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1. UvOD

Adhezija mikroorganizama je pocetni i najvazniji koraku u formiranju biofilma, i vazan faktor
virulencije. U poslednjih nekoliko decenija adhezija i formiranje biofilma mikroorganizama je
ozbiljan problem u mnogim oblastima ljudske aktivnosti od oblasti medicine do industrije. U
prehrambenoj industriji, adhezija kvasaca na abioticke povrSine, a potom razvoj biofilma,
moze da izazove unakrsnu kontaminaciju tokom proizvodnje, dovodeci do velikih ekonomskih
gubitaka zbog kvarenja hrane i smanjenja kvaliteta proizvoda, a takode moze da Steti zdravlju
potrosaca. Kvasci unutar biofilma su znatno otporniji prema dezinficijensima, §to uti¢e na
njihov opstanak u objektima za preradu i proizvodnju hrane. Formiranje biofilma kvasaca
takode moze uzrokovati i druge negativne efekte kao Sto je smanjenje prenosa toplote ili
korozija opreme za preradu. Za razliku od obimne literature koja opisuje adheziju bakterija na
abioti¢ke povrsine, malo paznje je posveceno kvascima, naroc¢ito vrstama iz rodova Candida i
Pichia, iako se ¢esto javljaju kao kontaminenti u industriji hrane i pica.

Pored toga, najvazniji rod kvasaca patogenih za ljude, Candida, poznata je po svojoj
sposobnosti da formira biofilmove na razli¢itim tipovima medicinskih sredstava, ukljucujuéi
katetere, stentove, Santove, proteze, implantate, kao 1 zubnim i drugim vesta¢kim povrS§inama.
Gljive roda Candida su mikroorganizmi koji su deo normalne mikroflore i postaju patogeni
kada je imuni sistem domacina oslabljen, tada ovi organizmi imaju sposobnost da izazovu
razne povrsinske i sistemske infekcije. U proteklih dvadeset godina, vrste roda Candida su
odgovorne za oko 80% gljivicnih infekcija kod ljudi. lako je Candida albicans naj¢esci
oportunisti¢ki patogen, i druge ne-Candida albicans Candida vrste kao Sto su Candida
glabrata, Candida parapsilosis, Candida krusei se javljaju kao Cesti uzro¢nici infekcija.
Formiranje biofilmova Candida nosi znacajne klinicke posledice zbog njihove povecane
otpornosti na antigljivi¢nu terapiju i imuni sistem domacina.

S druge strane, veoma dobro je poznato da na adheziju kvasaca uti¢u razlic¢iti faktori kao §to su
karakteristike povrSine celije (hidrofobnost povrSine Celije, naelektrisanje), faktori sredine
(temperatura, pH, medijum) i osobine povrSine materijala (hrapavost povrSine, slobodna
povrSinska energija, hemijska svojstva, hidrofobnost). Medutim, uticaj faktora na adheziju
kvasaca nije u potpunosti jasan. Zbog toga, javila se evidentna potreba da se ispita uticaj
razli¢itih faktora na adheziju odabranih kvasaca na abioticke povrSine, €ije razumevanje bi
pomoglo da se razvije preventivna mera protiv biofilm-infekcije.
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2. PREGLED LITERATURE

Proces adhezije je zasnovan na fizickim i hemijskim interakcijama izmedu mikroorganizama i
povrsine, i predstavlja prvi korak u kolonizaciji mikroorganizama a samim tim i formiranju
biofilma (Hori i Matsumoto, 2010). U poslednjih nekoliko decenija, problem adhezije i
formiranje biofilma mikroorganizama na bioti¢ke i abiotic¢ke povrSine je prisutan U mnogim
oblastima ljudske aktivnosti od oblasti medicine do industrije, zbog povecane rezistentnosti
mikroorganizama unutar biofilma kako na antimikrobne lekove, tako i na dezinfekciona
sredstva (Donlan, 2001; Shi i Zhu, 2009).

