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APSTRAKT 

 Gljive su poslednjih decenija postale jedan od vodeĺih uzroļnika bolesti kod 

ljudi. Obzirom na opġteprisutnost u vazduhu i ģivotnom prostoru (indoor i outdoor), 

gljive su ļesti izazivaļi gljiviļnih oboljenja gornjih i donjih partija respiratornog trakta 

(RT) gde dovode do hroniļnih oboljenja. Gljive prisutne u praġini i vazduhu bolesniļkih 

soba, klima ureĽajima, vodovodnim cevima i vlaģnim zidovima kupatila, predstavljaju 

vaģan rezervoar infekcije. Lako se ġire putem vazduha i imaju sposobnost da prodru do 

najniģih delova donjih partija RT, ili da se zadrģe u sinusnim ġupljinama. Gljiviļne 

spore dimenzija 10 do 100 ɛm bivaju zaustavljene u sinusima, nosnom kavumu, 

farinksu i larinksu i na ovim mestima stvaraju depozite. U RT vladaju tamni, topli i 

vlaģni uslovi koji predstavljaju idealne uslove za razmnoģavanje plesni u pluĺima. 

Najļeġĺi "outdoor" izolati gljiva su vrste roda Aspergillus, Penicillium i Cladosporium, 

dok su najļeġĺi "indoor" izolati gljiva vrste roda Stachybotris, Fusarium i Rhodotorula. 

Izloģenost ljudi "indoor" i "outdoor" gljiviļnim sporama u vazduhu je neizbeģna, a 

inhalacija spora gljiva je jedan od Ăokidaļañ za nastanak imunopatoloġkih procesa u RT, 

koji moģe biti u vidu alergijske reakcije ili  infekcije. Gljive koje uzrokuju oboljenja 

ljudi se mogu podeliti na dve kategorije prema patogenom potencijalu: oportunistiļke i 

striktno patogene. Najļeġĺi izazivaļi gljiviļnih infekcija (GI) RT su oportunistiļke 

plesni. 

 Brzo i taļno dokazivanje prisustva gljiva u donjim i gornjim partijama RT je 

veoma vaģno zbog pravovremene primene terapije, skraĺenja trajanja bolesti, sniģavanja 

procenta nastanka komplikacija i spreļavanja razvoja invazivnih GI (IGI). Dijagnoza GI 

RT zavisi od brojnih faktora kao ġto su struļnost kliniļara da pravovremeno posumnja 

na GI, pravilno odabran i uzorkovan kliniļki materijal, vreme potrebno od uzorkovanja 

do rezultata i senzitivnosti (Sn) i specifiļnosti (Sp) postojeĺih dijagnostiļkih testova. 

Kultivacija kliniļkih uzoraka iz gornjih i donjih partija RT predstavlja "zlatni standard" 

za dijagnozu GI. Senzitivnost mikoloġkih metoda za detekciju gljiva varira od vrste i 

kvaliteta uzorka, prethodne obrade uzorka i iskustva i veġtina laboranta i lekara. 

Prednost kultivacije je moguĺnost izolacije, identifikacije uzroļnika GI i izrada testa 

osetljivosti gljiva na antimikotike. Iako se gljive mogu izolovati iz nazalnog sekreta 

zdravih ljudi, njihovo prisustvo u nazalnom sekretu ne predstavlja uvek dijagnostiļki 

kriterijum za dijagnozu GI u gornjim partijama RT. Standardna mikrobioloġka analiza 
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kliniļkih uzoraka gornjih partija RT u cilju detekcije gljiva i bakterija podrazumeva: (i) 

uzimanje brisa sluznice nosa kojim se uzorkuje nazalni sekret sa sluzokoģe nosa, (ii) 

zasejavanje ovog kliniļkog materijala na hranljive mikrobioloġke podlogame i (iii) 

makroskopska i mikroskopska identifikacija izolovanog mikroorganizma. Bris, kao 

nesenzitivna i nespecifiļna metoda za detekciju gljiva u sinusima, sa niskom 

pozitivnom i negativnom prediktivnom vrednoġĺu (PPV/NPV), ali ujedno 

konvencionalna "standardna metoda", je vodeĺi problem u dijagnostici GI sinusa. Nizak 

procenat detekcije gljiva u brisu u cilju dijagnostike GI sinusa je pokazao loġu 

korelaciju sa kliniļkim i radioloġkim nalazima pacijenata sa sumnjom na gljiviļni 

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

gljiva u gornjim partijama RT, od velikog kliniļkog znaļaja je razvijanje novih metoda 

za detekciju gljiva u sinusima. Dijagnostiļke metode koje se primenjuju za uzorkovanje 

i obradu kliniļkog materijala iz donjih partija RT kod pacijenata sa sumnjom na 

prisustvo gljiva u pluĺima, predstavljaju odliļan model za formiranje i evaluaciju 

dijagnostiļkih metoda za detekciju gljiva u gornjim partijama RT. Po modelu indukcije 

sputuma, mucin i/ili sinonazalni sekret koji oblaģe sinusne ġupljine moģe biti indukovan 

primenom mukolitiļke supstance (7% NaCl). Hipertoniļni NaCl smanjuje viskoznost 

purulentnog mukusa, poveĺava aktivnost cilija gornjih partija RT, brzinu kretanja 

mukusa kroz sinuse i olakġava izbacivanje sadrģaja. Na sliļan naļin kao ġto se vrġi 

izbacivanje i uzorkovanje indukovanog sputuma, moģe biti izvrġena metoda indukcije 

sinonazalnog sekreta uz lavaģu (ISNS_L) izbacivanjem i kolekcijom direktno na 

hranljivu podlogu ļime se smanjuje moguĺnot kontaminacije plesnima iz vazduha. 

TakoĽe, po modelu bronhoskopije, gde se pod sterilnim uslovima aspirira/uzorkuje 

sadrģaj iz bronhija, ISNS iz sinusa moģe biti aspiriran (ISNS_A).  

  Obzirom da imaju filamentoznu graĽu, gljive se na mukozi sinusa "ugrade" u 

mucin ili tkivo nazalnih polipa (NP), ļime je njihovo ekstrahovanje oteģano, a izolacija 

gljiva iz takvog sadrģaja onemoguĺena. Postojeĺi protokoli za obradu BAL-a i sputuma, 

mogu biti modifikovani i primenjeni na mucin i ISNS iz sinusa. Primena novih 

protokola za pravljenje jednoĺelijske suspenzije od tkiva NP bi znaļajno mogli da 

poveĺaju Sn/Sp standardnih culture metoda za detekciju i izolaciju gljiva. 

  Koriġĺenje jednostavnih, jeftinih i reproducibilnih dijagnostiļkih modela za 

detekciju gljiva u donjim partijama RT za formiranje novih dijagnostiļkih modela za 
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uzorkovanje kliniļkog materijala iz gornjih delova RT i detekciju gljiva, moģe imati 

znaļajne implikacije na utvrĽivanje znaļaja prisustva gljiva u sinusima u fizioloġkim i 

patoloġkim uslovima, a time pravovremenu dijagnozu GRS i spreļavanje razvoja 

alergijskih reakcija na prisustvo plesni ili I GI. Novija istraģivanja bi trebalo da se 

fokusiraju na razvoj i standardizaciju novih i pouzdanih metoda za indukciju, 

uzorkovanje, i obradu ISNS_L i ISNS_A iz sinusa kod pacijenata sa sumnjom na GI u 

gornjim partijama RT, a u cilju rane i pravovremene dijagnoze. 

 Osnovni cilj istraģivanja je evaluacija novo-formiranih metoda za: (i) ISNS uz 

lavaģu i aspiraciju sekreta, (ii) obradu NP do jednoĺelijske suspenzije i (ii) interpretacija 

nalaza gljiva u fizioloġkim i patoloġkim stanjima kod pacijenata sa hroniļnim 

rinosinuzitisom (HRS). U periodu od 01.02.2012. do 01.08.2014. uraĽena je hibridna 

studija, kombinacija: (i) kliniļkog eksperimenta i (ii) studije serije sluļajeva. Planirano 

je da se evaluacija metode ISNS izvrġi na svim studijskim pacijentima, meĽutim zbog 

opseģnosti NP i indikovanog FESS-a kod odreĽenog broja pacijenata, metodoloġki su 

podeljeni u dve grupe. Studija je izvedena na grupi operisanih pacijenata sa HRS (grupa 

FESS) i grupi neoperisanih pacijenata (grupa HRS). Grupu FESS su ļinili pacijenti koji 

su bili operisani putem FESS-a zbog prisustva NP i to pacijenti koji su prvi put imali 

operaciju (pFESS grupa) i pacijenti koji su prethodno imali bar jednu operaciju sinusa 

(reFESS grupa). Grupu HRS su ļinili: (i) pacijenti kod kojih nije izvrġen pretretman 

(PT) i toaleta nosnog kavuma pre primenjenih metoda uzorkovanja; (ii) pacijenti kod 

kojih je izvrġen PT i toaleta nosnog kavuma pre primenjenih metoda uzorkovanja i (iii) 

pacijenti koji su proġli samo prvu kliniļko-epidemioloġku fazu studije, bez druge faze 

koju su ļinile mikoloġke i radioloġke analize.  

 Primenom i evaluacijom kliniļkih i alergoloġko-rinoloġkih kriterijuma je 

izvrġena selekcija HRS pacijenata i odreĽena teģina HRS, a na osnovu kriterijuma 

Ădokazaneñ gljive u sinusima i izvrġene regresione analize je izdvojeno 10 kriterijuma 

koji vrġe predikciju GRS (GRSindex2). Za svaki kriterijum je oformljen sistem bodovanja 

za definisanje Ămajorñ (GRSindex2) i Ăminorñ kriterijuma (GRSindex1). Pokazane su 

sledeĺe prevalencije za Republiku Srbiju: HRS (13.8%), NP (4.2%), FRS (2.8%), 

alergijski GRS/AGRS (1.5%), nealergijski GRS (1.3%) i invazivni GRS (0%) kod 

grupe HRS pacijenata.  
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 Optimizovan je protokol za uzorkovanje i obradu: (i) tkiva - metoda 

jednoĺelijske suspenzije NP i (ii) sekreta/mucina - ISNS_A, ISNS_L i ISNS_komb 

(ISNS_A i ISNS_L istovremeno). Visok procenat nalaza gljiva je utvrĽen primenom 

metode za obradu jednoĺelijske suspenzije do NP kod reFESS pacijenata (42.1%), 

ISNS_L sa PT kod neoperisanih pacijenata (24.5%) i jednoĺelijske suspenzije NP kod 

pFESS pacijenata (23.2%), a nizak kod neoperisanih pacijenata primenom ISNS_A sa 

PT (10%) i kod neoperisanih pacijenata primenom brisa nosnog kavuma sa PT (5.3%). 

 U odnosu na 10 izdvojenih kriterijuma koji vrġe predikciju GRS (GRSindex) i 

rezultata metoda ISNS (prisustvo gljiva u sinusima) izvrġena je evaluacija ISNS 

metoda. Najviġe vrednosti Sp/Sn su pokazane za ISNS_komb metod kada je primenjen 

PT (89%; 96%), a najviġe PPV/NPV su pokazane za ISNS_komb metod (94%; 93%) i 

ISNS_L metod (93%; 87%) kada je primenjen PT. Predloģeni protokol za obradu ISNS 

omoguĺava ekstrakciju gljiva iz mukopurulentnog sekreta kod pacijenata sa GRS i time 

bolju detekciju i izolaciju gljiva. Predloģeni protokol za obradu tkiva NP do 

jednoĺelijske suspenzije poveĺava verovatnoĺu izolacije gljiva iz NP. Izvrġena je 

klasifikacija nalaza gljiva u sinusima na fizioloġki nalaz (kolonizacija/mikrobiom 

sinusa) i patoloġki nalaz, a na osnovu: (i) pozitivnih nalaza gljiva u sinusima primenom 

metode brisa nosnog kavuma, ISNS_L, ISNS_A i/ili ISNS_komb i (ii) definisanog 

GRSindex2: (i) fizioloġko stanje (kolonizacija/mikobiom): jedan pozitivan nalaz gljiva u 

brisu nosnog kavuma; (ii) patoloġko stanje: jedan pozitivan nalaz gljiva u sinusima 

primenom metoda jednoĺelijske suspenzije ili ISNS_A ili ISNS_komb ili dva uzastopna 

pozitivna nalaza gljiva u sinusima ISNS_L metodom. Kod operisanih pacijenata sa NP, 

primenom jednoĺelijske suspenzije, dokazano je 13 izolata: Aspergillus flavus (8/13),  

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

ISNS_komb metode, dokazano je 57 izolata iz 6 rodova. UtvrĽene vrste gljiva se nisu 

razlikovale u fizioloġkim i patoloġkim stanjima, osim za A. fumigatus koji je znaļajno 

dominirao kod pacijenata sa AGRS.  

Kljuļne reļi: Gljive, fungalni rinosinuzitis, hroniļni rinosinuzitis, nazalna polipoza, 

metode, indukcija sinonazalnog sekreta, aspiracija, lavaģa, jednoĺelijska suspenzija 

Nauļna oblast: Mikrobiologija 

Uģa nauļna oblast: Mikologija 

UDK broj:  4600/16 
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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 lower respiratory 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 ability to penetrate to the lowest parts of the 

RT, or to be kept in the sinus cavities. Spore sized 10 to 100 microns are stopped in the 

sinuses, nasal cavity, pharynx and larynx and in these places create deposits. The RT 

ruled dark, warm and moist conditions that are ideal for the propagation of fungi in the 

lungs. The most common outdoor isolates of fungi are Aspergillus, Penicillium and 

Cladosporium, whereas the most common outdoor isolates are Stachybotris, Fusarium 

and Rhodotorula. Human exposure to indoor and outdoor 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 diseases in humans can be divided into two 

categories according to the pathogenic potential: opportunistic and strict pathogens. The 

most frequent causes of FI of RT are opportunistic molds. 

Detection of fungi in RT is crucial for timely initiation of therapy and positive outcome. 

