5.6) koji inhibira
rast veline bakterija, melLutim vrlo | est o,
propratni nalaz na SDANevalainen i sar., 2014) TakolL e, pojedine pl esi
na bakteodbbggkamkpo gto 7é& ldrowdrait kag gyrovEeK A&)
kKrvi . Specijalna podloga za rast pl esni j e
produkciju spora i pigmenatéBrand i sar., 2010) Pregl ed najlegie ko
posebnih i derencijalnih podloga u mikologije dat je u tabeli 6.

Za izolaciju mikroorganizama iz uzorakagornjih i donjih partija RT treba koristiti
vige razlilitih podllomiaci oibrf e loesnijtesnimeilpy ulb i t
bakterije(Bailey i Scott, 2014)Brojne studije su potvrdile prednost metode kultivacije ka
naj znal aj ni jGegormjih mhitijp RTYtabela 7).i c i
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Tabela 6. Standardne podloge za izolaciju gljiva

K Uslovizarastvie i n e

mi lesni i kvasnica Plesni, kvasnice i Izolacija
P odrd’ e ibakterije Kultivacija
(4% glukoza) c X .
uvanje sojeva
Specijalna Sporulacija i Izolacija
produkcija Plesni Kultivacija
: esni 0
pigmenata Identifikacija
Cuvanije sojeva
Diferencijalna Izolacija
Diferencijacija vrsta Candidaspp. Kultivacija
Identifikacija
Speciialna Izolacija
pec) Produkcija C. albicans Kultivacija
hlamidospora C. dubliniensis Identifikacija
Razlikovanje C.
Specijalna neoformansod Izolacija
Candidaspp.; C. neoformans Kultivacija
Produkcija kapsuleC. ’ Identifikacija
neoformans
Speciialna Selektivna za Izolacija
pect] dermatofite Grupa dermatata Kultivacija
(promena boje Identifikacija
podloge)
Uslovi zarastvie i n ; , )
Opyt a bakt bakterija;57 % go» Dakerjeodrden  lzolacija
) plesni i kvasnice Kultivacija

ili ovl] i

ReferencaJohnson A.J. BD Diagnostics™2Edition. Manual od Nerobiological Culture Media, 200BDC, Maryland
USA.* Podl oge koje su koriglene u ovoj studiji
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Tabela7. Zastupljenost gl jiva u kIRTpacijertatasa uzor c
HRS korigienjem tri anetode za detekciju glji
Studija Zemlja Uzorak \IirSIF?k Izo:)z/acua Citologija
mukolitika (%) DMP (%)  PH (%)
Twaravek i ISNS L Hi pert
4 Poljska maksilarnih fizio 67 / /
sar., 2014 .
sinusa rastvor
Challa i sar ISNS.L HfI 'p e'r t
azglja" Indija maksilarnih bzl o 48 / 40
sinusa R
Buzina i sar ISNS.L Hipert
. Austrija maksilarnih fizio 91.3 / 76.4
2003 .
sinusa rastvor
Gao i sar ISNS L
" Kina maksilarnih  Dithiotreitol 44 / 78
2007 .
sinusa
Polzelhl i ISNS L |l zot or
£ : Ne ma | maksilarnih fizko 44 / /
sar., 2005 ' .
sinusa rastvor
Kennedy i ISNSIA
sar.. 2005 SAD malfsnarnlh / 455 / 35.1
sinusa
* i /
Baral — gpia Tkivo NP 23.2 1.8 /
sar., 2015
Brauni sar., . . /
2003 Austrija Tkivo NP 91.3 / 75.5
Buzina i sar., . . /
2003 Austrija Tkivo NP 84 4.3 70.2
* Podaci doljeni u ovom doktoratu
1221 munol ogke imetode kacd&tekdijiagljivae
Razlilite imunol ogke i mol ekul arne met ode
materijalu 111 za 1 spitivanje odgoversa doma
koriste brzi i muowt e@g ko v seEkl8A) BIF kmonodifuzija i

latex aglutinacija, koji su jednostavni i komercijalbassFlorl C, 2007) U danagnje v
PCR i |

di |

razvoj mol ekul arni h metoda kao gto su

speci fil ni |GulLassFlgrle€,2n0G)s t Mekluut i m,
mo g uulzeraka nedoktatatstaralandizacd RARjpa& se onaa

mana ovVvi h

j este | aka

dijagnozu Gl gornjih partija RT retko koriste.Pr i k a z ul es tnailkoosltoig kp i,
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pat ohkish ol oagnunol ogk imetodd za makdzigahje lpresustwa dljiva u
gornjim partijameaRT dat je u tabel8.

Tabela 8. Prikaz wulestal osti pri mene pojedinaln

gliiva u gornjim partijama RT

*Ul estal ost pri mene
gljiiva u sinusima

Mi krobi ol ogke i PH (broj radova o poj ¢
broj met odol ogk
Kl asil ne
Izolacija/Kultura PDA
SDA o
oA 44% (559/1270)
CDA

Citologija/PH Gomori methenamin silver
Grocott methenamin silver
FontanaMasson
H&E
Citologija/DMP  Blankofor
Lactophenol cotton blue

64.5% (820/1270)

KOH 7% (81/1270)
FR
| munol ogke metode za det
ELISA
Imunodifuzija
Intradermalni test 4% (55/1270)
Latex aglutinacija
EIA
Molekularne
PCR
Detekcija DNK gljiva 10% (124/1270)

* [zvor: Pubmedpo 27.03.2015k | j u | mmetode, gljive, sinusi, detekdija

1.2.3. Dokazivanje prisustva gljiva uRT - reprezentativnost uzoska i razvoj novih
metoda

Brzoi t a | dokazivanje prisustva gljiva u donjim i gornjim partijarRd je veoma
v a @ zbog pravovremenerimere terapijes kr al enj a tr @jna Mjaxv ab p ae ptr
nastanka kompli kaciijmvazismr el agvlaj@l).v8iglinama v oi j naf
dokaz za prisustvo gliiva RT | e detekcija gl BALwj dspratd el em
indukovanomsekretusinusa ili tkivu mukoze sinusa nazalnih polipa NP), primenom
pat ohitsit/oil loig khmmetoda(Foiagkrkainn i sar., 2015)lako se gljive mogu
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izolovati iz nazalnog sekreta zdravih ljudi, njihovo prisustvo u nazalnom sekretu ne
predstavlja uvek dijagn o st i | ki kriterdljuugornjimz partj@gmaRB gn oz u
(Chakrabarti i sar., 2009%tandardna mikrobio k a alnlail nizlaki h uzoraka g
RT u cilju detekcije gljiva i bakterija podrazumeva: (i) uzimanje bskenicenosa(BSN)
kojimsez or kuj e nazalni sekret sa sluzokoge noseze
na hranljivim podlogama i (iii) makroskopska i mikroskopska identifikacija izolovanog
mikroorganizmglLopezDiaz i sar., 1997Rogers i sar., 2003)