Za razliku od obimne literature koja opisuje adheziju bakterija na abioticke povrSine, malo
paznje je posveceno kvascima kao adhezivnim agensima, naro€ito vrstama iz rodova Candida
I Pichia, koji su Cesti kontaminenti u prehrambenoj industriji i uzrokuju kvarenje hrane,
smanjenje kvaliteta proizvoda i prenos bolesti (Fleet, 1992; Loureiro i Malfeito-Ferreira,
2003). Broj infekcija kod ljudi uzrokovanih vrstama roda Candida je u porastu proteklih
godina. Iako se vecina slucajeva kandidijaza prepisuje Candida albicans, i druge ne-Candida
albicans Candida vrste kao $to su Candida glabrata, Candida parapsilosis, Candida krusei,
Candida tropicalis se javljaju kao Eesti uzro¢nici infekcija (Fidel i sar., 1999; Bassetti i sar.,
2006). Vrste roda Candida imaju sposobnost da formiraju biofilmove na razli¢itim tipovima
medicinskih sredstava, ukljucujuci katetere, stentove, Santove, proteze, implantate, kao i
zubnimi i drugim veStackim povrSinama (Kojic i Darouiche, 2004; Ramage i sar., 2006).
Dakle, ucestalost sistemskih infekcija uzrokovanih vrstama roda Candida zasluzuje veliku
zabrinutost zbog visoke stope smrtnosti kod imunokompromitovanih pacijenata, povecane
rezistentnosti gljiva na antimikotike i sposobnosti ¢elija unutar biofilmova da izdrze imuni
sistem domacina (Silva i sar., 2011).

Adhezija mikroorganizama na povrSine se smatra veoma sloZzenim procesom. Mnoge studije
su pokazale da karakteristike povrsine ¢elije, kao §to su hidrofobnost i naelektrisanje, zna¢ajno
uticu na inicijalni proces adherencije (Brugnoni i sar., 2007). Hidrofobnost povrsine celije
(eng. Cell Surface Hydrophobicity, CSH) igra vaznu ulogu u procesu adhezije, jer hidrofobni
proteini ugradeni u matriks celijskog zida Candida obezbeduju neophodne interakcije za
njihovo vezivanje na razli¢ite povrsine (Jabra-Rizk i sar., 2001). C. albicans je jedina medu
vrstama iz roda Candida kod koje je do sada primeceno da ima sposobnost da menja CSH
status sa promenom uslova rasta i faze rasta (Masuoka i Hazen, 2004; Singleton i sar., 2005).
Poznato je da su hidrofobni kvasci znatno virulentniji od hidrofilnih (Hazen i Hazen, 1993).
Nekoloko prethodnih istrazivanja su pokazala da postoji pozitivna korelacija izmedu adhezije
Candida na abioticke povrsine i relativne hidrofobnosti povrsine ¢elije (Luo i Samaranayake,
2002; Li, 2003).
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Pored toga, povrSine materijala imaju nekoliko karakteristika koje uti¢u na mikrobnu adheziju
1 formiranje biofilma. Mikroorganizmi se mnogo brze vezu za hidrofobne povrSine kao §to su
teflon i druge plastike nago na hidrofilne materijale kao $to su staklo i metal (Donal, 2001).
Prema nekim autorima, stepen mikrobne kolonizacije se povecava sa porastom hrapavosti
povrsine. To je zato §to je sila smicanja smanjena, i povrsSina za adherenciju mikroorganizama
je znatno veca na hrapavijim povrSinama (Ortega i sar., 2008; Radford i sar., 1998).