Diagnosis of FI in RT depends on numerous factors such as the expertise of clinicians to 

make timely suspects FI, properly selected and sampled clinical material, the time 

required from sampling to results and sensitivity (Sn) and specificity (Sp) of existing 

diagnostic tests. Cultivation of clinical samples from the upper and lower parts of the 

RT is the "gold standard" for diagnosis of FI. Sn of mycological methods for the 

detection of fungus varies with the type and quality of the sample, the pretreatment of 

the sample and the experience and skills of laboratory technicians and doctors. The 

advantage of cultivation is isolation and identification of antigen and possibility for 

testing of antifungal susceptibility. 

Quickly and accurately confirm 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 (IFI). Although 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 FI. Standard microbiological analysis of clinical samples of upper parts of 

RT for detection of fungi and bacteria include: (i) taking a swab of nasal mucosa, (ii) 

cultivation on nutrient media and (iii) macroscopic and microscopic identification of the 

isolated microorganisms. Smear as insensitive and nonspecific methods for the 

detection of fungi in the sinuses, with a low positive predictive value (PPV), but also 

conventional "standard method", is the leading problem in diagnosis of FI of sinuses. 

The low percentage of detection of fungi in swab showed poor correlation with clinical 

and radiological findings of patients with suspected fungal rhinosinusitis (FRS). The 

development of new methods for detection of fungi in the sinuses is of great clinical 

importance. Diagnostic methods used for sampling and processing of clinical material 

from the lower 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 model of induction of sputum, mucin 

and/or sinonasal secretion that coats the sinus cavity can be induced by using mucolytic 

substances (7% NaCl). 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 

mucus through the sinuses and facilitates ejection content. In a similar manner, ejecting 

and induced of sinonasal secret can be performed by lavage (ISNS_L) and collection 

directly into the nutrient medium which reduces  possibility of contamination by mold 

from the air. Also, the model of bronchoscopy, where is aspirated/sampled the contents 

of the bronchi under sterile conditions, ISNS from the sinuses can be aspirated 

(ISNS_A). 

Fungi on the mucosa of the sinuses are incorporated in mucin or tissue of nasal polyps 

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

is disabled. Existing protocols for the treatment of BAL and sputum can be modified 

and applied to the mucin and ISNS from the sinuses. The application of new protocols 

for making single-cell suspensions (SSS) of tissue NP could significantly increase the 

Sn/Sp of 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 sections of RT for may have important implications for determining the 

significance of the presence of the fungus in the sinuses in physiological and 
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pathological conditions, as well as for timely diagnosis of FRS and prevention and 

development of allergies or IFI. Recent research should focus on the development and 

standardization of new and reliable methods for induction, sampling, and processing of 

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 NP to SSS and (ii) 

interpretation of the findings of fungi in physiological and pathological conditions in 

patients with chronic rhinosinustitis (CRS). 

In the period from 01.02.2012 to 01.08.2014 hybrid study was carried out, the 

combination of: (i) clinical experiment and (ii) a case-series. It is planned that the 

evaluation methods ISNS 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 (group CRS). FESS 

group consisted of patients who were operated by FESS because of the presence of NP. 

CRS group consisted of: (i) patients who did not performed pretreatment (PT) of nasal 

cavum before sampling method is applied; (ii) patients who have undergone PT and 

toilets of nasal cavum before the sampling method is applied and (iii) patients who 

finished only the first phase of clinical and epidemiological studies, without second 

phase consisting of mycological and radiological analysis. 

Implementation and evaluation of clinical and allergy-rhinologic criteria selected HCRS 

patients and specific CRS scoring system has been created, based on the criteria of 

"proven" fungi in the sinuses and the regression analysis which releaved 10 criteria 

important for prediction of FRS (FRSindex). Scoring system consists of "major" 

(FRSindex2) and "minor" criteria (FRSindex1). 

It is shown next prevalence: CRS (13.8%), NP (4.2%), FRS (2.8%), AFRS (1.5%), non-

allergic FRS (1.3%) and invasive FRS 0% in the group of CRS patients. 

Next protocol for sampling and processing are optimized: (i) tissue - method SSS and 

(ii) secretion/mucin - ISNS_A, ISNS_L and ISNS_comb (ISNS_A and ISNS_L 

simultaneously). A high percentage of finding of the fungi is determined by using SSS 

in reFESS patients (42.1%), ISNS_L with PT in conservatively treated patients (24.5%), 
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SSS in pFESS patients (23.2%) and low by using ISNS_A in conservatively treated 

patients with PT (10%) and by swab with PT (5.3%) in conservatively treated patients. 

Performed new ISNS methods were evaluated by comparation of 10 criteria that 

perform prediction of FRS (FRSindex) and the results of the methods of ISNS (presence 

of fungi in the sinuses). The highest values of Sp/Sn are shown in ISNS_comb method 

with PT (89%; 96%) as well as highest value of PPV/NPV are shown for ISNS_comb 

method (94%; 93%) and ISNS_L method (93%; 87%) with PT. The proposed protocol 

for ISNS allows the extraction of fungi from muco-purulent secretion in patients with 

FRS for improved detection and isolation of fungi. The proposed protocol for the 

treatment of NP tissue to SSS increases the likelihood of isolation of fungi from the NP. 

The classification of the findings of the fungi in the sinuses is done on: (i) physiological 

findings (colonization/microbiome of sinuses) based on one positive finding of fungi in 

the sinuses by swab and (ii) pathological findings based on one positive finding of fungi 

in the sinuses using SSS or ISNS_A or ISNS_comb or two consecutive positive findings 

of fungi in the sinuses by ISNS_L method. In patients with NP 13 isolates of 

Aspergillus flavus (8/13), A. niger (4/13) and Alternaria (1/13) are isolated by using of 

SSS. In CRS patients treated conservatively, 57 isolates from 6 genera are isoalted by 

using of ISNS_comb method. Identified fungal species did not differ in physiological 

and pathological conditions, except for A. fumigatus, which is significantly dominated 

in patients with allergic fungal rhinosinusitis (AFRS). 

 

Keywords: Fungi, fungal rhinosinusitis, chronic rhinosinusitis, nasal polyps, methods, 

induction of sinonasal secretion, aspiration, lavage, single-cell suspension. 

 

Scientific field: Microbiology 

Scientific area: Mycology 

UDK number: 4600/16 
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SPISAK SKRAĹENICA 

    

                                            

ABPA, alergijska bronhopulmonarna 

aspergiloza 

AGRS, alergijski gljiviļni rinosinuzutis 

AI,  intolerancija na aspirin  

At, antitelo 

BAL,  bronhoalveolarni lavat 

BLF, blankofor 

BSN, bris sluznice nosa 

CDA, hrom agar 

CT, kompjuterizovana tomografija 

Dg, dijagnoza 

DMP, direktni mikroskopski preparat 

DTM, dermato-test medium 

EIA, enzyme immunoassay 

ELISA, enzyme-linked immunosorbent 

assay 

Eo, eozinofili  

FESS, funkcionalna endoskopija sinusa  

FESSF-, operisani pacijenti sa 

negativnim nalazom gljiva 

FESSF+, operisani pacijenti sa 

pozitivnim nalazom gljiva 

F, gljive/fungi 

GI, gljiviļna infekcija 

GRS, gljiviļni rinosinuzitis = FRS, 

fungalni rinosinuzitis  

GRSindex, kriterijumi za predikciju GRS 

H&E, hematoksilin eozin bojenje 

HRS, hroniļni rinosinuzitis 

HRSF-, HRS pacijenti bez pozitivnog 

nalaza gljiva (sa i bez PT) 

HRSF+, HRS pacijenti sa pozitivnim 

nalazom gljiva (sa i bez PT) 

HRSPT-, HRS pacijenti bez PT 

HRSPT-/F-, HRS pacijenti bez PT i sa  

HRSPT-/F+, HRS pacijenti bez PT i sa  

HRSPT+, HRS pacijenti sa PT 

HRSPT+/F-, HRS pacijenti sa PT i 

negativnim nalazom gljiva  

HRSPT+/F+,  HRS pacijenti sa PT i 

pozitivnim nalazom gljiva 

IA , inhalatorni alergeni  

IgE, imunoglobulin E 

IGI,  invazivna gljiviļna infekcija 

ISNS, indukcija sinonazalnog sekreta 

ISNS_A, ISNS i aspiracija 

ISNS_komb, ISNS_A i 2x ISNS_L  

ISNS_L, ISNS i lavaģa 

KA,  krvni agar 

KOH, kalijum hidroksid 

LCB,  Lacto phenol cotton blue boja 

MR, magnetna rezonanca 

negativnim nalazom gljiva 

NP, nazalni polipi 

NPV, negativna prediktivna vrednost 

PCR, polymerase chain reaction 

PDA, potato dekstroni agar 

CA, Czapek agar 

pFESS, prvi FESS 

PH, patohistologija 

pozitivnim nalazom gljiva 

PPV, pozitivna prediktivna vrednost 

PT, pretretman 

reFESS, viġe od 1 prethodni FESS 

RT, respiratorni trakt  

Rtg, rendgen 

SDA, Saburo dekstrozni agar 

sIgE At, specifiļna IgE At 

SPT, koģne probe (skin prick test) 

UZ, ultrazvuk 

VAS, vizuelno analogna skala 

VRP, visoko riziļni pacijenti 
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1.1. Medicinski znaļajne gljive 

 

 Gljive su ubikvitarni eukariotski mikroorganizmi koji opstaju i kao saprofiti i kao 

invazivni mikroorganizmi u tkivima ljudi i biljaka. Poslednjih decenija, gljive su postale 

jedan od vodeĺih uzroļnika bolesti kod ljudi (Portnoy i sar., 1993; Ebbens i sar., 2007). 

Obzirom na opġteprisutnost rezervoara gljiva u vazduhu i ģivotnom prostoru (indoor i 

outdoor), gljive su ļesti izazivaļi gljiviļnih oboljenja gornjih i donjih partija respiratornog 

trakta (RT), a zbog svoje specifiļne graĽe i neefikasnosti humanog imunoloġkog odgovora, 

za razliku od bakterija i virusa, ļesto dovode do hroniļnih infekcija RT. Do skoro, najļeġĺim 

uzroļnicima oboljenja gornjih i donjih puteva RT smatrane su bakterije i virusi (Bosch i sar., 

2013). MeĽutim, poslednje dve decenije, kako su se razvijale metode za uzorkovanje i 

izolaciju gljiva, a samim tim sprovoĽen i sve veĺi broj istraģivanja, gljivama se daje sve veĺi 

znaļaj u oboljenjima gornjih i donjih partija RT, posebno u alergijskim i 

imunokompromitovanim stanjima (Ebbens i sar., 2007).  

 

1.1.1. Podela gljiva - Indoor i outdoor gljive u vazduhu 

 

 Kod imunokompromitovanih pacijenata, gljive prisutne u praġini i vazduhu 

bolesniļkih soba, klima ureĽajima, vodovodnim cevima i vlaģnim zidovima kupatila ili 

suvom cveĺu i hrani, predstavljaju vaģan rezervoar infekcije (tabela 1) (Pana i sar., 2014). 
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Tabela 1. Podela indoor gljiva prema nivou vlage materijala koji nastanjuju 

A) Veoma vlaģna sredina Rod/vrsta 

 Kupatila 

Vodovodne cevi 

Vlaģni zidovi 

Kuvano povrĺe 

Alternaria alternata 

Aspergillus fumigatus 

Epicoccum spp. 

Exophiala spp. 

Fusarium moniliforme 

Mucor plumbeus 

Phoma herbarum 

Phialophora spp. 

Rhizopus spp. 

Stachybotrys chartarum (S. atra) 

Trichoderma spp. 

Ulocladium consortiale 

Rhodotorula spp. 

Sporobolomyces spp. 

B) Umereno vlaģna/suva sredina Rod/vrsta 

 

Zemlja 

Nameġtaj 

Kuĺno cveĺe 

Aspergillus flavus 

Aspergillus versicolor 

Cladosporium cladosporioides 

Cladosporium herbarum 

Cladosporium sphaerospermum 

Mucor circinelloides 

Rhizopus oryzae 

C) Praġina i vazduh  Rod/vrsta 

 

 

GraĽevinski materijali 

Klime 

Suve biljke 

Alternaria citri 

Aspergillus (Eurotium) amstelodami 

Aspergillus candidus 

Aspergillus (Eurotium) glaucus 

Aspergillus niger 

Aspergillus penicillioides 

Aspergillus (Eurotium) repens 

Aspergillus restrictus 

Aspergillus versicolor 

Paecilomyces variotii 

Penicillium aurantiogriseum 

Penicillium brevicompactum 

Penicillium chrysogenum 

Penicillium commune 

Penicillium expansum 

Penicillium griseofulvum 

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

Copenhagen, Denmark 
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1.1.2. Najļeġĺe oportunistiļke i striktno patogene gljive uzroļnici respiratornih infekcija 

 

 Gljive predstavljaju taksonomsko carstvo sastavljeno od eukariotskih organizama. 

Imaju ġirok morfoloġki diverzitet veliļine od jednoĺelijskih do viġeĺelijskih. Postoje u formi 

mikrogljiva (vidljiv e samo mikroskopski) i u formi makrogljiva. Identifikovano je oko 

69.000 rodova, 1.5 milion vrsta (Ryan KJ i Ray CG, 2004; Bernstein i sar., 2012) i preko 100 

razliļitih sojeva kod pojedinih vrsta (San-Blas i Calderone, 2008). Motfoloġki se dele na 

kvasnice i plesni, a medicinski znaļajne plesni se nalaze u 3 razdela (Phylum):  

(i) Zigomycotina,   

(ii) Ascomycotin i 

(iii) Basidiomycotina. 

Filamentozne plesni su najļeġĺe saprofitni ili simbiotski mikroorganizmi, ali postoje vrste 

koje su striktno ili oportunistiļki patogeni i one su od najveĺeg znaļaja za humanu medicinu 

(Park i sar., 2004; San-Blas i Calderone, 2008) (tabela 2).  