Bris, kao nesenzitiva i nespecifilna metodasanskomdet ek
pozitivnom pr ed{PR\W aliwjedorkonvencomhima gtdndardna metoda”,
je vodeli p r o b3l emasa(Adogh i jar, @Ui@®Uzdradi wzeti sandardmnin,
p a mum brisom, koji predstavijan a j 1 metpduzorkovanjanisu reprezentativrobzirom
daovavrstabrisai ma mogul nost uzorkovanja samo sadr
kavuma, gto je bez dijagnostilkog zneashaj a. ,
grla u cilju dokazivanja prisustva gliva pl ul Nnimg e &1 oni | ki [ dijag

(Chovanec i sar., 2014\izak procenat etekcig gljiva u BSN u cilju dijagnostikeGl sinusa

je pokazal ogu Kkor el aciju sa kIl i acijjehakaisasnsumnjomaadi ol o
gl jivil ni GRS (g L9971 Rogdrsii sar.,(2008doga i sar., 2000Ta k o L e,
dosadagnja istragivanja su pokazala nizak p]

broj dokazaniftGRS ovom metodom predstavljansa vrh ledenog bregdrogers i sar., 2003;
Soler i sar., 2008)Kako je pokazano da jBSN nerelevantna metoda zetekciju gljiva u

gornjim partijamaRT, pat ohi st ol ogki preparat. |l esto 1| o
rinoskopski i CT odnaceil ikegp &diifniillrkiog znal aj
za detekciju gljiva u sinusima | i pri mena postojelih metoda

materijala i1z drugih regija Ii(Adogaisa.jq0E)gnost: i
Tako, na primer, koi gl enj e br i s soreaping d i | ebtrkiscaons az agu st i
pokrovom od najlonskog il silikonskog mater
cervikalnog brisa za Pagdikolau test ili pri sumnji na genitalnu infekciju bakterijom roda
Chlamydia mogu biti od velikog =znal ajlmgataga do b i
[ el i j ama iiz/gorijih partijaRT (tabetahn
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Tabela 9. Vrste brisa koje se koriste za mik

Primena za
Vi s Tehni | k Reprezentativhost Primena u detekciju gljiva u
karakteristike uzorka/mane medicini sinusima
(literatura)
Pamul n
Drveni / p Niskaapsorptivna Promgne na . '
bris sa | mo | , kogi, nol Sulaimanisar.
krajem Ni zak Dg : jezikuibukalng 2014
sluznici
Sa |l etk
/ ) Bris za Papa
i // Plastiln gyalitetan Nikolaou,
& , silikonskom materijal (skreping) detekciju
letkico hlamidija i /
skreping Vi sok Dg :z gonoreje,
cervikalni, analni
i kornealnibris
* Sa | e
vlaknima

Tanak
plastiln Visoka apsorptivna Nazofaringealni
bris sa najlonskim mo | Perinazalni Nys i sar. 2010
|l et kast Uretralni Vaginalni
pokrovom Vi sok Dg Bris usne duplje
Transportni
Plastiln Transport Tel ni mec
epruvetomsa  mjikroorganizamoji transport virusa,
transportnom zahtevaju posebne  aerobni i anareobni /
podlogom uslove uslovi za transport
bakterija
Vi sok Dg
* Bris kvojstudgil en u o
Dijagnostil|l ke metode koje se primenjuju za

donjih partjaRTk od paci jenata sa sumnjom na Pprisus’

odl il an model za formiranj e detekcippglgvd wgorajimj u di j
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partijamaRT (Dickson i sar., 2014)Po modelu indukcije sputuma, mucin i/ili sinonazalni
sekret koji oblage sinusne gupljine moge bit
gto je 7% hi pertoni)lHiipefritoindahamgek\idkaztadss t v o r

nepurul entnog i purul entnog mukusRT,brzipppoveli av
kretanja mukusa kroz sisel | nosni kawibmci v ah(pokikpa iesarr g aj a
1999; Buzina i sar., 2009) Naanslndlin kao gto se vrgi iz

i ndukovanog sput unmetpda mdukcige sibohaizalnogisekretal gaevnaag
(ISNS L) Il zbacivanjem i kol ekcijom direktno n

mogul not kontamvaaduhe.plTa&oima pp model u br

sterilnim uslovima aspirira/uzorkuje sadrgaj
(ISNSA) pod sterilnim uslovima | (®Peksonmvsam za m
2014)

Obziromdai maj u fil amentoznu gralu, gljive se r
tkivo NP, |l ime je njihovo ekstrahovanje ot

onemo g (Hbireima., 2008 Kako je sastav mucinauiu si nu
sputumw pl ul i ma, post oj el-aisputonoatnwgudit iodifikavandib r a d u
primenjeni na mucin i ISNS iz sinug®ickson i sar., 2014)Primena novih protokola za
pravljenje jednolelijske suspenzijeSn/®d t ki \
standardnihculture metoda za detekciju i izolaciju gljiva.

Korigienje jednostavni h, jeftinih i repr oc
gliva u donjim partjamaRT za f or mi ranj e novi h dijagnost.
klinil kog gongilt deloveRTal a@et 2kci ju gl jiva, moge i
na utvrlivanje znalaja prisustva gljiva u si
pravovremenu dijagnozZBRS | s pr e | alergjaiil@l (Hsiaizsar.02008)Novija
i stragivanja bi trebalo da se fokusiraju na
za indukciju, uzorkovanje, i obradu ISNSi ISNS_A iz sinusa kod pacijenata sa sumnjom

naGl u gornjim partijamaT, a u cilju rane i pravovremene dijagnoze.
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1.3.Gljive i respiratorni trakt (RT)

InfekcijeRTs e del e na akutne i hroni | neRT Akut n¢
su naj|legie prouzrokovane prisustvom bakter.i
bakterijama (nprMycobacterumspp.)(slika 2).