 

Tabela 2. Najļeġĺe oportunistiļke i striktno patogene gljive uzroļnici infekcija RT 

KOSMOPOLITSKE VRS TE* ENDEMSKE VRSTE**  

A) HIJALINE PLESNI  
B) TAMNE PLESNI  

(BLACK MOLDS) 
C) KVASNICE  

D) BIFAZNE GLJIVE  

Aspergillus fumigatus Alternaria alternata Cryptococcus spp. Histoplasma capsulatum 

Aspergillus flavus Bipolaris spp. Pneumocystis spp. Blastomyces dermatitidis 

Aspergillus niger 
Cladosporium sp. 

cladosporioides sp. 

 Coccidioides immitis 

Aspergillus nidulans Curvularia geniculata   

Chrysosporium zonati Curvularia lunata   

Fusarium solani Scopulariopsis brevicaulis   

Fusarium oxysporum Stachybotrys chartarum   

Penicillium  chrysogenum    

Schizophyllum commune    

Absidia corymbifera    

Mucor spp.    

Rhyzopus oryzae    

*Oportunistiļke vrste; **Striktno patogene vrste. Reference: Ryan KJ i Ray CG, 2004; San-Blas i Calderone, 

2008 

  

Ciklus razmnoģavanja pojedinih gljiva ima dve faze: seksualni i aseksualni. Gljive koje se 

reprodukuju seksualnim putem se nazivaju "fungi perfecti" i one su telemorfne. Reprodukcija 

gljiva rezultuje formiranjem seksualnih spora (San-Blas i Calderone, 2008). Gljive koje se 
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razmnoģavaju iskljuļivo aseksualno su klasifikovane kao "fungi imperfecti" (San-Blas i 

Calderone, 2008; Bernstein i sar., 2012). Gljive koje se razmnoģavaju aseksualno su 

anamorfne i ovaj proces rezultuje produkcijom konidija.  

 Ġirenje gljiva se vrġi putem seksualnih spora i aseksualnih konidija. U zavisnosti od 

vrste variraju u veliļini (2-70 ɛm), obliku (sferne, koke, lanci), a njihov fenotip moģe biti 

koriġĺen za diferencijaciju vrsta (Park i sar., 2004). Zbog svoje veliļine, specifiļne graĽe i 

ubikvitarnosti u prirodi, lako se ġire putem vazduha i imaju sposobnost da prodru do najniģih 

delova donjih partija RT, ili da se zadrģe u sinusnim ġupljinama. Gljive koje imaju male 

spore/konidije imaju sposobnost da inhalacijom budu uneġene do najudaljenijih segmenata 

donjih partija RT (alveola i bronhiola). Veĺina spora/konidija se zadrģava na nivou bronhija 

ili nosa/sinusa zahvaljujuĺi trepljastim epitelnim ĺelijama (slika 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 1. Inhalacija gljiviļnih spora iz ģivotnog okruģenja 

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

 

Veliļina gljiviļnih spora varira u zavisnosti od vrste, a od veliļine spora zavisi primarno 

mesto kolonizacije RT gljivama. Partikule dijametra do 10 ɛm prolaze gornje partije RT i 

zaustavljaju se u gornjim delovima pluĺa, najļeġĺe u bronhijama, dok najsitnije ļestice (5-1 

ɛm) prodiru do najniģih partija pluĺa, do bronhiola i alveola (Park i sar., 2004). U RT vladaju 

tamni, topli i vlaģni uslovi koji predstavljaju idealne uslove za razmnoģavanje plesni u 

pluĺima (tabela 3) (Nygaard i sar., 2004; Denning i sar., 2014; Nielsen i sar., 2014).  
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Tabela 3. Geografska distribucija gljiva uzroļnika oboljenja pluĺa 

Rod i vrste Geografska distibucija Reference 

A) HIJALINE PLESNI*  

Aspergillus flavus Velika Britanija 

Ġkotska 

Kalifornija, SAD 

Indija 

Tanzanija 

Denning i sar., 2014 

Warris A, 2014 

He i sar., 2015 

Ali i sar., 2013 

Pohl i sar., 2013 

Aspergillus fumigatus 

Aspergillus nidulans 

Aspergillus niger 

Chrysosporium zonati 
Utah, SAD 

Nigerija 

Lanspa i Hatton, 2014 

Ekkena i sar., 2007 

Fusarium oxysporum Italija 

Texas, SAD 

Tortorano i sar., 2014 

Terasaki i sar., 2014 Fusarium solani 

Penicillium chrysogenum 

Danska 

Japan 

Austrija 

Nielsen i sar., 2014 

Oshikata i sar., 2013 

Geltner i sar., 2013 

Mucor spp. Brazil Neto i sar., 2014 

Rhizopus microspores Massachusetts, SAD 

Koreja 

Srbija 

Tsyrkunou i sar., 2014 

Kim i sar., 2014 

Vidoviĺ i sar., 2013 

Rhizopus oryzae 

B) TAMNE PLESNI ( BLACK MOLDS)*  

Bipolaris spicifera Japan Kobayashi i sar., 2008 

Alternaria alternata Indija Shashikala i sar., 2013 

Cladosporium cladosporioides 
Finska 

Tajvan 

Leino i sar., 2013 

Chen i sar., 2014 

Scopulariopsis brevicaulis Malezija Satyavani i sar., 2010 

C) KVASNICE*  

Cryptococcus spp. 
Minesota, SAD 

Juģna Afrika 

Kaplan i sar., 2015 

Grahnert i sar,. 2014 

Pneumocystis spp. Singapur Chew i sar., 2015 

D) BIFAZNE GLJIVE**  

Histoplasma capsulatum 
Centralna i zapadna Afrika 

Latinska Amerika 

Raselli, 2013 

González-González i sar., 

2014 

Blastomyces dermatitidis 
SAD 

Juģna Afrika 

Bariola i sar., 2011 

Youssef i sar, 2013 

Coccidioides immitis 
Arizona, SAD 

Kalifornija, SAD 

Leake i sar., 2000 

Baron i sar., 1996 

* Oportunistiļke i kosmopolitske vrste; ** Striktno patogene i endemske vrste  

 

 

Manje spore, ali i spore dimenzija 10 do 100 ɛm bivaju zaustavljene u sinusima, nosnom 

kavumu, farinksu i larinksu i na ovim mestima stvaraju depozite (tabela 4) (Chang i sar., 

2013; Shin i sar., 2007; Knutsen i sar., 2012).  

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Warris%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25135079
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Tabela 4. Geografska distribucija gljiva uzroļnika oboljenja sinusa 

Rod i vrste Geografska distibucija Reference 

A) HIJALINE PLESNI*  

Aspergillus flavus 
Velika Britanija 

Ġkotska 

Tajvan 

Indija 

Tunis 

Kina 

Hjuston, SAD 

Denning i sar., 2014 

Warris A, 2014 

Chi i sar., 2014 

Upadhyay i sar., 2014 

Shahed i sar., 2014 

Yan i sar., 2014 

Porter i sar., 2014 

Aspergillus fumigatus 

Aspergillus niger 

Fusarium oxysporum Velika Britanija 

Poljska 

Stammberger, 2000 

Twaruzek i sar., 2014 Fusarium solani 

Penicillium chrysogenum Indija 

Kalifornija, SAD 

Iran 

Jain i sar., 2014 

Murr i sar., 2012 

Hashemia i sar., 2012 
Penicillium marneffei 

Absidia corymbifera 

Francuska 

Indija 

Brazil 

Bellanger i sar., 2010 

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 

Cho i sar., 2014 

Lazar i sar., 2014 

Dusart i sar., 2013 

Monroe i sar., 2013 

Rhizopus microspores Francuska 

Indija 

Srbija 

Penicaud i sar., 2013 

Abilkassem i sar., 2013 

Pekic i sar., 2010 
Rhizopus oryzae 

B) TAMNE PLESNI ( BLACK MOLDS)*  

Stachybotris chartarum (atra) Kanada Bitnun i Nosal, 2000 

Culvularia lunata Misuri, SAD Knutsen i sar., 2012 

Alternaria alternata 

Koreja 

Kanada 

Srbija 

Chang i sar., 2013 

Maloney i sar., 2010 

Pesic i sar., 2015 

Cladosporium cladosporioides 
Koreja 

Ġpanija 

Shin i sar., 2007 

Resano i sar., 1997 

Scopulariopsis brevicaulis Francuska Sattler i sar., 2014 

* Oportunistiļke i kosmopolitske vrste 

  

 Brojni autori su se u svojim studijama bavili determinacijom vrsta "indoor" i 

"outdoor" gljiva i njihovih elemenata, u cilju odreĽivanja koncentracije spora u vazduhu (Al -

Suwaine i sar., 1999; Kurup i sar., 2000). Prevalencija gljiviļnih spora u vazduhu zavisi od 

geografske lokalizacije, praĺeno razlikama u sezonskim, temperaturnim, prostornim i 

meteoroloġkim karakteristikama (Mitakakis i McGee, 2000; Bergamini i sar., 2004). Iako 

sezonsko variranje koncentracija gljiviļnih spora u vazduhu nije drastiļno kao variranje 

koncentracije alergena polena trava i korova, ipak je najviġa koncentracija zabeleģena u 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Warris%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25135079
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proleĺnim i letnjim mesecima. Proseļna koncentracija gljiviļnih spora u vazduhu po jednom 

m3 se kreĺe oko 101-105. Najļeġĺi "outdoor" izolati gljiva su vrste roda Aspergillus, 

Penicillium i Cladosporium, dok su najļeġĺi "indoor" izolati gljiva vrste roda Stachybotris, 

Fusarium i Rhodotorula (Kurup i sar., 2000; De Hoog, 2000). TakoĽe, znaļajni rezervoari 

gljiva u ģivotnom okruģenju/bolnicama su vlaģne prostorije i zidovi, klima ureĽaji, 

vodovodne cevi, kupatila i suvog cveĺa i biljaka (tabela 1A). Ovi uslovi predstavljaju idealna 

staniġta za pojedine vrste gljiva. Najubikvitarnije gljive pripadaju treĺoj grupi koju ļine gljive 

najļeġĺe izolovane iz vazduha, graĽevinskog materijala i klima ureĽaja, kao ġto su vrste 

rodova Aspergillus, Penicillium i Fusarium (tabela 1C i tabela 2). Koncentracija kuĺnih 

"indoor" gljiviļnih alergena je oko pet puta niģa od "outdoor" koncentracije spora gljiva, 

mada ovaj odnos varira u zavisnosti od prisustva visoke vlage pre svega u prostorijama, ali i 

napolju (Salo i sar., 2005). Indoor koncentracija i tip gljiviļnih spora zavisi od prisustva 

vlage, tepiha, kuĺnih ljubimaca i starog drvenog nameġtaja (Salo i sar., 2005). Outdoor 

gljiviļne spore takoĽe mogu biti naĽene u zatvorenom prostoru, a njihova koncentracija 

zavisi od ventilacije i zagaĽenja spoljaġnjeg vazduha koji ulazi u prostoriju prilikom 

provetravanja. Izloģenost ljudi "indoor" i "outdoor" gljiviļnim sporama u vazduhu je 

neizbeģna, a inhalacija spora gljiva je jedan od Ăokidaļañ za nastanak imunopatoloġkih 

procesa u RT, koji moģe biti u vidu alergijske reakcije individue (imunokompetentna, Th2 

osoba) ili u vidu infekcije (imunokompromitovana osoba) (Gots i sar., 2003).  

 

1.1.3. Podela gljiva prema patogenom potencijalu za ljude 

 

 Gljive koje uzrokuju oboljenja ljudi se mogu podeliti na dve kategorije prema 

patogenom potencijalu (tabela 2): oportunistiļke i striktno patogene. 

1. Oportunistiļke gljive ġiroko rasprostranjene u prirodi, koje mogu da izazovu bolesti RT 

kod imunokompromitovanih pacijenata, i alergije kod imunokompetentnih osoba. Ovoj grupi 

pripada veliki broj hijalinih i tamnih plesni koje rastu na ~28°C, ali i pojedine kvasnice. 

Poseban rod gljiva, koji ima sposobnost da izaziva infekcije RT najļeġĺe 

imunokompromitovanih osoba, predstavlja Pneumocystis sp., koja je klasifikovana kao gljiva 

nalik kvasnici odnosno "yeast-like" (De Hoog, 2000). Od oko 70.000 vrsta gljiva samo neki 

rodovi hijalinih i tamnih plesni, kvasnica i "yeast-like" gljiva uzrokuju ļesto oboljenja ljudi 

(tabela 2). 
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2. Striktno patogene gljive koje predstavljaju bifazne ili dimorfne gljive , imaju dve faze 

rasta - jednu na 28°C kao plesni i drugu na 37°C kao kvasnice. U ovu grupu spadaju rodovi 

Blastomyces, Histoplasma, Paracoccidioides, Coccidioides. One su endemske za podruļje 

Amerike, Afrike i Azije i najļeġĺe dovode do infekcija pluĺa kod imunokompromitovanih 

pacijenata, ali i imunokompetentnih osoba (tabela 2) (Kaplan i sar., 2015). 

 Najļeġĺi izazivaļi gljiviļnih infekcija RT su oportunistiļke plesni. Ovoj grupi pripada 

veliki broj filamentoznih gljiva (tabela 2), ļije se spore i konidije nalaze ġiroko 

rasprostranjene u vazduhu i inhalacijom dovode do kolonizacije sluznice RT. Kolonizacija 

sluznice RT moģe da vodi ka razvoju hipersenzitivnosti na prisustvo gljiviļnih alergena kod 

imunokompetentnih Th2 osoba, ili do razvoja infekcije kod osoba sa 

imunokompromitovanim statusom. Broj osoba kod kojih su gljive znaļajan uzrok morbiditeta 

i/ili mortaliteta je u stalnom porastu (Mendoza i sar., 2014) zbog ļega je vaģna njihova 

detekcija i eliminacija. 