Uzroci hronilnih p&mTerpihogd titignfektivné (glivdg o | j e n j
paraziti, bakterijgi neinfektivne prirode (sarkoidoza, karcinomi, kolagenoza, fibroza) (tabela
10).Uzr oci hroni | ni h par einusa) magu ltzinfektivne ¢(lgve,l | e nj .
bakterije) i neinfektivne prirode (tumori, ciste, NP) (tabela 10).

Hr oni | neRTtnfag kuc idjueg o, nj i Hitererxcijalhaedijagnozge | e
tegka, a terapi Kampeskacbpi@mRBS L kRItdanti e, | nd &ix
pacijenata sa imunosupresijom (leukemije, karcinomi, transplantacije orgamaju biti
fatalne Ra z v 0 j agresivnih for mi RThpgowdIllanej ug!ltjri o

bolnil kog | el eniDamingist26lg)Ju mor t al i tet a

Tabela 10.r Naijj |legdni uri h par & hi matozni h obo!

Plul a Sinusi
Infektivni Neinfektivni Infektivni Neinfektivni
Gljive Sarkoidoza Gljive Tumori
Helminti Kolagenoza Bakterije Ciste
Bakterije(Mycobacterium Fibroza (S. aureuy NP
spp) Destrukci j
tkiva

ReferenceDenning i sar., 2014; Hopkins i sar., 2013
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VIRUSI - INFEKCIJE GORNJIH BAKTERIJE - INFEKCIJE
DISAJNIH PUTEVA GORNJIH DISAJNIH PUTEVA

Streptococcus pneumonia

Rhinovirus e .
5 Streprococcus piogenes
Coronavirus —_— 2N
i 2 Haemophilus influenzae
Parainfluenca virus — = >
2 Moraxella catarrhalis
Influenca virus _—
. G g Sy Staphylococcus aureus
Respiratorni sincicijalni virus "
) " Enterobacteriaceae spp
Herpesvirus 5
Adenovirus P
Coxsackie virus =
o
o)
[
=
=
=z
X,

VIRUSI - INFEKCIJE DONJIH
DISAJNIH PUTEVA

<-BAKTERIJE - INFEKCIJE
DONJIH DISAJNIH PUTEVA

Influenca virus
Parainfluenca virus

Streptococcus pneumoniae
Streprococcus piogenes

Adenovirus Haemophilus influenzae
Bocavirus Moraxella catarrhalis
Metapneumovirus Staphylococcus aureus
Respiratorni Enterobacteriaceae spp
sincicijalni virus Mycoplasma pneumoniae
Chlamidia pneumoniae
Legionella pneumophila
Mpycobacterum tuberculosis
Slika2. Bakterije i virusi najRTegl i i zaziv

Preuzeto i modifikovano dattp://zeroinfections.blogspot.com/2012/08/respiratoagtinfections.html

Prisustvo gljiva u gornjimpartijama RT mo g e fhiiztiio(komrjzRcga) i

p at o I(imfekdjabili alergija) Kolonizacija sluznice nosa i sinusa gljivama i bakterijama

predstavlja normal an mi krobiom ove regije, a
na udahnute gljivilne elemente iz jwawzduha,
sinusima moge predstavljati [ patol ogko sta

sluznici dovele do razvoja infekcije ili izazvale alergijsku reakcBolesti nastajuusled
prolongiranog kontakta gljiva sa sluznicoRT predisponiranih od@m saa alergijskom
konstitucijom (Bergamini i sar., 2004)J edno od patologkih stanja
gljiva u sinusima jé5RS. GRS predstavlja zapaljenguzniceparanazalnih sinusa i sluznice
nosnog kavumauzrokovano prisustvom gljiva.

Za | eGRSrjwe SAD godignj e p oltumdol§97) smptogni mi | i |
GRS su intenzivni, a kvalitet givota i radn
znal aj no(Wensiagn §r.e200d)
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131.Fi zi ol ogko prisustmtmkig!l jiva u respiratorn

Kol oni zacija predstavlja fRTEojpopéolgkowe pnosm
mikrobiom donjih i/ili gornjih partjaRTb ez pokr et anj a i mu(fhaagpiat ol o ¢
sar., 2014

1.3.2. Prisustvo gljiva u respiratornom traktu i alergija

Kod predisponiranih osoba kol omovadadoi j a mt
razvop alergije (Tokunaga i sar., 2015) predstavlja ozbiljan problem. Danas, 25%
populacije pati od nekog oblika alergijgRT: (i) donji RT (astma, alergijska
bronhopumonalna aspergiloza/ABPA) ili (i) gornRT( hr oni | ni rinosinuzit
rinosinuzitis sa nazalnom polipozo@RIHPRS+NP,
(Edmondson i sar., 2005; Tokunaga i sar., 201G)jive kao alergeni dovode do
hipersenz t i vnost i regije sa kojom sRT. dovella | un&
udahnutihsporagljivaodr eLuj e da | i e biti zaRTt@kane u
80 rodova glivamo ge da uzr o k(Edgmendsan iear.gd0905eNieRi@n i sar.

2005; Schwienbacher i sar., 20Pa)smatra se da su -30% alergijskin astmpokrenute
gl jivil ni dkurapiear.,@@n; Vimai Kurup, 2004Yi j abi Il nost gl ji v
nije neophodna za razvoj alergijske reakcije, pa i nevijabilne spdfieeintaju sposobnost da
izazovu hipersenzitivnu reakciju.

Plesni su potentni alergener posedujubrojne proteine, glikoproteine i ugljene hidrate
kKoj i i maju sposobnost da ediifmullna uv dzanuujns k4 a -
z n al prpdkoju kod predisponiranih osoba kao odgovor na prisustwbr e Lene vr s

gliva (Esch i sar., 2004)Kompl ek sna bi ol ogi | a gl jiva ]

standardi zaciju testova za ispitivanje hipe
i strjpgivanana za druge inhalatorne alergene.
met ode i protokold koj i bi odredi | i znal aj

gi vot nog Ppsrtoossjteoirea di j asgfokusirané hakrali bropvialjiva
Zbog toga, odr elbsivannaj eglhiipve rl sneem zard t/éi ivgigon e  n a

testova nije potpun@&Zbogtogg e potrebna primena mi krobi ol og
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identifikacije gljiva prisutnih u vazduhu i na sluznginusa/nosa pacijent&ao i merenje

koncentracije eozinofila (Bo, s peci f i | ni Tokunagaikan,@2®lb)h | gE At (

1.3.3. Prisustvo gljiva u respiratornom traktu i infekcija

| munokompromitovano stanj e pacijentailhe
infekcija gornjih i donjih partij@RT (Vijay | Kurup, 2004. Kadasporegljivajednom dodju u
unutragnjost al veol a, one mogu sl obodno da
izmelu Telija. Ov aj prodor k rdgoxori produkeijonh e p o k
neutrofia koji imaju odbrambenu ulogWeutrofili ubijaju gljive i produkujucitokine a
pokretamuta zapaljensk reakcip dovodi do eliminacije gljiva (Vijay i Kurup, 2004)
MeLut i m, k od osoba u neut r o pgee gliivg nesmetane a ak
razmnogavaju i vrge invaziju parenhi tsa pl ul e
(slika3) (Rieber i sar., 2015)

Q@ ..

0.9 InPa}iicya s Invazija hifau

Y %0 gljiiviénih konidija hrons e \«} -
diseminacija //' Tk

\ Aktivirani
_M Prolazak konidija do neutrofili

Invazija tkiva hifama

N

4 ~ donjih partija / ‘
; \ ' respiratornog trakta &
! | Germinacija // u
| konidija u hife 7
\ ° ' Aktivirani neutrofili
02
T TESm—

Aktivacija neutrofila ‘ 3 '
na prisustvo konidija

Slika 3. Uloga neutrofilau razvojui nvazi vne gl jpadwnhalagjedoi nf ek c i
diseminacje spora

* Preuzeto i modifikovano datp://www.sbs.utexas.edu/mycology/bio329/images/Aspergillosis/Neutrophil.jpg

39



134.Pri sustvo gljiva u respiratornofWRP)irakt u

invazivna gl jlGhil na infekcija

Hr oni | nleenie mdljd v RT presstavljajurizkkza razvej Gl. Kod

vi sokori zi | ni hmrtpiglod ¢d&ne20-40% kod Rdredlinihsvrstgljiva pa
do 90%kod reda MucoralegDue i sar., 2006; Lestner i sar., 201Kl se razvija n
kod pacijenata sa neutropenijom, leukemijom, transplantiranim solidnim organima,
primarnim il sekundarnim i munodefsimxijenci |
prevremeno r oPhensarm20dde lesner i sar., 20MRPzaopor t weni st i |
Gl su mcijenti saHIV-om, transplantiranim organima, pacijenti na imunosupresivnoj, hemo
i radioterapiji terapijiN e t o | sar ., 2 0 1.&olonixacijd gljivamge piva s ar . |
fazazarazvojGlkodVRP, t e | e od injinavapeavonrentm detekeajd aRTa
(Portnoy i sar., 1993{slika 3). Razvoj metoda za pravilno uzorkovanje reprezentativhog
kl'inil kog materijala i an al RTzi dokanvakjeglivdbu o ma g «
spol jagnjoj [ gi votnoj G lod YRPi(Sunsmerbez ©9ad;, aj n e
Baxter i sar., 2001

Infekcije gornjih i donjih partijaRT treba posmatrati kao "bolesti ujedinjenih disajnih
puteva’, bog svoje fizil ke iLicdringark 20il4Pnisudtvo gljivgouo v e z a n
plulimaznalhgij ho vhikodiiowimgki mat ol ogkim stanji
infekcija, IGI), kao i metode za uzorkovanje i detekciju gljiva iz donjih par&ja, su
posl ednjih decenija bil.@ predmet i striagivanj
(Morris 1 sar., 2014; Baxter i sar., 2011; dddtle i sar., 2012 Me L u t adaci,0 mgtodama
za uzorkovanje reprezentativnih uzoraka iz gornjih paRiJakao i za detekciju gljiv&kod
pacijenata sasuminom @RS su | i mi ti rani , umestandatdiaodamil o g k i [

Kako za donje partijRT postoje formirani kvalitetni protokoli i razvijene metode za
uzorkovanje klinilkog materijala, plula su
metoda za indukciju 1 Uz ozdgmosa aajyireolacijeghivae zent a

odrelivanja znalaja njihovog prisustva u fiz
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135.Gl j i vinosinuzitis (GRS)

Paranazal ni Sinusi sui zgukpdjjiin es @ sdruennierna
kavum putemsinusnih otvora (slikal). Sposobnost sinusa da drenir
mukusnog sekreta zavi si od tri gl avna fizi ol

(i) cilijarne funkcije i (iii) sastava/gustine mukufaanza i sar., 1997)

4 ‘ r Frontalnl sinus
< Sfenoidalni sinus

(—————7—Etm0|dalm sinus

\-; | ‘ Y ( :Vt\ / / Nosni kawumL
LGN DR .
\Maksﬂarm sinus

-

J
\
/ Farinks

)l

—

Slika 4. Paranazalni sinusi

*Preuzeto i modifikovano shttps://www.designink.info/medicalcityent/images/sinus

Nastanak patofiziologkog procesa i gubitak
vodi k a u slugrice isiausg Posledica toga omg e milamacija, edem
kolonizacig/infekcija bakterijama i/ili gljivama, mukocilijara disfunkcija i opstrukcip

protoka vazduha.

HRS karakteri ge zadebljanje mukoze sinusa,
otvor a. T a k o L érgnih gljiva ig wazdulvaona mukdzia dornjin partiRT
negativno wutile na sva tri navedena par amet
Zadebl jala mukoza paranazalnih sinusa onemo
sekreta zbog | e g pritisskeunupaosines§Siarvi aar., 2005)T a k optotk krvi
u sinusnoj sluzniceznal aj no usporen i (Dretwer dgar.,, W89) r az v o
Snagna konstrikcija vodi ka nastanku bol a
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senzorne receptoe . Sastav mukusa |je takolLe znal ajn

Vi skoznost.i | i me se smanj uj e (Aimoca.uD0dosti za p
sar., 2011)