 

1.2. Metode za dokazivanje prisustva gljiva u respiratornom traktu  

 

 Detekcija gljiva u RT je kljuļna za pravovremeno zapoļinjanje terapije i pozitivan 

ishod leļenja. Dijagnoza gljiviļnih infekcija (GI) RT zavisi od brojnih faktora kao ġto su 

struļnost kliniļara da pravovremeno posumnja na GI, pravilno odabran i uzorkovan kliniļki 

materijal, vreme potrebno od uzorkovanja do rezultata i senzitivnosti (Sn) i specifiļnosti (Sp) 

postojeĺih dijagnostiļkih testova (Steinbach i sar., 2003). Dijagnostiļke metode za detekciju 

gljiva su u stalnom razvoju, meĽutim, sve ļeġĺa primena imunosupresivnih lekova u terapiji 

pacijenata sa malignitetima, veĺi broj dijagnostikovanih sluļajeva AIDS-a, kao i neselektivna 

primena antibiotika ġirokog spektra, doveli su do porasta incidencije GI, posebno 

oportunistiļkih (Douglas i sar., 2015).  

 Dijagnoza GI u RT je joġ uvek izazov, obzirom na nisku Sn/Sp brisa. Posledica toga 

je odloģeno zapoļinjanje leļenja ili odsustvo dijagnoze GI. Brzina dijagnostiļkih procedura, 

ali i visoka pozitivna i negativna prediktivna vrednost, kljuļne su odrednice taļne i 

pravovremene dijagnoze GI  RT (Barnes i sar., 2008).   

 Dijagnoza GI RT podrazumeva kliniļku i laboratorijsku dijagnostiku (grafikon 1). 

Kliniļka dijagnostika obuhvata kliniļki pregled i metode vizuelizacije, od kojih je 

kompjuterizovana tomografija (CT) od posebnog znaļaja.  
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 Laboratorijska dijagnoza GI obuhvata uzorkovanje reprezentativnog kliniļkog 

materijala, pravilnu obradu uzorka i primenu odgovarajuĺe metode (standardnih mikoloġkih, 

imunoloġkih i/ili molekularnih metoda) (tabela 5).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Grafikon 1. Dijagnoza gljiviļnih infekcija gornjih i donjih partija RT 

* Metode koje su koriġĺene u ovom radu  

 

 Za pravovremenu dijagnozu GI veoma je vaģno kako kliniļko tako i laboratorijsko 

iskustvo lekara i medicinskog osoblja. Standardna dijagnoza GI gornjih i donjih partija RT se 

oslanja primarno na mikoloġke i patohistoloġke metode za detekciju gljiva koje 

podrazumevaju citologiju i izolaciju gljiva (tabela 5). Paralelno sa razvojem sve veĺeg broja 

novo-identifikovanih gljiviļnih vrsta od znaļaja za humanu patologiju, razvijale su se i nove, 

imunoloġke i molekularne metode za identifikaciju i detekciju gljiva koje su svojim 

moguĺnostima i brzinom prevaziġle standardne mikoloġke metode. MeĽutim, ove, ñnon 

cultureò metode imaju mali znaļaj u standardnoj dijagnostici GI u donjim i gornjim 

partijama RT, obzirom na ubikvitarnost gljiva i moguĺnost kontaminacije, ali i visoku cenu 

analize i probleme koji prate standardizaciju medicinskih metoda za detekciju gljiva. 
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Tabela 5. Dijagnostiļke metode za dokazivanje prisustva gljiva u kliniļkom materijalu iz 

RT 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.2.1. Mikoloġke i patohistoloġke metode za detekciju gljiva 

 

 Kultura, direktni mikroskopski preparat (DMP) i patohistoloġke analize (PH) su 

najļeġĺe koriġĺene metode za detekciju gljiva u kliniļkom materijalu. Koriġĺenje mikoloġkih 

podloga kao i posebnih bojenja za PH i DMP omoguĺavaju vizuelizaciju i detekciju svih 

gljiva, kao i njihovu kultivaciju (osim Rhinosporidium seeberi i Pneumocystis spp. koji se ne 

kultiviġu) (Pal i sar., 2014). Senzitivnost mikoloġkih metoda za detekciju gljiva varira od 

vrste i kvaliteta uzorka, prethodne obrade uzorka i iskustva i veġtina laboranta i lekara. 

Kultivacija kliniļkih uzoraka iz gornjih i donjih partija RT predstavlja "zlatni standard" za 

Dokazivanje prisustva gljiva u kliniļkom materijalu 

Vrste metoda Vrsta analize 

Citologija  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Izolacija gljiva  

DMP 

Nativni  

KOH 

FR 

Bojeni 

LCB 

Fluorescencija 

BLF 

PH 

Gomori methenamin silver  

Grocott methenamin silver 

Fontana-Masson  

H&E 

Kultura  

SDA 

PDA 

CDA 

CA 

GACA 

Imunologija  

Detekcija Ag gljiva Latex aglutinacija 

 ELISA 

EIA 

Imunodifuzija 

Detekcija anti-gljiviļnih At ELISA 

 Imunodifuzija 

 Intradermalni test 

Molekularna   

Detekcija DNK gljiva PCR 
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dijagnozu GI (Hsin i sar., 2008). Prednost kultivacije je moguĺnost izolacije i identifikacije 

uzroļnika GI. Izolacija patogena na kulturi omoguĺava izradu testa osetljivosti gljiva na 

antimikotike (AM). MeĽutim, koriġĺenje kultivacije za dijagnozu GI RT ima znaļajne 

limitacije. Kultivacija je dijagnostiļki metod koji zahteva vreme, pa od uzorkovanja do 

izdavanja finalnog rezultata moģe da proĽe nekoliko dana do nedelja, obzirom na specifiļan 

naļin i tempo razmnoģavanja filamentoznih plesni. Ļesto, pri sumnji na diseminovanu GI 

gljivom roda Aspergillus, hemokultura ostane negativna sve do kasne faze infekcije, ġto je 

pokazano u preko od 50% sluļajeva (Fraser i sar., 1992; Ostrosky-Zeichner i Pappas, 2006; 

Ostrosky-Zeichner, 2012), ali i pozitivan nalaz ļesto moģe biti posledica kontaminacije 

(Kontoyiannis i sar., 2000). Sa druge strane specifiļno za GI RT, uzorci indukovanog 

sputuma ili aspirata sinusa u preko 80% sluļajeva pokazuju pozitivan nalaz ukoliko zaista 

postoji infekcija (Deepe, 2010). Kod gljiva koje ne spadaju u grupu oportunistiļkih, metod 

kultivacije pokazuje mnogo viġu pozitivnu prediktivnu vrednost (PPV), o ļemu govore 

podaci o oko 86% pozitivnih sputuma i 92% BAL-a kod pacijenata sa sumnjom na pluĺnu 

blastomikozu (Chapman i Sullivan, 2010). Sa druge strane nepravilan rad u laboratoriji sa 

kliniļkim materijalom iz pluĺa i sinusa predstavlja bioloġku opasnost, a posebnu ukoliko su u 

uzorku prisute retke endemske gljive kao ġto je npr. Blastomyces sp. pa rad sa ovom vrstom 

materijala zahteva najviġi nivo ekspertize laboratorijskog osoblja i koriġĺenje zaġtitne opreme 

(Seitz i sar., 2015). 

 

1.2.1.1. Citologija  

 

Od najveĺeg znaļaja za detekciju gljiva su: (i) pravilan odabir kliniļkog uzorka, (ii) 

pravilna obrada kliniļkog uzorka i (iii) primena odgovarajuĺih metoda - citologije i/ili 

izolacije (Kozel i sar., 2014; Frickmann i sar., 2015; Warhurst i sar., 2015).  

 DMP predstavlja najbrģi naļin za detekciju gljiva, ġto je omoguĺeno olakġanom 

vizuelizacijom putem ñobeleģavanjañ ili bojenja gljiva specifiļnim bojama koje se vezuju za 

ĺelijski zid gljiva i imunofluorescentnim obeleģivaļima gljiviļnih struktura (Aslanzadeh, 

2002). Kliniļki materijal sa sumnjom na prisustvo gljiva se posmatra na svetlosnom 

mikroskopu na uveliļanju od 10x i 40x, bojen ili nativan direktan, ili bojen ili nativan 

indirektan nakon porasta na kulturi (Kozel i sar., 2014). TakoĽe, koriġĺenjem fluorescentnih 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0196439991900698
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boja kao ġto je Blankofor (BLF) ili Calcifluor white, gljive se vizuelizuju i lako detektuju na 

fluorescentnom mikroskopu (Posteraro i sar. 2013).  

 MeĽutim, s obzirom na specifiļnu filamentoznu graĽu gljiva koje, one se 

inkorporiraju u mucin koji ispunjava sinuse i bez primene posebnih metoda za njihovu 

obradu i ekstrakciju, DMP neĺe detektovati njihovo prisustvo jer boja neĺe biti u moguĺnosti 

da se veģe za gljive. TakoĽe, mana DMP je i nemoguĺnost determinacije vrste, ġto 

omoguĺava jedino kultivacija (Warhurst i sar., 2015). 

     1.2.1.2. Kultivacija  

 

Mikoloġki, podloge se dele na: opġte, specijalne i diferencijalne. Postoji preko 30 

razliļitih vrsta, a razlikuju se u zavisnosti od vrste i morfologije gljiva za ļiju se izolaciju 

koriste. Gljive su ubikvitarni mikroorganizmi i rastu na najveĺem broju materija organskog 

porekla. Idealni uslovi za rast gljiva su organske materije sa visokim procentom peptona i 

ġeĺera (dekstroza) (Brand i sar., 2010; Nevalainen i sar., 2014). Saburoad dekstrozni agar 

(SDA) sa 4% glukoze ispunjava sve uslove neophodne za rast gljiva i predstavlja osnovnu 

podlogu za kultivaciju gljiva u medicinskoj mikologiji. SDA ima kiseli pH (5.6) koji inhibira 

rast veĺine bakterija, meĽutim vrlo ļesto, bakterije iz kliniļkih uzoraka predstavljaju 

propratni nalaz na SDA (Nevalainen i sar., 2014). TakoĽe, pojedine plesni mogu dati porast 

na bakterioloġkim podlogama kao ġto je krvni agar (KA) sa 5-7% dodatka goveĽe ili ovļije 

krvi. Specijalna podloga za rast plesni je Potato dekstrozni agar (PDA) koja omoguĺava 

produkciju spora i pigmenata (Brand i sar., 2010). Pregled najļeġĺe koriġĺenih opġtih, 

posebnih i diferencijalnih podloga u mikologije dat je u tabeli 6. 

 Za izolaciju mikroorganizama iz uzoraka iz gornjih i donjih partija RT treba koristiti 

viġe razliļitih podloga, obzirom da mnoguĺi uzorļnici infekcije mogu biti plesni, kvasnice ili 

bakterije (Bailey i Scott, 2014). Brojne studije su potvrdile prednost metode kultivacije kao 

najznaļajnije u dijagnostici GI gornjih partija RT (tabela 7). 
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Tabela 6. Standardne podloge za izolaciju gljiva  
 

Vrsta podloge 
Kategorija 

podloge 

Posebne 

karakteristike  

Izolacija 

uzroļnika 

Primena u 

mikologiji  

*SDA 

 

 

 

 

 

 

Opġta mikoloġka 

 

 

Uslovi za rast veĺine 

plesni i kvasnica 

(4% glukoza) 

 

 

Plesni, kvasnice i 

odreĽene bakterije 

 

 

Izolacija 

Kultivacija 

Cuvanje sojeva 

*PDA 

 

Specijalna 

 

 

Sporulacija i 

produkcija 

pigmenata 

 

 

Plesni 

 

 

Izolacija 

Kultivacija 

Identifikacija 

Cuvanje sojeva 

CA 

 

Diferencijalna 

 

 

Diferencijacija vrsta 

 

Candida spp. 

 

 

Izolacija 

Kultivacija 

Identifikacija 

CDA 

 

 

 

 

 

Specijalna 

 

 

Produkcija 

hlamidospora 

 

C. albicans 

C. dubliniensis 

Izolacija 

Kultivacija 

Identifikacija 

GACA 

 

Specijalna 

 

 

Razlikovanje  C. 

neoformans od 

Candida spp.; 

Produkcija kapsule  C. 

neoformans 

 

 

C. neoformans 

 

Izolacija 

Kultivacija 

Identifikacija 

DTM  

 

Specijalna 

 

 

Selektivna za 

dermatofite 

(promena boje 

podloge) 

Grupa dermatofita 

Izolacija 

Kultivacija 

Identifikacija 

*KA  

 

Opġta bakterioloġka 

Uslovi za rast veĺine 

bakterija; 5-7% goveĽe 

ili ovļije krvi 

Bakterije, odreĽene 

plesni i kvasnice 

Izolacija 

Kultivacija 

  

Referenca: Johnson A.J. BD Diagnostics. 2nd Edition. Manual od Microbiological Culture Media, 2009. BDC, Maryland 

USA. *Podloge koje su koriġĺene u ovoj studiji 
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Tabela 7. Zastupljenost gljiva u kliniļkim uzorcima iz gornjih partija RT pacijenata sa 

HRS koriġĺenjem tri metode za detekciju gljiva 

Studija Zemlja Uzorak 
Vrsta 

mukolitika  

Izolacija 

(%)  

Citologija  

DMP (%)  PH (%) 

Twaruyek i 

sar., 2014 
Poljska 

ISNS_L 

maksilarnih 

sinusa 

Hipertoniļan 

fizioloġki 

rastvor 

67 / / 

Challa i sar., 

2014        
Indija 

ISNS_L 

maksilarnih 

sinusa 

Hipertoniļan 

fizioloġki 

rastvor 
60.8 / 40 

Buzina i sar., 

2003 
Austrija 

ISNS_L 

maksilarnih 

sinusa 

Hipertoniļan 

fizioloġki 

rastvor 

91.3 / 76.4 

Gao i sar., 

2007 
Kina 

ISNS_L 

maksilarnih 

sinusa 

 

Dithiotreitol 44 / 78 

Polzelhl i 

sar., 2005 
Nemaļka 

ISNS_L 

maksilarnih 

sinusa 

Izotoniļan 

fizioloġki 

rastvor  

44 / / 

Kennedy i 

sar., 2005 
SAD 

ISNS_A 

maksilarnih 

sinusa 

 

/ 45.5 / 35.1 

*  Baraĺ i 

sar., 2015 
Srbija Tkivo NP 

/ 
23.2 1.8 / 

Braun i sar., 

2003 
Austrija Tkivo NP 

/ 
91.3 / 75.5 

Buzina i sar., 

2003 
Austrija Tkivo NP 

/ 
84 4.3 70.2 

* Podaci dobijeni u ovom doktoratu 

 

1.2.2. Imunoloġke i molekularne metode za detekciju gljiva 

 

 Razliļite imunoloġke i molekularne metode se koriste za detekciju gljiva u kliniļkom 

materijalu ili za ispitivanje odgovora domaĺina na prisustvo gljiva (tabela 5). Najļeġĺe se 

koriste brzi i pouzdani seroloġki imunoloġki testovi kao ġto su ELISA, EIA, imunodifuzija i 

latex aglutinacija, koji su jednostavni i komercijalni (Lass-Flörl C, 2007). U danaġnje vreme, 

razvoj molekularnih metoda kao ġto su PCR ili DNK probe je omoguĺio brģu, senzitivniju i 

specifiļniju dijagnostiku GI (Lass-Flörl C, 2007). MeĽutim, mana ovih dijagnostiļkih metoda 

jeste laka moguĺnost kontaminacije uzoraka i nedostatak standardizacije PCR, pa se one za 

dijagnozu GI gornjih partija RT retko koriste. Prikaz uļestalosti primene mikoloġkih, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lass-Fl%C3%B6rl%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18030559
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lass-Fl%C3%B6rl%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18030559
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patohistoloġkih, imunoloġkih i molekularnih metoda za dokazivanje prisustva gljiva u 

gornjim partijama RT dat je u tabeli 8. 