"Fungalna hipoteza"j e bi |l a pr vi pokugaj da se objasr
smatran intenzivnim imunskim i zapal jenskim

sinusa na Ag gljiva iz rodalternaria (Ponikau i sar., 1999; Sasama i sar., 20Q08pga
gljiva u nastanku HRS | e p-labodtangkh sidigtaliiagi van
predmet kontroverziGljive su prisute s i nonazal nom sekretu, kao
nosa od 26.7% do 93% osun i sar., 2007)Pojedini autori smatraju da se ovde primarno

radi o gljivilnoj k ol oetiopateenzi HRSIilisGRS. 4akoi sa e , be

pojedini i stragival. odbaci l i ovu teoriju,
predstavl jati naj vagni jponavifargakapaljenskin pramedaau k oj i
mukozi sinusafrekalcitrantnog HRBi nastankaGRS( Poni kau i sar ., 199
2015)

GornjideloviRTs u u ot vor enoj komuni kaci ji sa spol
plulima sa druge strane. Odrgavanje nor mal nc

odr gavanj e r av nton mikrargamanima slszr@iglil, kdja predstavlja
prvu liniju odbrangChakrabarti sar., 2009 Lel i jRT, stabwmaktpuj uli svo,
i maju sposobnost da zadrge velinu sitnijih
njihov prodor uorganizamKnowles i sar., 2013)

Uticaj gljiva narazvojHRS ni j e potpuno razjadgnjen, i ako
u prilog tvrdnji da | e s amo prisustvo gl j
i munopatol ogkog mjuldRSe/sSRkaki ABPA(Venmedadld i saa 2999;
DeShazo i sar., 1998; Hirotsu i sar, 2014; Telmesani i sar., Z0@@nje da gljive mogu da
dovedu do Gl invazijom tkiva irazaranjenkostiju sinusa, ali i da prisustvo gljiva u sinusima
ne mora uvek da b razvojuGRS ili IGI , pa | ak ni pokretanju inf

podr gano | e b(Himfswniisan 2GL4; Weahnejvadmeaar, 1999; deShazo i sar.,

1998) MelLotje jog uvek razjagnjeno na Kkoji n
sluznici sinusabezpokreanj a i mu n o p a(DeShaaod &aon, 99 Pomikas isar.,

1999)OtomedajgGRS j og wuvek nedovoljno ispitan ent
brojnih istradgivanj aGRSgoyer sui sk (Bérngikehok maai B
1999; Bent i Kuhn, 2005, Chakrabarti sar., 20a9BRS je dugo bio nazivanAspergillus
sinusitis"(DeShazo, 19970vakav naivp ot i | e od [Asperdillesgoditama biba | e
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predominantan rod izolovan iz sinusa pacijenata. DanasLl ut i m, p boog studijp i vel.
o najleglim rodovima gljiva izol erstmaradam i z
Aspergillus(Chi i sar., 2014; Porter i sar., 201k)a o  u z FR8& havade iidrugeodowe

kao g tAleernasau(Chang i sar., 2013)Fusarium (Stammbergr i sar., 2000Q)
Cladosporium(Shin i sar., 2007)druge  TakalbLe ] e i odgovor na pit

gljive vige vole" sinuse nego pl Ri(mhelat e se

4).

1.3.6. Metode vizuelizacije sinusa (CT)

lako je CT zlatni standard za dijagnottR S i HRS, nije giroko r
di j agnosetdiulrkaa up rzoecml |j aenkao nsoamsnkii gm ns tsaotcuisoo m i !
nakon neuspelog FESS kada se planira ponavljanje procedure ili ukoliko postoiji

komplikacija HRS (Phillips i sar., 1995)Pokazano je da CT ima prednost nad drugim

dijagnostil kim procedur ama u detekciji pr o
kompl eksu i paranazalnim sinusima, a znal aj a
sprengle endoskopije sinusa. TakolLe se smatr

oporavka pacijenata 94d4RS i GRS, kao i pojave komplikacijéBhattacharyya i sar., 2010)

Postoje publikacije o korelaciji simpton@R S | mi k ol o g kEBhgttachary\@T nal a
sar., 2010; Hopkins i sar., 2007; Bhattacharyya i sar., 200éRe studije su pokazale da

p at o CDOnmplkz paranazalnih sinusa ne korelima mi k ol o § GRSrKermyail a z o m
sar., 2001; Bhattacharyya i sar., 2Q@9k su druge studije gazale suprmo (Stewart i sar.,

2000) Takole, nije preci zn ckora tavQT Inaazi njegava | a | L
korel acije sa kIl ini kod GRS (Basu insark 2005pHp&lbromi sara |l a z o |
2005)

Zbog nepreciznosti, potrebno j e Klaz, el i r at
subjektivnu ocenu si mptoma i mi kol ogki nal az
o dijagnoziGRS (Basu i sar., 2005; Havas i sar., 1988) Tr e b al o b usmeriti
modifikacijupost oj el i h CT skorova & s$apktimahkamka
subjektivnim simptomi ma (VAS skal a) u cilju

ol akgao ddRF.agnosti ku
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14 Nawul|l ni doprinos disertaci]je

Sigurandokazz&6RS u sinusima je det ekoctu NRElitkd j i vi | n
mukoze sinusgp(at ohi st ol ogki m i /)iSadrugenstrane,lgljvg 9e mogu me t o
i zol ovat. Iz nazalnog sekreta zdravih | judi,
kriterijum za dijagnoz\GRS (DeShazo i sar., 1998) Ut a n [ ieja risuatta gljiva na
sluzniciu NP fi | i nazalnom sekretu i f o GRSiurodnosy e di j
na lokalizaciju izolovanih gljivaj e od ogromnog znal aj a z a |
odgovarajule terapiije.

Etiopatogenetski mehanizmastanka oboljenRTk oj e i zazi vaju gl jiwv
dovoljno naulno ispitani, di jagnostil ki Kri
problem. Ova multidisciplinarna studija evaluaciji metoda za indukciju sinonazalnog
sekreta u ciljudetekcije gljiva kod pacijenata $&8RSu f i zi ol ogki m ijepatol o
prva uRepublici Srbiji i regionu, a deo je projekta Ol 175034 koji finansira Ministarstvo

prosvet e, nauke i tehnol ogkog razvoj ae Repub
Projekat bavi sWRP za razvoj Gl |, al i i maj ul i u vidu da su
|l okali zacije gljiva kod ovih pacijenat a, m

dokazivanja je od v e®Glinkovgazvpjiliéetlalanjishod.z a pr evenc
Naul ni dopr i nzonsa | kag n diigdtertaad iuvwaorEneieavialuaciji
novih, pouzdanih, senzitivnih i reproducibilnih metoda za dokazivanje gljiva u sinusima, kao
[ formiranje kritrijuma za interpretaciju nj
kod pacijenaa sa HRS.Od veli kog maahje k & i njiagdditanma,
laboratorijskih protokola iut vr Li vanj e fGRISt orTa mei Ziiek abiztai C
di zajniranje novi h istragivanj a, RS pr e SV
primenu/efikasnost amgfil j i terapljenpee svega lokalne.
Praktil nni znal ajje isnamigé vamijj &ae, radi ol
mi kol ogko/ ci t ol o g kRazvifnjeg peotphkola ga ISNS &od lpacigrata sa( i )
HRS, (i) razvijanjeprotokola za uzorkovanje sekretaizsus a putl8NBL)liavage
aspiracije (ISNSA), (iii) razvijanje protokola za obradu ISN3, (iv) razvijanjeprotokolaza
obradu NP doj ednol el i jskd v} uspearzxiciig a gljiva iz
u vr Li vanj eGRf kel \HRSI ie(\n) @zvijarge algoritma za interpretaciju nalaza

gl jiva u fiziologkim (kol oni zacijal mi kr ok
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(infekcija/alergija) u korelaciji sa fattr i ma rizi ka, démografiskim ki m i

karakteristi kama i kGRY. i tetom givota pacijen
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| maj ul i u vidu naul nu osnovu probl ema i r
i st r a &bdwacijepata:sa HRS dokazati prisustvo gljiva u sinonazalnom sekretu,
nakon i nduk cirpcge sekieta vuakive NP, nakors FEESa, i interpretirati

znal aj prisusttaauv d g zi ol ogki m i patol ogkim stanji
Ostali ciljevi istragivanja su:
1. Razvijanje protokola za ISNS kod pacijenata sa HRS i detekcija gljiva

2. Razvijanje protokola za uzorkmanj e sekreta iz ISSSlDusa pu-

aspiracije (ISNSA) i dokazivanje gljiva

3. Razvijanje protokola za primenwltrazvuka ¢ | t r az v u) w €@lju &eadei c e

ISNS A i detekcija gljiva
4. Razvijanjeprotokolaz a obr adu NP do | eddiekdijlgiivai j ske su

5. Uporedi ti razvijene metode | i spitati s e

met od", kao i u odnosGRSna klinil|l ki dijagn
6. Ut vrLivan] &Rprlkeodl ER8i jeodrelivanje predi
di j a ckih metada |

7. Razvijanje al gorit ma zZa i nterpretaci|j
(kol oni zacija/ mi krobiom sinusa) i pat ol og
sa faktor i ma irsocoderRografskirk karakteristikamani kvalitetom

g i v @adijenataps&RS
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3.1. Mesto i period odrgavanja

Uperioduodd 1. 02. 2012, do 01.08.2014. ur alena

klinil|l kog eksperimenta i (1 1) s tuacihimetede s er i |
| SNS i zvr gi na svim studijskim pacijenti ma
indikovanog FES&%« kod odrelenog broja pacijenat a, m €

Studija je izvedena na grupi operisanih pacijenata sa IgR®d FESPi grupi neoperisanih

pacijenatadrupaHR$ u razl i |l i ti m vr e B)eQrsukpium FENSSe rsvua | |i
pacijenti koji su bili operisani putem FE&Szbog prisustva NFGrupuHRSs u | i ni | i
pacijen t i kod koj i tretman(RTei toaletavnosgog kavuma pre primenjenih

metoda uzorkovanja (grugdRSet) ; (i1) pacij enPRTitodlemdosto® | i h |
kavuma pre primenjenih metoda uzorkovanja (grhpeSer+) | (ii11) pacijent]
samo prvepkdemi bk odikjue ,f alweuz sdruuge faze Kkoju
radi ol og kKRS patigrtii kajiesu (dustali od daljeg ispitivanjeStudija je
sprovedena: (i) na Klinici za ORL i MFH KCS; (ii) na Klinici za Alergologiju KCS; (iii) u
Centru za radwuolSogphat ol oggowgstFialkul teta Uni v
NRLUM, Instituta za Mikrobiologiju, Medicinskog Fakulteta Univerziteta u Beogradu.

VREMENSKI TOK STUDIJE

NEOPERISANI PACIJENTI
(grupa HRS, n=136)

(grupa HRSp1., n=65) (grupa HRSpr+, n=47)

+odustali pacijenti, n=24

OPERISANI PACIJENTI
(grupa FESS, n=43)

I—- |

01.02.2012. 01.08.2012. 01.03.2013. 01.06.2013. 01.03.2014. 01.08.2014.

Slika 5. Vremenski tok studije i studijske grupe
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3.2. Selekcija ispitanika

U studij i al pacient Isee BRSydyjagnostikovanim u skladu sa preporukama
"EPOS 2012 (Fokkens i sar., 2012)

3.2.1.Inkluzioni kriterijumi

Selekcija i1spitanika za st udjorj mikouinklgzonepu | e
kriterijume. Za ulazak u studiju pebno je da pacijenti ispunjavagwe majori najmanjedva

minor kriterijuma.

Major inkluzioni kriterjumi 1) paci j ent i >16 god; 2) tegobe C
nalaz (zadebljanje mukoze sinusa/hiperatenuacija u sinusima); 4) dugotrajna terapijska
upotreba antibiotika/kortikosteroidaF.(O12 ne

Minor inkluzioni kiterijumi: 1) bol/pritisak u predelu sinusa/glavobolja; 2) nazalna

kongestija; 3) fetor ili smanjen/ potpun i zo0Ss
nazal nog sekreta (curenje iz nosa [ ¢
rinoskopski/endoskopsi nal az (nal az NP, i nfl amaci jalh
mucina).

3.2.2.Ekskluzioni kriterijumi

Pacijent.i koji su imali sledele ekskluzione
1) pacijenti <16 god; 2) terapija topikalnim ili sistemskim AMi ikortikosteroidima u

prethodne 4 nedelje; 3) diabetes mellitus; 4) imunodeficijentna stanja.