 

 Tabela 8. Prikaz uļestalosti primene pojedinaļnih metoda za dokazivanje prisustva 

gljiva u gornjim partijama RT  

Mikrobioloġke i PH metode 

* Uļestalost primene metoda za detekciju 

gljiva u sinusima 

(broj radova o pojedinaļnoj metodi/ukupan 

broj metodoloġkih radova) 

Klasiļne  

Izolacija/Kultura PDA 

SDA 

CA 

CDA 

44% (559/1270) 

Citologija/PH Gomori methenamin silver  

Grocott methenamin silver 

Fontana-Masson  

H&E 

64.5% (820/1270) 

Citologija/DMP Blankofor 

Lactophenol cotton blue 

KOH 

FR 

 

7% (81/1270) 

Imunoloġke metode za detekciju At/Ag gljiva 

4% (55/1270) 

ELISA 

Imunodifuzija 

Intradermalni test 

Latex aglutinacija 

EIA 

Molekularne 
 

 

10% (124/1270) 

PCR 

Detekcija DNK gljiva 

* Izvor: Pubmed (po 27.03.2015; kljuļne reļi: metode, gljive, sinusi, detekcija) 

 

1.2.3. Dokazivanje prisustva gljiva u RT - reprezentativnost uzoraka i razvoj novih 

metoda 

 

 Brzo i taļno dokazivanje prisustva gljiva u donjim i gornjim partijama RT je veoma 

vaģno zbog pravovremene primene terapije, skraĺenja trajanja bolesti, sniģavanja procenta 

nastanka komplikacija i spreļavanja razvoja invazivnih gljiviļnih infekcija (IGI). Siguran 

dokaz za prisustvo gljiva u RT je detekcija gljiviļnih elemenata u BAL-u, aspiratu, 

indukovanom sekretu sinusa ili tkivu mukoze sinusa i nazalnih polipa (NP), primenom 

patohistoloġkih i/ili mikoloġkih metoda (Frickmann i sar., 2015). Iako se gljive mogu 



33 

 

izolovati iz nazalnog sekreta zdravih ljudi, njihovo prisustvo u nazalnom sekretu ne 

predstavlja uvek dijagnostiļki kriterijum za dijagnozu GI u gornjim partijama RT 

(Chakrabarti i sar., 2009). Standardna mikrobioloġka analiza kliniļkih uzoraka gornjih partija 

RT u cilju detekcije gljiva i bakterija podrazumeva: (i) uzimanje brisa sluznice nosa (BSN) 

kojim se uzorkuje nazalni sekret sa sluzokoģe nosa, (ii) zasejavanje ovog kliniļkog materijala 

na hranljivim podlogama i (iii) makroskopska i mikroskopska identifikacija izolovanog 

mikroorganizma (Lopez-Diaz i sar., 1997; Rogers i sar., 2003).  

 Bris, kao nesenzitivna i nespecifiļna metoda za detekciju gljiva u sinusima, sa niskom 

pozitivnom prediktivnom vrednoġĺu (PPV), ali ujedno konvencionalna "standardna metoda", 

je vodeĺi problem u dijagnostici GI sinusa (Adoga i sar., 2010). Uzorci uzeti standardnim, 

pamuļnim brisom, koji predstavlja najļeġĺi metod uzorkovanja, nisu reprezentativni obzirom 

da ova vrsta brisa ima moguĺnost uzorkovanja samo sadrģaja sa povrġine sluznice nosnog 

kavuma, ġto je bez dijagnostiļkog znaļaja. Analogno ovoj proceduri, bilo bi uzimanje brisa 

grla u cilju dokazivanja prisustva gliva u pluĺima, ġto nije kliniļki i dijagnostiļki znaļajno 

(Chovanec i sar., 2014). Nizak procenat detekcije gljiva u BSN u cilju dijagnostike GI sinusa 

je pokazao loġu korelaciju sa kliniļkim i radioloġkim nalazima pacijenata sa sumnjom na 

gljiviļni rinosinuzitis (GRS) (Lund, 1997; Rogers i sar., 2003; Adoga i sar., 2010). TakoĽe, 

dosadaġnja istraģivanja su pokazala nizak procenat izolovanih sojeva gljiva, te se smatra da 

broj dokazanih GRS ovom metodom predstavlja samo vrh ledenog brega (Rogers i sar., 2003; 

Soler i sar., 2008). Kako je pokazano da je BSN nerelevantna metoda za detekciju gljiva u 

gornjim partijama RT, patohistoloġki preparati ļesto loġeg kvaliteta zbog loġeg uzorka, 

rinoskopski i CT znaci nespecifiļni, od velikog kliniļkog znaļaja je razvijanje novih metoda 

za detekciju gljiva u sinusima ili primena postojeĺih metoda za uzorkovanje kliniļkog 

materijala iz drugih regija i za dijagnostiku drugih patoloġkih stanja (Adoga i sar., 2010). 

Tako, na primer, koriġĺenje briseva sa ļetkicom za screeping ili brisa sa gustim ļetkastim 

pokrovom od najlonskog ili silikonskog materijala, koji su do sada koriġĺeni za uzorkovanje 

cervikalnog brisa za Papa-Nikolau test ili pri sumnji na genitalnu infekciju bakterijom roda 

Chlamydia, mogu biti od velikog znaļaja za dobijanje reprezentativnog uzorka bogatog 

ĺelijama i/ili mucinom iz gornjih partija RT (tabela 9).  
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Tabela 9. Vrste brisa koje se koriste za mikrobioloġku laboratorijsku dijagnostiku  

Vrsta brisa 
Tehniļke 

karakteristike  

 

Reprezentativnost 

uzorka/mane 

 

Primena u 

medicini 

Primena za 

detekciju gljiva u 

sinusima 

(literatura)  

Pamuļni 

 

 
 

Drveni/plastiļni 

bris sa pamuļnim 

krajem  

 

 

 

Niska apsorptivna 

moĺ, 

Nizak Dg znaļaj 

 

 

 

Promene na 

koģi, noktima, 

jeziku i bukalnoj 

sluznici 

 

 

 

 

Sulaiman i sar. 

2014 

Sa ļetkicom 

 

 
 

Plastiļni bris sa 

silikonskom 

ļetkicom za 

skreping 

 

 

 

 

Kvalitetan kliniļki 

materijal (skreping) 

 

Visok Dg znaļaj 

 

 

 

Bris za Papa- 

Nikolaou, 

 detekciju 

hlamidija i 

gonoreje, 

cervikalni, analni 

i kornealni bris 

 

 

 

 

 

/ 

* Sa ļetkastim 

vlaknima 

 

 
 

Tanak 

plastiļni/metalni 

bris sa najlonskim 

ļetkastim 

pokrovom 

 

 

 

 

 

Visoka apsorptivna 

moĺ 

 

 Visok Dg znaļaj 

 

 

 

 

 

Nazofaringealni 

Perinazalni 

Uretralni Vaginalni  

Bris usne duplje 

 

 

 

 

 

 

Nys i sar. 2010 

Transportni  

 
 

Plastiļni bris sa 

epruvetom sa 

transportnom 

podlogom  

 

  

 

 

Transport 

mikroorganizama koji 

zahtevaju posebne 

uslove 

 

Visok Dg znaļaj 

 

 

 

 

Teļni medijum za 

transport virusa, 

aerobni i anareobni 

uslovi za transport 

bakterija 

 

 

 

 

 

 

/ 

    * Bris koriġĺen u ovoj studiji 

 Dijagnostiļke metode koje se primenjuju za uzorkovanje i obradu kliniļkog materijala iz 

donjih partija RT kod pacijenata sa sumnjom na prisustvo gljiva u pluĺima, predstavljaju 

odliļan model za formiranje i evaluaciju dijagnostiļkih metoda za detekciju gljiva u gornjim 
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partijama RT (Dickson i sar., 2014). Po modelu indukcije sputuma, mucin i/ili sinonazalni 

sekret koji oblaģe sinusne ġupljine moģe biti indukovan primenom mukolitiļke supstance kao 

ġto je 7%  hipertoniļni fizioloġki rastvor (NaCl). Hipertoniļni NaCl smanjuje viskoznost 

nepurulentnog i purulentnog mukusa, poveĺava aktivnost cilija gornjih partija RT, brzinu 

kretanja mukusa kroz sinuse i nosni kavum i olakġava izbacivanje sadrģaja (Ponikau i sar., 

1999; Buzina i sar., 2009). Na sliļan naļin kao ġto se vrġi izbacivanje i uzorkovanje 

indukovanog sputuma, moģe biti izvrġena metoda indukcije sinonazalnog sekreta uz lavaģu 

(ISNS_L) izbacivanjem i kolekcijom direktno na hranljivu podlogu ļime se smanjuje 

moguĺnot kontaminacije plesnima iz vazduha. TakoĽe, po modelu bronhoskopije, gde se pod 

sterilnim uslovima aspirira/uzorkuje sadrģaj iz bronhija, ISNS iz sinusa moģe biti aspiriran 

(ISNS_A) pod sterilnim uslovima i saļuvan za mikoloġku obradu i analizu (Dickson i sar., 

2014).  

  Obzirom da imaju filamentoznu graĽu, gljive se na mukozi sinusa "ugrade" u mucin ili 

tkivo NP, ļime je njihovo ekstrahovanje oteģano, a izolacija gljiva iz takvog sadrģaja 

onemoguĺena (Hsin i sar., 2008). Kako je sastav mucina u sinusima veoma sliļan BAL-u i 

sputumu u pluĺima, postojeĺi protokoli za obradu BAL-a i sputuma, mogu biti modifikovani i 

primenjeni na mucin i ISNS iz sinusa (Dickson i sar., 2014). Primena novih protokola za 

pravljenje jednoĺelijske suspenzije od tkiva NP bi mogli znaļajno da poveĺaju Sn/Sp 

standardnih culture metoda za detekciju i izolaciju gljiva. 

 Koriġĺenje jednostavnih, jeftinih i reproducibilnih dijagnostiļkih modela za detekciju 

gljiva u donjim partijama RT za formiranje novih dijagnostiļkih modela za uzorkovanje 

kliniļkog materijala iz gornjih delova RT i detekciju gljiva, moģe imati znaļajne implikacije 

na utvrĽivanje znaļaja prisustva gljiva u sinusima u fizioloġkim i patoloġkim uslovima, a time 

pravovremenu dijagnozu GRS i spreļavanje razvoja alergije ili IGI (Hsin i sar., 2008). Novija 

istraģivanja bi trebalo da se fokusiraju na razvoj i standardizaciju novih i pouzdanih metoda 

za indukciju, uzorkovanje, i obradu ISNS_L i ISNS_A iz sinusa kod pacijenata sa sumnjom 

na GI u gornjim partijama RT, a u cilju rane i pravovremene dijagnoze. 
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1.3. Gljive i respiratorni trakt (RT)  

 

 Infekcije RT se dele na akutne i hroniļne. Akutne infekcije gornjih i donjih partija RT 

su najļeġĺe prouzrokovane prisustvom bakterija i virusa, a hroniļne helmintima, gljivama ili 

bakterijama (npr. Mycobacterium spp.) (slika 2).  

 Uzroci hroniļnih parenhimatoznih oboljenja RT (pluĺa) mogu biti infektivne (gljive, 

paraziti, bakterije) i neinfektivne prirode (sarkoidoza, karcinomi, kolagenoza, fibroza) (tabela 

10). Uzroci hroniļnih parenhimatoznih oboljenja RT (sinusa) mogu biti infektivne (gljive, 

bakterije) i neinfektivne prirode (tumori, ciste, NP) (tabela 10).  

 Hroniļne infekcije RT traju dugo, njihovo leļenje je skupo, diferencijalna dijagnoza 

teġka, a terapija ļesto bez efekta. Komplikacije hroniļnih infekcija RT su ļeste, posebno kod 

pacijenata sa imunosupresijom (leukemije, karcinomi, transplantacije organa) i mogu biti 

fatalne. Razvoj agresivnih formi hroniļnih gljiviļnih infekcija RT poveĺavaju troġkove 

bolniļkog leļenja i stopu mortaliteta (Denning i sar., 2014). 