Studija je odobrena od strane Etilkdc&dg i kdamigt
komiteta Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu (28 ISvi pacijenti su potpisali

formul ar i nformisanog pristanka za ul estvova
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3.2.3.0Operisani pacijenti (grupa FESS

U periodu od 01.02. do 01.08.2012- ur al
formiranog dij agn dobijanjelj kkagnopebt p kddbkivasNPa pen z i
Baral i)saWU. st@dipPu su ukljulena 43 konseku

putem FESS na Klinici za Otorinolaringologiju i maksilofacijalnu hirurgiju (ORL i MFH)
Kl'ini ]l kog Cen(grupaFES®)biSterdi{ K@Sje odobrena od ¢
KCS i Medicinskog Fakulteta Univerziteta u BeograBu 6030/5).

Dizajn studije: (i) prikupljanje demografsiop i demi ol ogki h podat ak:;
(i1 i) anamnesti | ki lp BE®SSOCcvia, o t bappunj pr RS0 d rdiu
kortikosteroida i antibiotika, komorbiditeti (astmaspirin intolerancija/Al hipersenzitivnost
na inhalatorne alergene) i (iii) prospektivno uzorkovanje NP tokom RESSz a mi kol o g
analizu. Pacijenti su podehi u dve grupe u zavisnosti od broja prethodnih FB&S
Pacijenti sa jednim il:i vige prethodnih ope
pacijenti bez prethodnih operacija pripadali grppiE S S . Na osnovu rezul't

analizepacijentisu podeljeni na grupteFESS+ i grupureFESS- (shema 1)

[ Grupa FESS ]\\
/

[ reFESS ] [ prtes ]

FESS
Tkivo NP

Obrada tkiva NP

Vi
1. Obrada NP mrezicom do jednocelijske suspenzije ]

v

2_Vortex 30s

W
3. Centrifugiranje 3000 rpm/10 min

v

4. Odbacivanje supematanta

A ) ) () G

\V
S5a. Zasejavanje sedimenta na "trostruke
podloge" (28°/37°C. 7 dana)

[ 5b. DMP sedimenta (LCB. BLF) ]

Shema 1. Dizajn studije (grupaFESS
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3.2.4.Neoperisani pacijenti(grupa HRS)

3.2.4.1.Grupa HRSpt-

U periodu od 01.03. do 01.06.2013. godi ne |
ukl juleno 65 konsekutivni h pacdrypeHRSH-,a0d sa pol
ukupno 470 ©pacijenata koji SuUu u navedenom

a ergol ogiju i i munol ogi ju KCS-epbdemi 6bopkali

mi k o l-roagdkioo | o ¢ k wezfpramene prstitetana (PE) (shemé)2

3.2.4.2.Grupa HRSpt+

U periodu od 01.03. do 01a08s2014e godilmag e
ukl julen 71 konsekutivni ©pacijent sa potvrlLe
koj i Ssu u navedenom periodu ambulantno | el e
KCS. Od ukupno 71 pacitjuwditjae 4 H pji)a &phiiandild gkkoo b
mi k o |-roagdkioo | o g k usa primenam F[¢grupa HRSre+). Ostala 24 pacijenta su
progla samoepirdemikdli ong KSlhernd B)z u st udi j e
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IFE TUDIJE

HRS PACIJENTI
(n=136)
/ \
[ Klinicki pregled ] [ Socio-epidemiologija }
N v \
[ ORL ] [ Alergologija ] [ Epidemiol.oEki ][ IE\:‘alitet ]
podaci Fivota

IIE TUDIJE
Grupa HRS (n=112)

[ Radioloski pregled - CT ] [ Mikrobioloske analize ]
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Shema6. Grafi | ki  pzajnakl faze stddije (grupa HRYS)

3.3. Metodologija studije

GrupaFESSj e progla kroz dve faze studije:
Dkl i nepikbemi ol ogka

Anamnestil ki s u prikupljeni potestia terapiji a
sociademografiji pacijenta.

2) himukgogkogka faza
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l zvrgena je operacija paranazal na ekstekcimausa z

tkiva NP, mi kol ogjkead noobirealdiaj s\kPe is uasnpael nizziaj e NP

GrupaHRS]j e progla kroz dve faze studije:

1) Kk |-epddemiokdok a

Pacijent.i S U peoppiudng naivoall o (@rkégl 2i8)n)iVizkednokaealognu

skalu (VAS); (ilASi nonasal CGBNOTe202m e T sccitd@mogmiskapitmik

i uralen je-l @boy adloen gskogko(v) rinologki ©pr
2) radmokol&oka faza

Pacijentima | e paraadzaniheinu§éaliz emk onaanjee, mi kol o
analizalSNS L i ISNS A i BSN. Grupi HRSpt- i HRSpt+ SU primenjivane iste metode
uzorkovanja, ali pod izmenjenim usloviniagrupi HRSet- n i j e PiT atdakta nosnog

kavuma pre uzorkovanja, dok je grifiRSer«r a LPE.n Uz or kovanj e Kkl inilk
Si nusa | eBSH fstandadmaometoda) i primenom nasgpitivanih metoda za ISNS

(i) | al a §iip AspiradjaASNSA. KIinil ki materijal.i iz
modifikovanim protokolom za obradu ISNS i ispitani na prisustvo gljiva i bakterija
standardnim mi krobiologkim metodama (kultiva
Grupa HRSpt-: Pacijenti sa pozitivnim nalazom gljiva u ISNS s u HRSrart- ¢rupu,

a pacijenti sa negativnim nalazom gljiM& Sr-/p1- grupu.

Grupa HRSpr+: Pacijenti sa pozitivnim nalazom gljiva u ISNSi/ili ISNS_ A su | i ni | |
HRSF+pT+, @ pacijenti sa negativnim nalazom gljid& Sr-/pt+ grupu.

Cilj: Razvijanje pouzdanih, peoducibilnih i bezbednih metoda za uzorkovanje i obradu
ISNSispitivanjemSn i Spmetode za uzorkovanje ISNS.

U cilju formiranja diGR&gniosvYi g&moma@ jpe o tke
laboratorijskog nalazp e d no i el i j s k, 8SNsIBNSpAe IBNSiLji ¢SNSNEmb
(istovremena primena ISNS_A i ISNS & klinl ki m i @ Kii dne mpioalaac i ma, k
se definisaldi k1 i ni | kGRS. #la psaogunralaza gliivk u ISMSr i t er
definisani su kriterijumi kmikjobiom inusadl & (ija v I | a ]

patol ogki nalaz (infekcijalalergija).
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3.3.1.Uzorak vazduha

U cilju kvantitativne i kvalitativne analizeAi n d ogivan koje su prisutne u
givotnom/ radnom prostoru pacijenaapacijenatgyena |
sa HRS.

3.4. Podloge, reagensi i aparatura

3.4.1. ATrostrukii set podloga za uzorkovanj

Kori gl ene su hranljive podloge, koje se sas
(Himedia, Indija), (ii) krompiroweg dekstroznog agra (Potato dextrose agar/PDA, Biolab,

Ma L ar s klavno-gio v(eilieigh (Tordpk, &rbij&).

SDA je modifikovaniagar sa dodatkom dekstroze koji je prvi opiSabouraudSabouraud i

sar., 1892) SDA se koristi za rastkomensalnih ipabgenih plesni i kvasnicdisoka
koncentracijadekstroze kiseli pH u sastavu SDA doprinose rastu gljiiearett i sar.1980).

SDA je mikrobiologka podl oga u odggdrah&kull pr aha
destilovane vode Oh |l al ena C)pced lroagzal i (vea5 u j ednu trelin
(SIGMA Aldrich, SAD) u debljini od minimalno 5 mm.

PDA je modifikovani agar sa dodatkom dekstroze i krompirovog ekstrakta koji doprinose

rastu gljiva. Koristi se za izolacijgomensalnih patogenih plesnj, er st i mul i ge sp
koja olakgava mikroskopsku i makroskopsku i
podloga u obliku praha; za 1L podloge potrebno jeg3fraha ulL destilovane vode

Ohl alena pQ@dlsoegar a(z5l5 va u g epauritrg@dlijne ar
minimalno 5 mm.

KA je modiflkovaniagar sa dodat kom govel baktriiaWKAje Kor i s
mi krobiologka podloga u obl i ku gmpnmhmahudl za 1
destilovane vodeSt er i | i s a npodlozii4d0®)h | chd.ceanjog se pod asept
57% sterilne defibrinisanpednuitredbbno pr ome
debljini od minimalno 5 mm (slik&).
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Dizajniran je Atrostruki i s erja wsastawwnd3IDAO VvV anj
PDA i KA na po 1/3 trostruke petri dle.

Sika6,ATrostruki i set za uzorkovanje i iz

3.5. Rastvori za indukciju sinonazalnog sekreta

351 Hi pertonil|lni fiziologki rastvor

Hi pertoniolgrkii (rvassitdvaCl| ) je mukolitil ko sreds:s
nepurul entnog i purul entnog mukusa. Hi perto
partija disajnih puteva, brzinu kretanja mulk
iz sinusa. Priprema se rastvaranjgim NaClu 100 ml sterilne destilovane vode (Apoteka
AZvezdara, KBC Zvezdara, Beograd, Srbija).

3.5.2.Sputasol

Sput asol (ditiotreitol 1.4%) je snagan mukol
ditiotreitola i koristi se za obradu viskoznog mucina dobijenog aspiracijom iz sinusa
pacijenata©xoid, Basingstoke, Hampshire, UK)
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3.6. Aparatura za uzorkovanje i obradu uzorakalSNS

361Ul trazvul na kada

Ultrazvulna (UZ) kada (EasypoCl grainncileul i kla

kavitacije u telnosti. Snaga proizvedena so
bal one koji ubrzavaju emulgaciju i rastvar e
uzoraka ISNS, a u cilju ekstrakcije gljivaiztkivaunc i na i nj i hoWwlenerli akge i
sar., 2008 Kristal turmalina koji se nalazi u sastav Wadef i z i1 | ki def or mi ge

t kival/biologkog materijal a pod dejstvom el

frekvenciji.

3.6.2.Mukus ekstraktor

Mukus ekstraktof Ul t r ame d Egipat) abpgrizanmsg es ad |
sinusa radi mi krobi ol ogke dijagnosti ke. Sast
mil [ dve mekane PVC cevi d u ¢ i sumotninkrajevima i deb
posude. Jedna cev sadrgi nastavak kojim se g
sl ugi za uzork®vanfacilj®eMm3 (sl ikkal egei em pol

unazad za 30 stepeni. Cev se manuelno uvodi pod ugld®0 stepeni kroz nozdrvu u sinuse
(Sharma R. i sar., 2008

Slika 7. Mukus ekstraktor (preuzeto sa http://surgwide.kbo.co.ke)
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3.6.3.PARI-SINUS inhalator

PARI-SINUS inhalator(PARI Gmb H, Nemal ka) je specijalno

inhal aci j u sinusa, s a snagnim rasprgivalem

mi kr omet arske amelii lpilrmsiod J edDabERn20t)(skkg nj ost
8) . Pumpica se stavlja direktno u nozdrvu,

pumpi ce i rasprgivanje | eka zirhaazija krozjsekuu k1 j u |
nozdrvu pojedinal msesabt rmalj ehibp emitrmowntid niogvrfgizi o
NaC).Tokom rada se pogtuju sva pravila asepse
kontaminirala.Paci jent je u | egeliem pologaju sa gl &

Svakom pacijentu se za $wa nozdrvu plasira prethodno sterilisana pumpica. Nakon

ukljulivanja prekidala pokreie se rasprgivan

Slika 8. PARI-sinus inhalator (preuzeto sa http://www.inel.co.rs/sr/proizvodi/)

3.6.4.Aspirator
Zaaspiracj u sinusa koriglen je portabilni aspi

SAD) sukcione snage 18 I/min. Na cev aspiratora je postavljan mukus ekstraktor u kojem se

vigila kolekcija sadrgaj a.
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37Laboratorijske dijagnosti|l ke proc

3.7.1.K onie probe (Skin prick test/SPT)

SPTna inhalacione alergene je korigien u
i nhal acione alergene. Koriglen je set sa 1
pozitivnom probom (histamin) i negativnom probotmf i zi ol o g Klk-Abetloa st v or )
Danska . Kod svih ispitanika kogna preosetl!l jiv
Vrste alergena i njihove koncentracije prikazane su u tabhelNa pacijentovoj podlaktici se

hemi jskom ol ovkomdobé&begedibereokeVonedkao i A +
i -ilh negativnu kontrol u. Na svako obelegeno
al ergena. Kroz svaku kap se | ancetom naprayv
papirnum ubr usdf G amikmowytea Wrackionse ol i tavanje
preosetl!l jivosti na inhalatorne al ergene proc
mm (slika9) . Kao pozitivan rezultat wuzimana je vr

vel a dhe korgrgea

Slika9. Kogne probe
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