 

Tabela 10. Najļeġĺi uzroci hroniļnih parenhimatoznih oboljenja RT 

Pluĺa     Sinusi 

Infektivni  Neinfektivni  Infektivni  Neinfektivni  

Gljive Sarkoidoza Gljive Tumori 

Helminti  Kolagenoza Bakterije  Ciste 

Bakterije (Mycobacterium 

spp.) 

Fibroza (S. aureus) NP 

Destrukcije koġtanog 

tkiva 

Reference: Denning i sar., 2014; Hopkins i sar., 2013 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



37 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 2. Bakterije i virusi najļeġĺi izazivaļi akutnih oboljenja RT 

Preuzeto i modifikovano sa http://zeroinfections.blogspot.com/2012/08/respiratory-tract-infections.html 

 

 Prisustvo gljiva u gornjim partijama RT moģe biti fizioloġko (kolonizacija) i 

patoloġko (infekcija ili alergija). Kolonizacija sluznice nosa i sinusa gljivama i bakterijama 

predstavlja normalan mikrobiom ove regije, a prisustvo spora i konidija gljiva moģe da ukaģe 

na udahnute gljiviļne elemente iz vazduha, bez patoloġkih promena. Prisustvo gljiva u 

sinusima moģe predstavljati i patoloġko stanje, u sluļaju da su gljive svojim prisutvom na 

sluznici dovele do razvoja infekcije ili izazvale alergijsku reakciju. Bolesti nastaju usled 

prolongiranog kontakta gljiva sa sluznicom RT predisponiranih osoba saa alergijskom 

konstitucijom (Bergamini i sar., 2004). Jedno od patoloġkih stanja izazvanog prisustvom 

gljiva u sinusima je GRS. GRS predstavlja zapaljenje sluznice paranazalnih sinusa i sluznice 

nosnog kavuma uzrokovano prisustvom gljiva.  

 Za leļenje GRS u SAD godiġnje potroġi 5.8 milijardi dolara (Lund, 1997), simptomi 

GRS su intenzivni, a kvalitet ģivota i radna sposobnost pacijenata sa ovim oboljenjem je 

znaļajno smanjena (Wensing i sar., 2001).   
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1.3.1. Fizioloġko prisustvo gljiva u respiratornom traktu  

 

 Kolonizacija predstavlja fizioloġko prisustvo gljiva na sluznici RT koje ļine normalan 

mikrobiom donjih i/ili gornjih partija RT bez pokretanja imunopatoloġkog odgovora (Pana i 

sar., 2014). 

 

1.3.2. Prisustvo gljiva u respiratornom traktu i alergija  

 

 Kod predisponiranih osoba kolonizacija mukoze pluĺa i sinusa gljivama dovodi do 

razvoja alergije (Tokunaga i sar., 2015) i predstavlja ozbiljan problem. Danas, 25% 

populacije pati od nekog oblika alergije RT: (i) donji RT (astma, alergijska 

bronhopulmonalna aspergiloza/ABPA) ili (ii) gornji RT (hroniļni rinosinuzitis/HRS, hroniļni 

rinosinuzitis sa nazalnom polipozom/HRS+NP, alergijski gljiviļni rinosinuzitis/AGRS) 

(Edmondson i sar., 2005; Tokunaga i sar., 2015). Gljive kao alergeni dovode do 

hipersenzitivnosti regije sa kojom su doġle u kontakt, a to je sluzokoģa RT. Veliļina 

udahnutih spora gljiva odreĽuje da li ĺe biti zadrģane u gornjim ili donjim partijama RT. Oko 

80 rodova gljiva moģe da uzrokuje alergije RT (Edmondson i sar., 2005; Nierman i sar., 

2005; Schwienbacher i sar., 2005), a smatra se da su 25-30% alergijskih astmi pokrenute 

gljiviļnim alergenima (Kurup i sar., 2002; Vijay i Kurup, 2004). Vijabilnost gljiviļnih spora 

nije neophodna za razvoj alergijske reakcije, pa i nevijabilne spore i hife imaju sposobnost da 

izazovu hipersenzitivnu reakciju.  

 Plesni su potentni alergeni, jer poseduju brojne proteine, glikoproteine i ugljene hidrate 

koji imaju sposobnost da stimuliġu imunski sistem i da se specifiļno vezuju za IgE At koja 

znaļajno produkuju kod predisponiranih osoba kao odgovor na prisustvo odreĽene vrste 

gljiva (Esch i sar., 2004). Kompleksna biologija gljiva je usporila istraģivanja i 

standardizaciju testova za ispitivanje hipersenzitivnosti na gljiviļne alergene u odnosu na 

istraģivanja vezana za druge inhalatorne alergene. Kao rezultat toga, ne postoje dijagnostiļke 

metode i protokoli koji bi odredili znaļaj konstantne inhalacije spora gljiva iz vazduha 

ģivotnog prostora.  Postojeĺe dijagnostiļke metode su fokusirane na mali broj vrsta gljiva. 

Zbog toga, odreĽivanje hipersenzitivnosti na gljiviļne alergene na osnovu in vivo i/ili in vitro 

testova nije potpuno. Zbog toga je potrebna primena mikrobioloġkih metoda u cilju izolacije i 
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identifikacije gljiva prisutnih u vazduhu i na sluznici sinusa/nosa pacijenta, kao i merenje 

koncentracije eozinofila (Eo), specifiļnih i ukupnih IgE At (Tokunaga i sar., 2015).  

  

1.3.3. Prisustvo gljiva u respiratornom traktu i infekcija  

 

 Imunokompromitovano stanje pacijenta je najļeġĺa osnova za razvoj gljiviļnih 

infekcija gornjih i donjih partija RT (Vijay i Kurup, 2004). Kada spore gljiva jednom dodju u 

unutraġnjost alveola, one mogu slobodno da se kreĺu izmeĽu susednih alveola i prostora 

izmeĽu ĺelija. Ovaj prodor kroz alveole pokreĺe imunski sistem da odgovori produkcijom 

neutrofila koji imaju odbrambenu ulogu. Neutrofili ubijaju gljive i produkuju citokine, a 

pokretanuta zapaljenska reakcija dovodi do eliminacije gljiva (Vijay i Kurup, 2004). 

MeĽutim, kod osoba u neutropeniji, ova aktivnost izostaje, pa se gljive nesmetano 

razmnoģavaju i vrġe invaziju parenhima pluĺa ili sinusa, prodiru u cirkulaciju i uzrokuju IGI 

(slika 3) (Rieber i sar., 2015). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 3. Uloga neutrofila u  razvoju invazivne gljiviļne infekcije - od inhalacije do 

diseminacije spora 

 

*  Preuzeto i modifikovano sa http://www.sbs.utexas.edu/mycology/bio329/images/Aspergillosis/Neutrophil.jpg 
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1.3.4. Prisustvo gljiva u respiratornom traktu kod visokoriziļnih pacijenata (VRP) i 

invazivna gljiviļna infekcija (IGI ) 

 

 Hroniļne i neleļene gljiviļne infekcije RT predstavljaju rizik za razvoj IGI. Kod 

visokoriziļnih pacijenata (VRP) smrtni ishod od IGI je 20-40% kod pojedinih vrsta gljiva pa 

do 90% kod reda Mucorales (Due i sar., 2006; Lestner i sar., 2015). IGI se razvija najļeġĺe 

kod pacijenata sa neutropenijom, leukemijom, transplantiranim solidnim organima, 

primarnim ili sekundarnim imunodeficijencijama, cistiļnom fibrozom, neonatusima i 

prevremeno roĽenom decom  (Pana i sar., 2014; Lestner i sar., 2015). VRP za oportunistiļke 

GI su pacijenti sa: HIV-om, transplantiranim organima, pacijenti na imunosupresivnoj, hemo 

i radioterapiji terapiji (Neto i sar., 2014; Vidoviĺ i sar., 2013). Kolonizacija gljivama je prva 

faza za razvoj IGI kod VRP, te je od izuzetnog znaļaja njihova pravovremena detekcija u RT 

(Portnoy i sar., 1993) (slika 3). Razvoj metoda za pravilno uzorkovanje reprezentativnog 

kliniļkog materijala i analiza mikrobioma gornjih i donjih partija RT i dokazivanje gljiva u 

spoljaġnjoj i ģivotnoj sredini su znaļajne za prevenciju IGI kod VRP (Summerbell 1990; 

Baxter i sar., 2011). 

 Infekcije gornjih i donjih partija RT treba posmatrati kao "bolesti ujedinjenih disajnih 

puteva", zbog svoje fiziļke i funkcionalne povezanosti (Licari i sar., 2014). Prisustvo gljiva u 

pluĺima i njihov znaļaj u fizioloġkim (mikobiom) i patoloġkim stanjima (alergija, micetoma, 

infekcija, IGI), kao i metode za uzorkovanje i detekciju gljiva iz donjih partija RT, su 

poslednjih decenija bili predmet istraģivanja brojnih studija i o njima postoje brojni podaci 

(Morris i sar., 2014; Baxter i sar., 2011; Chardle i sar., 2012). MeĽutim, podaci o metodama 

za uzorkovanje reprezentativnih uzoraka iz gornjih partija RT kao i za detekciju gljiva kod 

pacijenata sa sumjnom na GRS su limitirani, a metodoloġki protokoli su nestandardizovani.  

 Kako za donje partije RT postoje formirani kvalitetni protokoli i razvijene metode za 

uzorkovanje kliniļkog materijala, pluĺa su odliļan "model" i uzor za formiranje novih 

metoda za indukciju i uzorkovanje reprezentativnog sadrģaja iz sinusa u cilju izolacije gljiva i 

odreĽivanja znaļaja njihovog prisustva u fizioloġkim i patoloġkim uslovima.  
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1.3.5. Gljiviļni rinosinuzitis (GRS) 

 

   Paranazalni sinusi su ġupljine ispunjene vazduhom iz kojih se drenira sadrģaj u nosni 

kavum putem sinusnih otvora (slika 4). Sposobnost sinusa da dreniraju normalnu koliļinu 

mukusnog sekreta zavisi od tri glavna fizioloġka parametra: (i) prohodnosti sinusnih otvora, 

(ii) cilijarne funkcije i (iii) sastava/gustine mukusa (Lanza i sar., 1997). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Slika 4. Paranazalni sinusi  

*Preuzeto i modifikovano sa https://www.designink.info/medicalcityent/images/sinus) 

 

Nastanak patofizioloġkog procesa i gubitak funkcije bilo kojeg od tri navedena parametra 

vodi ka oġteĺenju sluznice sinusa. Posledica toga moģe biti: inflamacija, edem, 

kolonizacija/infekcija bakterijama i/ili gljivama, mukocilijarna disfunkcija i opstrukcija 

protoka vazduha.  

 HRS karakteriġe zadebljanje mukoze sinusa, uveĺanje nosne ġkoljke i okluzija sinusnih 

otvora. TakoĽe, prisustvo inhaliranih gljiva iz vazduha na mukozi gornjih partija RT 

negativno utiļe na sva tri navedena parametra koja omoguĺavaju normalnu drenaģu sinusa. 

Zadebljala mukoza paranazalnih sinusa onemoguĺava pravilan protok vazduha i drenaģu 

sekreta, zbog ļega se poveĺava pritisak unutar sinusa (Shin i sar., 2005). TakoĽe, protok krvi 

u sinusnoj sluznici je znaļajno usporen i dovodi do razvoja edema (Drettner i sar., 1989). 

Snaģna konstrikcija vodi ka nastanku bola zbog pritiska edematozne mukoze sinusa na 
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senzorne receptore. Sastav mukusa je takoĽe znaļajno izmenjen u HRS, poveĺane je 

viskoznosti ļime se smanjuje moguĺnost za pravilnu drenaģu sinusa (Ali i sar., 2005; Kim i 

sar., 2011).  

 "Fungalna hipoteza"  je bila prvi pokuġaj da se objasni etiologija HRS, u kojoj je HRS 

smatran intenzivnim imunskim i zapaljenskim odgovorom sluzokoģe nosa i paranazalnih 

sinusa na Ag gljiva iz roda Alternaria (Ponikau i sar., 1999; Sasama i sar., 2005). Uloga 

gljiva u nastanku HRS je predmet istraģivanja mnogih kliniļko-laboratorijskih studija, ali i 

predmet kontroverzi. Gljive su prisute u sinonazalnom sekretu, kao i na povrġini sluznice 

nosa od 26.7% do 93% (Tosun i sar., 2007). Pojedini autori smatraju da se ovde primarno 

radi o gljiviļnoj kolonizaciji sluznice, bez znaļaja u etiopatogenezi HRS ili  GRS. Iako su 

pojedini istraģivaļi odbacili ovu teoriju, drugi autori smatraju da bi upravo gljive mogle 

predstavljati najvaģniji faktor rizika koji dovodi do ponavljanja zapaljenskih promena u 

mukozi sinusa, (rekalcitrantnog HRS) i nastanka GRS (Ponikau i sar., 1999; Baraĺ i sar., 

2015).   

 Gornji delovi RT su u otvorenoj komunikaciji sa spoljaġnjom sredinom sa jedne strane i 

pluĺima sa druge strane. Odrģavanje normalnog mikrobioma sinusa je od velikog znaļaja za 

odrģavanje ravnoteģe meĽu saprofitnim mikroorganizmima sluznice RT, koja predstavlja 

prvu liniju odbrane (Chakrabarti sar., 2009). Ĺelije sluznice RT, zahvaljujuĺi svojim cilijama, 

imaju sposobnost da zadrģe veĺinu sitnijih i sve krupnije gljiviļne spore i time onemoguĺe 

njihov prodor u organizam (Knowles i sar., 2013).       

 Uticaj gljiva na razvoj HRS nije potpuno razjaġnjen, iako rezultati novijih istraģivanja idu 

u prilog tvrdnji da je samo prisustvo gljiva u sinusima i na sluznici nosa pokretaļ 

imunopatoloġkog procesa koji vodi razvoju HRS+/-NP kao i ABPA (Vennewald i sar, 1999; 

DeShazo i sar., 1998; Hirotsu i sar, 2014; Telmesani i sar., 2009). Tvrdnje da gljive mogu da 

dovedu do IGI invazijom tkiva i razaranjem kostiju sinusa, ali i da prisustvo gljiva u sinusima 

ne mora uvek da vodi razvoju GRS ili IGI, pa ļak ni pokretanju inflamacije sluznice sinusa, 

podrģano je brojnim studijama (Hirotsu i sar, 2014; Vennewald i sar, 1999; deShazo i sar., 

1998). MeĽutim, nije joġ uvek razjaġnjeno na koji naļin gljive mogu da perzistiraju na 

sluznici sinusa bez pokretanja imunopatoloġkog procesa (DeShazo i sar., 1998; Ponikau i sar., 

1999). O tome da je GRS joġ uvek nedovoljno ispitan entitet, kao i da predstavlja predmet 

brojnih istraģivanja, govore i brojne klasifikacije GRS koje su se ļesto menjale (Bent i Kuhn, 

1999; Bent i Kuhn, 2005, Chakrabarti sar., 2009) a GRS je dugo bio nazivan "Aspergillus 

sinusitis" (DeShazo, 1997). Ovakav naziv potiļe od ļinjenice da je Aspergillus godinama bio 
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predominantan rod izolovan iz sinusa pacijenata. Danas, meĽutim, postoji veliki broj studija 

o najļeġĺim rodovima gljiva izolovanim iz sinusa pacijenata gde se, pored vrsta roda 

Aspergillus (Chi i sar., 2014; Porter i sar., 2014), kao uzroļnici FRS navode i druge rodove 

kao ġto su Alternaria (Chang i sar., 2013), Fusarium (Stammberger i sar., 2000), 

Cladosporium (Shin i sar., 2007) i druge. TakoĽe, dat je i odgovor na pitanje zaġto pojedine 

gljive viġe "vole" sinuse nego pluĺa, te se ļeġĺe mogu izolovati iz gornjih partija RT (tabela 

4).  

 

1.3.6. Metode vizuelizacije sinusa (CT) 

 

 Iako je CT zlatni standard za dijagnozu GRS i HRS, nije ġiroko rasprostranjen kao 

dijagnostiļka procedura u zemljama sa niģim socio-ekonomskim statusom i ļesto se radi tek 

nakon neuspelog FESS-a kada se planira ponavljanje procedure ili ukoliko postoji 

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

dijagnostiļkim procedurama u detekciji promena u nosnom kavumu, ostiomeatalnom 

kompleksu i paranazalnim sinusima, a znaļajan je i kao vizuelizaciona metoda koja olakġava 

sprovoĽenje endoskopije sinusa. TakoĽe se smatra pouzdanom metodom za praĺenje toka i 

oporavka pacijenata sa HRS i GRS, kao i pojave komplikacije (Bhattacharyya i sar., 2010). 

Postoje publikacije o korelaciji simptoma GRS i mikoloġkog i CT nalaza (Bhattacharyya i 

sar., 2010; Hopkins i sar., 2007; Bhattacharyya i sar., 2007). Neke studije su pokazale da 

patoloġki CT nalaz paranazalnih sinusa ne korelira i sa mikoloġkim nalazom GRS (Kenny i 

sar., 2001; Bhattacharyya i sar., 2007), dok su druge studije pokazale suprotno (Stewart i sar., 

2000). TakoĽe, nije precizno utvrĽen znaļaj Lund McKey skora za CT nalaz, i njegove 

korelacije sa kliniļkim i mikoloġkim nalazom kod GRS (Basu i sar., 2005; Hoolbrok i sar., 

2005).  

 Zbog nepreciznosti, potrebno je korelirati kliniļki rinoloġki i alergoloġki nalaz, 

subjektivnu ocenu simptoma i mikoloġki nalaz sa rezultatima CT skora u donoġenju zakljuļka 

o dijagnozi GRS (Basu i sar., 2005; Havas i sar., 1988). Trebalo bi usmeriti istraģivanja na 

modifikaciju postojeĺih CT skorova i ispitivanja korelacije CT skora sa kliniļkim nalazom i 

subjektivnim simptomima (VAS skala) u cilju formiranja dijagnostiļkog protokola koji bi 

olakġao dijagnostiku GRS.  
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1.4. Nauļni doprinos disertacije 

 

 Siguran dokaz za GRS u sinusima je detekcija gljiviļnih elemenata u aspiratu, NP ili tkivu 

mukoze sinusa (patohistoloġkim i/ili mikoloġkim metodama). Sa druge strane, gljive se mogu 

izolovati iz nazalnog sekreta zdravih ljudi, ali njihovo prisustvo ne predstavlja dijagnostiļki 

kriterijum za dijagnozu GRS (DeShazo i sar., 1998). UtvrĽivanje znaļaja prisustva gljiva na 

sluznici u NP i/ili nazalnom sekretu i formiranje dijagnostiļkog protokola za GRS u odnosu 

na lokalizaciju izolovanih gljiva je od ogromnog znaļaja za profilaksu i primenu 

odgovarajuĺe terapije.  

Etiopatogenetski mehanizmi nastanka oboljenja RT koje izazivaju gljive nisu joġ uvek 

dovoljno nauļno ispitani, dijagnostiļki kriterijumi nisu jasno definisani a terapija je veliki 

problem. Ova multidisciplinarna studija o evaluaciji metoda za indukciju sinonazalnog 

sekreta u cilju detekcije gljiva kod pacijenata sa HRS u fizioloġkim i patoloġkim uslovima je 

prva u Republici Srbiji i regionu, a deo je projekta OI 175034 koji finansira Ministarstvo 

prosvete, nauke i tehnoloġkog razvoja Republike Srbije. Glavna grupa pacijenata kojom se 

Projekat bavi su VRP za razvoj IGI, ali imajuĺi u vidu da su sinusi ļesto primarno mesto 

lokalizacije gljiva kod ovih pacijenata, moguĺnost njihovog jednostavnog i pouzdanog 

dokazivanja je od velikog znaļaja za prevenciju IGI, njihov razvoj ili letalan ishod.  

Nauļni doprinos kandidata i znaļaj istraģivanja je u uvoĽenju, primeni i evaluaciji 

novih, pouzdanih, senzitivnih i reproducibilnih metoda za dokazivanje gljiva u sinusima, kao 

i formiranje kritrijuma za interpretaciju njihovog nalaza u fizioloġkim i patoloġkim stanjima 

kod pacijenata sa HRS. Od velikog znaļaja je i formiranje kliniļkih algoritama, 

laboratorijskih protokola i utvrĽivanje faktora rizika za GRS. Time ĺe biti omoguĺeno 

dizajniranje novih istraģivanja, a pre svega onih koja prate kliniļki tok GRS i 

primenu/efikasnost antigljiviļne terapije, pre svega lokalne.  

Praktiļni znaļaj istraģivanja je unapreĽenje kliniļke, radioloġke i 

mikoloġko/citoloġke dijagnostike kroz: (i) Razvijanje protokola za ISNS kod pacijenata sa 

HRS, (ii) razvijanje protokola za uzorkovanje sekreta iz sinusa putem lavaģe (ISNS_L) i 

aspiracije (ISNS_A), (iii) razvijanje protokola za obradu ISNS_A, (iv) razvijanje protokola za 

obradu NP do jednoĺelijske suspenzije, (v) detekcija gljiva iz obraĽenih uzoraka, (v) 

utvrĽivanje prevalencije GRS kod HRS i (vi) razvijanje algoritma za interpretaciju nalaza 

gljiva u fizioloġkim (kolonizacija/mikrobiom sinusa) i patoloġkim stanjima 
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(infekcija/alergija) u korelaciji sa faktorima rizika, kliniļkim i sociodemografskim 

karakteristikama i kvalitetom ģivota pacijenata sa GRS. 
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2. CILJ ISTRAĢIVANJA 
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Imajuĺi u vidu nauļnu osnovu problema i radnu hipotezu, definisan je osnovni cilj 

istraģivanja: Kod pacijenata sa HRS, dokazati prisustvo gljiva u sinonazalnom sekretu, 

nakon indukcije, lavaģe i aspiracije sekreta i u tkivu NP, nakon FESS-a, i interpretirati 

znaļaj njihovog prisustva u fizioloġkim i patoloġkim stanjima.  

Ostali ciljevi istraģivanja su: 

1. Razvijanje protokola za ISNS kod pacijenata sa HRS i detekcija gljiva 

2. Razvijanje protokola za uzorkovanje sekreta iz sinusa putem lavaģe (ISNS_L) i 

aspiracije (ISNS_A)  i dokazivanje gljiva 

3. Razvijanje protokola za primenu ultrazvuka (ultrazvuļne kadice) u cilju obrade 

ISNS_A i detekcija gljiva 

4. Razvijanje protokola za obradu NP do jednoĺelijske suspenzije i detekciju gljiva 

5. Uporediti razvijene metode i ispitati senzitivnosti i specifiļnosti u odnosu na "bris 

metod", kao i u odnosu na kliniļki dijagnostikovan GRS 

6. UtvrĽivanje prevalencije GRS kod HRS i odreĽivanje prediktivne vrednosti razvijenih 

dijagnostiļkih metoda  

7. Razvijanje algoritma za interpretaciju nalaza gljiva u fizioloġkim 

(kolonizacija/mikrobiom sinusa) i patoloġkim stanjima (infekcija/alergija) u korelaciji 

sa faktorima rizika, kliniļkim i sociodemografskim karakteristikama i kvalitetom 

ģivota pacijenata sa GRS  
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3. MATERIJAL I METODE  
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3.1. Mesto i period odrģavanja 

 

 U periodu od 01.02.2012. do 01.08.2014. uraĽena je hibridna studija, kombinacija: (i) 

kliniļkog eksperimenta i (ii) studije serije sluļajeva. Planirano je da se evaluacija metode 

ISNS izvrġi na svim studijskim pacijentima, meĽutim zbog opseģnosti procesa NP i 

indikovanog FESS-a kod odreĽenog broja pacijenata, metodoloġki su podeljeni u dve grupe. 

Studija je izvedena na grupi operisanih pacijenata sa HRS (grupa FESS) i grupi neoperisanih 

pacijenata (grupa HRS) u razliļitim vremenskim intervalima (slika 5). Grupu FESS su ļinili 

pacijenti koji su bili operisani putem FESS-a zbog prisustva NP. Grupu HRS su ļinili: (i) 

pacijenti kod kojih nije izvrġen pretretman (PT) i toaleta nosnog kavuma pre primenjenih 

metoda uzorkovanja (grupa HRSPT-); (ii) pacijenti kod kojih je izvrġen PT i toaleta nosnog 

kavuma pre primenjenih metoda uzorkovanja (grupa HRSPT+) i (iii) pacijenti koji su proġli 

samo prvu kliniļko-epidemioloġku fazu studije, bez druge faze koju su ļinile mikoloġke i 

radioloġke analize (HRS pacijenti koji su odustali od daljeg ispitivanja). Studija je 

sprovedena: (i) na Klinici za ORL i MFH KCS; (ii) na Klinici za Alergologiju KCS; (iii) u 

Centru za radioloġku dijagnostiku Stomatoloġkog Fakulteta Univerziteta u Beogradu i (iv) u 

NRLUM, Instituta za Mikrobiologiju, Medicinskog Fakulteta Univerziteta u Beogradu. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

 U studiji su uļestvovali pacijenti sa HRS, dijagnostikovanim u skladu sa preporukama 

"EPOS 2012" (Fokkens i sar., 2012).  

 

3.2.1. Inkluzioni kriterijumi  

 

Selekcija ispitanika za studijsku grupu je vrġena u odnosu na major i minor inkluzione 

kriterijume. Za ulazak u studiju potrebno je da pacijenti ispunjavaju sve major i najmanje dva 

minor kriterijuma.  

Major inkluzioni kriterijumi: 1) pacijenti >16 god; 2) tegobe Ó12 nedelja; 3) pozitivan CT 

nalaz (zadebljanje mukoze sinusa/hiperatenuacija u sinusima); 4) dugotrajna terapijska 

upotreba antibiotika/kortikosteroida (Ó12 nedelja); 5) imunokompetentnost; 6) odsustvo IFI. 

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

kongestija; 3) fetor ili smanjen/potpun izostanak mirisa; 4) anamnestiļki podatak o prisustvu 

nazalnog sekreta (curenje iz nosa ili slivanje niz zadnji zid ģdrela); 5) 

rinoskopski/endoskopski nalaz (nalaz NP, inflamacija/hipertrofija sluzokoģe, prisustvo 

mucina). 

 

3.2.2. Ekskluzioni kriterijumi  

 

Pacijenti koji su imali sledeĺe ekskluzione kriterijume su iskljuļeni iz studije:  

1) pacijenti <16 god; 2) terapija topikalnim ili sistemskim AM i/ili kortikosteroidima u 

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

Studija je odobrena od strane Etiļkog komiteta Kliniļkog centra Srbije (5030/5) i Etiļkog 

komiteta Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu (29/VI-3). Svi pacijenti su potpisali 

formular informisanog pristanka za uļestvovanje u studiji (prilog 1).  
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3.2.3. Operisani pacijenti (grupa FESS) 
 

 U periodu od 01.02. do 01.08.2012. uraĽena je studija u cilju evaluacije novo-

formiranog dijagnostiļkog protokola za dobijanje jednoĺelijske suspenzije od tkiva NP 

(Baraĺ i sar., 2015). U studiju su ukljuļena 43 konsekutivna pacijenta sa HRS+NP operisana 

putem FESS-a na Klinici za Otorinolaringologiju i maksilofacijalnu hirurgiju (ORL i MFH) 

Kliniļkog Centra Srbije (KCS) (grupa FESS). Studija je odobrena od strane Etiļkog komiteta 

KCS i Medicinskog Fakulteta Univerziteta u Beogradu (Br. 5030/5). 

 Dizajn studije: (i) prikupljanje demografsko-epidemioloġkih podataka o pacijentima; 

(ii) anamnestiļki podaci o broju prethodnih FESS-ova, trajanju HRS, duģini koriġĺenja 

kortikosteroida i antibiotika, komorbiditeti (astma, aspirin intolerancija/AI, hipersenzitivnost 

na inhalatorne alergene) i (iii) prospektivno uzorkovanje NP tokom FESS-a za mikoloġku 

analizu. Pacijenti su podeljeni u dve grupe u zavisnosti od broja prethodnih FESS-ova. 

Pacijenti sa jednim ili viġe prethodnih operacija sinusa su pripadali grupi reFESS, dok su 

pacijenti bez prethodnih operacija pripadali grupi pFESS. Na osnovu rezultata mikoloġke 

analize pacijenti su podeljeni na grupu reFESSF+ i grupu reFESSF- (shema 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Shema 1. Dizajn studije (grupa FESS) 
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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. godine uraĽena je studija serije sluļajeva u koju je 

ukljuļeno 65 konsekutivnih pacijenata sa potvrĽenom dijagnozom HRS, grupa HRSPT-, od 

ukupno 470 pacijenata koji su u navedenom periodu ambulantno leļena na Klinici za 

alergologiju i imunologiju KCS. Svih 65 pacijenata su proġli (i) kliniļko-epidemioloġku i (ii) 

mikoloġko-radioloġku fazu studije bez primene pretretmana (PT) (sheme 2- 6).  

 

3.2.4.2. Grupa HRSPT+  

 

U periodu od 01.03. do 01.08.2014. godine uraĽena je studija  serije sluļajeva u koju je 

ukljuļen 71 konsekutivni pacijent sa potvrĽenom dijagnozom HRS od ukupno 515 pacijenata 

koji su u navedenom periodu ambulantno leļeni na Klinici za alergologiju i imunologiju 

KCS. Od ukupno 71 pacijenta 47 je proġlo obe faze studije: (i) kliniļko-epidemioloġku i (ii) 

mikoloġko-radioloġku fazu studije sa primenom PT (grupa HRSPT+). Ostala 24 pacijenta su 

proġla samo prvu kliniļko-epidemioloġku fazu studije (sheme 2-6). 
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Shema 2. Dizajn studije (HRS pacijenti)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Shema 3. Dizajn I faze studije (HRS pacijenti) 
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Shema 4. Grafiļki prikaz dizajna I faze studije (HRS pacijenti) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Shema 5. Dizajn II faze studije (grupa HRS) 
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Shema 6. Grafiļki prikaz dizajna II faze studije (grupa HRS) 

 

3.3. Metodologija studije 

 

Grupa FESS  je proġla kroz dve faze studije: 

1) kliniļko-epidemioloġka  

Anamnestiļki su prikupljeni podaci o komorbiditetima, trajanju bolesti, terapiji i 

sociodemografiji pacijenata. 

2) hirurġko-mikoloġka faza 
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Izvrġena je operacija paranazalnih sinusa zahvaĺenih polipozom putem FESS-a, ekstrakcija 

tkiva NP, mikoloġka obrada NP i analiza jednoĺelijske suspenzije NP. 

 

Grupa HRS je proġla kroz dve faze studije:  

1) kliniļko-epidemioloġka  

Pacijenti su popunjavali kliniļko-epidemioloġke upitnike (prilog 2-8): (i) vizuelno analognu 

skalu (VAS); (ii) ĂSinonasal Outcome Testñ (SNOT-22); (iii) opġti sociodemografski upitnik 

i uraĽen je (iv) alergoloġko-laboratorijski i (v) rinoloġki pregled. 

2) radioloġko-mikoloġka faza 

Pacijentima je uraĽeno CT snimanje paranazalnih sinusa i uzorkovanje, mikoloġka obrada i 

analiza ISNS_L i ISNS_A i BSN. Grupi HRSPT- i HRSPT+ su primenjivane iste metode 

uzorkovanja, ali pod izmenjenim uslovima ï grupi HRSPT- nije raĽen PT i toaleta nosnog 

kavuma pre uzorkovanja, dok je grupi HRSPT+ raĽen PT. Uzorkovanje kliniļkog materijala iz 

sinusa je uraĽeno: (i) BSN (standardna metoda) i primenom novo-ispitivanih metoda za ISNS 

(ii) lavaģa/ISNS_L i (iii) aspiracija/ISNS_A. Kliniļki materijali iz sinusa su obraĽeni 

modifikovanim protokolom za obradu ISNS_A i ispitani na prisustvo gljiva i bakterija 

standardnim mikrobioloġkim metodama (kultivacija).  

Grupa HRSPT-: Pacijenti sa pozitivnim nalazom gljiva u ISNS_A su ļinili HRSF+/PT- grupu, 

a pacijenti sa negativnim nalazom gljiva HRSF-/PT- grupu. 

Grupa HRSPT+: Pacijenti sa pozitivnim nalazom gljiva u ISNS_L i/ili ISNS_A su ļinili 

HRSF+/PT+, a pacijenti sa negativnim nalazom gljiva HRSF-/PT+ grupu. 

Cilj:  Razvijanje pouzdanih, reproducibilnih i bezbednih metoda za uzorkovanje i obradu 

ISNS ispitivanjem Sn i Sp metode za uzorkovanje ISNS.  

 U cilju formiranja dijagnostiļkog protokola za GRS izvrġena je korelacije 

laboratorijskog nalaza jednoĺelijske suspenzije NP, BSN, ISNS_A, ISNS_L i ISNS_komb 

(istovremena primena ISNS_A i ISNS_L) sa kliniļkim i epidemioloġkim podacima, kako bi 

se definisali kliniļki dijagnostiļki kriterijumi za GRS. Na osnovu nalaza gljiva u ISNS 

definisani su kriterijumi koji predstavljaju: (i) fizioloġki nalaz (mikrobiom sinusa) ili (ii) 

patoloġki nalaz (infekcija/alergija).  
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3.3.1. Uzorak vazduha 

 

U cilju kvantitativne i kvalitativne analize Ăindoorñ gljiva koje su prisutne u 

ģivotnom/radnom prostoru pacijenata vrġena je izolacija gljiva iz ģivotnog prostora pacijenata 

sa HRS. 

 

3.4. Podloge, reagensi i aparatura 

 

3.4.1. ĂTrostrukiñ set podloga za uzorkovanje i izolaciju gljiva i bakterija 

 

Koriġĺene su hranljive podloge, koje se sastoje od: (i) Sabouraud dekstroznog agra/SDA 

(Himedia, Indija), (ii) krompirovog dekstroznog agra (Potato dextrose agar/PDA, Biolab, 

MaĽarska) i (iii) krvno-goveĽeg agra/KA (Torlak, Srbija). 

SDA je modifikovani agar sa dodatkom dekstroze koji je prvi opisao Sabouraud (Sabouraud i 

sar., 1892). SDA se koristi za rast komensalnih i patogenih plesni i kvasnica.Visoka 

koncentracija dekstroze i kiseli pH u sastavu SDA doprinose rastu gljiva (Jarett i sar., 1980). 

SDA je mikrobioloġka podloga u obliku praha; za 1L podloge potrebno je 30 g praha u 1L 

destilovane vode. OhlaĽena podloga (55C̄) se razliva u jednu treĺinu trostruke petri ġolje 

(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 izolaciju komensalnih i patogenih plesni, jer stimuliġe sporulaciju 

koja olakġava mikroskopsku i makroskopsku identifikaciju plesni. PDA je mikrobioloġka 

podloga u obliku praha; za 1L podloge potrebno je 39 g praha u 1L destilovane vode. 

OhlaĽena podloga (55C̄) se razliva u jednu treĺinu trostruke petri ġolje u debljini od 

minimalno 5 mm. 

KA je modifikovani agar sa dodatkom goveĽe krvi. Koristi se za izolaciju bakterija. KA je 

mikrobioloġka podloga u obliku praha; za 1L podloge potrebno je 43 g praha u 1L 

destilovane vode. Sterilisanoj i ohlaĽenoj podlozi (40̄C) dodaje se pod aseptiļnim uslovima 

5-7% sterilne defibrinisane krvi, dobro promeġa i razlije u jednu treĺinu trostruke petri ġolje u 

debljini od minimalno 5 mm (slika 6). 
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Dizajniran je Ătrostrukiñ set za uzorkovanje i izolaciju gljiva i bakterija, u sastavu od SDA, 

PDA i KA na po 1/3 trostruke petri ploļe. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 6. ĂTrostrukiñ set za uzorkovanje i izolaciju gljiva i bakterija 

 

3.5. Rastvori za indukciju sinonazalnog sekreta 

 

35.1. Hipertoniļni fizioloġki rastvor  

Hipertoniļni fizioloġki rastvor (7% NaCl) je mukolitiļko sredstvo. Smanjuje viskoznost 

nepurulentnog i purulentnog mukusa. Hipertoniļni NaCl poveĺava aktivnost cilija gornjih 

partija disajnih puteva, brzinu kretanja mukusa u bronhijama i olakġava izbacivanje sadrģaja 

iz sinusa. Priprema se rastvaranjem 7g NaCl u 100 ml sterilne destilovane vode (Apoteka 

ĂZvezdara, KBC Zvezdara, Beograd, Srbija). 

 

3.5.2. Sputasol  

Sputasol (ditiotreitol 1.4%) je snaģan mukolitik koji sadrģi sulfihidrilne grupe (SH) u sastavu 

ditiotreitola i koristi se za obradu viskoznog mucina dobijenog aspiracijom iz sinusa 

pacijenata (Oxoid, Basingstoke, Hampshire, UK). 
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3.6. Aparatura za uzorkovanje i obradu uzoraka ISNS 

 

3.6.1. Ultrazvuļna kada 

 

 Ultrazvuļna (UZ) kada (Easy Clean, Velika Britanija) radi po principu ultrazvuļne 

kavitacije u teļnosti. Snaga proizvedena sonifikatorom, generiġe u teļnosti brojne mikro-

balone koji ubrzavaju emulgaciju i rastvaranje. UZ kada je koriġĺena u procesu obrade 

uzoraka ISNS, a u cilju ekstrakcije gljiva iz tkiva i mucina i njihove lakġe izolacije (Vollmer i 

sar., 2008). Kristal turmalina koji se nalazi u sastavu UZ kade fiziļki deformiġe strukturu 

tkiva/bioloġkog materijala pod dejstvom elektriļne energije, usled oscilacije na datoj 

frekvenciji. 

 

 

3.6.2. Mukus ekstraktor  

 

 Mukus ekstraktor (Ultramed, Egipat) sluģi za sterilnu kolekciju aspiriranog sadrģaja iz 

sinusa radi mikrobioloġke dijagnostike. Sastoji se od sterilne zatvorene posude kapaciteta 25 

ml i dve mekane PVC cevi duģine 40 cm i debljine 10FG locirane na suprotnim krajevima 

posude. Jedna cev sadrģi nastavak kojim se prikljuļuje za aspirator, a druga cev bez nastavka 

sluģi za uzorkovanje ISNS (slika 7). Pacijent je u leģeĺem poloģaju sa glavom nagnutom 

unazad za 30 stepeni. Cev se manuelno uvodi pod uglom od 90 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 GmbH, Nemaļka) je specijalno dizajniran inhalator za 

inhalaciju sinusa, sa snaģnim rasprġivaļem koji vrġi snaģnu disperziju teļnosti do 

mikrometarske veliļine od 1 do 5 ɛm i plasira je u unutraġnjost sinusa (Dalby R., 2011) (slika 

8). Pumpica se stavlja direktno u nozdrvu, teļnost se sipa u posudu koja je sastavni deo 

pumpice i rasprġivanje leka zapoļinje ukljuļivanjem aparata u struju. Inhalacija kroz svaku 

nozdrvu pojedinaļno traje 5 minuta i vrġi se sa 5 ml hipertoniļnog fizioloġkog rastvora (7% 

NaCl). Tokom rada se poġtuju sva pravila asepse i rada u laboratoriji, kako se pumpica ne bi 

kontaminirala. Pacijent je u leģeĺem poloģaju sa glavom nagnutom unazad za 30 stepeni. 

Svakom pacijentu se za svaku nozdrvu plasira prethodno sterilisana pumpica. Nakon 

ukljuļivanja prekidaļa pokreĺe se rasprġivanje kapljica kroz pumpicu.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

3.6.4. Aspirator  

 

      Za aspiraciju sinusa koriġĺen je portabilni aspirator (Miniaspeed Portable Aspirator Plus, 

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

vrġila kolekcija sadrģaja.  

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dalby%20RN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22915941
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3.7. Laboratorijske dijagnostiļke procedure 

 

3.7.1. Koģne probe (Skin prick test/SPT)  

 

      SPT na inhalacione alergene je koriġĺen u svrhu dijagnostike hipersenzitivnosti na 

inhalacione alergene. Koriġĺen je set sa 15 inhalacionih alergena u boļicama od 2 ml, 

pozitivnom probom (histamin) i negativnom probom (fizioloġki rastvor) (Alk-Abello, 

Danska). Kod svih ispitanika koģna preosetljivost je testirana metodom uboda (ñprickò). 

Vrste alergena i njihove koncentracije prikazane su u tabeli 11. Na pacijentovoj podlaktici se 

hemijskom olovkom obeleģe brojevi od 1 do 15 u dve kolone kao i ñ+ò za pozitivnu kontrolu 

i ñ-ñ negativnu kontrolu. Na svako obeleģeno mesto se stavi po jedna kap rastvorenih 

alergena. Kroz svaku kap se lancetom napravi blagi povrġni ubod, a zatim se kap ukloni 

papirnum ubrusom sa koģe. Nakon 15-20 minuta vrġi se oļitavanje rezultata SPT. Postojanje 

preosetljivosti na inhalatorne alergene procenjivano je na osnovu veliļine papule i eritema u 

mm (slika 9). Kao pozitivan rezultat uzimana je vrednost koģne reakcije koja je bar za 3 mm 

veĺa od negativne kontrole.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 9. Koģne probe 

 




















































































































































































































