S druge strane, faktori sredine kao Sto su temperatura, pH, sastav medijima imaju znacajnu
ulogu u procesu adhezije mikroorganizama (Hawser i Douglas, 1994; Karam EI-Din i sar.,
2012). Sposobnost da rastu na temperaturi tipi¢noj za ljudsku groznicu (37°C-39°C) je vazna
virulentna osobina patogena. Seceri koji se koriste u ishrani, kao §to su glukoza i saharoza,
mogu biti od znacaja u patogenezi C. albicans u usnoj duplji, s obzirom na uticaj ovih Secera
na adherenciju kvasca (Oslen, 1990). Pokazano je da su ¢elije kvasca koje su rasle u medijumu
sa visokom koncentracijom galaktoze, saharoze, glukoze ili maltoze, imale vecu sposobnost
adhezije na akrilne povrsine nego kvasci koji su rasli u medijimu sa niskom koncentracijom
glukoze (Samaranayake i sar., 1980). Glukoza takode moze da promovise proizvodnju kiseline
i nizi pH, $to ima za posledicu aktivaciju kiselih proteinaza i ekstracelularnih fosfolipaza,
faktora ukljucenih u adheziju kvasca (Abu-Elteen i sar., 2001).

Medutim, uticaj navedenih faktora na proces adhezije nije u potpunosti ispitan i u literaturi se
moze naci delimi¢no objaSnjenje za samo neke vrste roda Candida (Silva i sar., 2011), a
narocito malo se zna o vrstama roda Pichia kao adhezivnim agensima.

2.1. Rast i sposobnost formiranja biofilma kod kvasaca

Celije kvasca su jednocelijske, sfernog ili ovalnog oblika, i formiraju glatke bele kolonije.
Kvasci se razmnozavaju specificnim procesom mitoti¢ke deobe poznat kao pupljenje, u kojem
se ¢erka Celija odvaja od majke celije. Morfogeneza je osnovna osobina kod patogene gljive C.
albicans i veoma je vazna za virulentnost. Kod C. albicans morfogeneza je definisana kao
prelaz iz jednocelijskog oblika kvasca u filamentozni oblik (poznat kao dimorfizam), tako da
moze da raste u razli¢itim morfoloskim oblicima poput kvasca, pseudohifa i hifa (Slika 1). C.
albicans takode moze formirati hlamidospore to jest, sferne celije debelih zidova ili bespolne
spore koje se pojavljuju pod nepovoljnim ekoloskim uslovima. Kod pseudohifa ¢erka pupoljak
se izduZuje 1 nakon formiranja septuma Cerka ¢elija ostaje vezana za majku ¢eliju. Pseudohife
su uglavnom elipsoidne (tj. njihova Sirina je veca u centru nego na krajevima) i imaju suZenje
na septalnom delu. Nasuprot tome, hife imaju paralelne strane, ujednac¢ene su $irine, poseduju
prave septe, i nemaju suzenja (Sudbery i sar., 2004; Thompson i sar., 2011). IzduZeni pupoljci
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kod pseudohifa mogu biti ekstremni tako da ovi filamenti mogu da li¢e na hife. Medutim, hife
su uze nego celije pseudohifa (2 Jm) 1 imaju paralelne zidove bez vidljivih suzenja na mestu
septi. Rana faza u formiranju pravih hifa je poznata kao "germinativne tube". Germinativne
tube, koje su kratki hifalni elementi, su vazne u adherenciji organizma za epitelijum domacina.
C. albicans u obliku kvasca takode ima virulentne osobine i smatra se da promovise
diseminaciju unutar krvotoka i uspostavljanje infekcije na udaljenim mestima. Nekoliko
istrazivaca je utvrdilo da je oblik hifa virulentniji od oblika kvasca (Kozinn i sar., 1960;
Nadeem i sar., 2013).

Morfoloske promene izmedu oblika kvasca i1 raznih filamentoznih oblika se javljaju kao
odgovor na promene u uslovima rasta. Parametri koji promovisu razvoj hifa in vitro ukljucuju
temperaturu rasta iznad 35°C, pH visi od 6.5, nedostatak azota i/ili ugljenika, nefermentabilne
izvore ugljenika, niske koncentracije kiseonika, i Sirok spektar hemikalija ukljucujuc¢i N-
acetilglukozamin, prolin (i druge amino kiseline) i alkohole. Serum je jedan od najmo¢nijih
induktora razvoja hifa (Sudbery, 2011). Uticaj seruma je kompleksan ali se smatra da deluje,
delom, obezbeduju¢i balans aminokiselina. Dva poznata induktora formiranja hifa, N-
acetilglukozamin (GlcNAc) 1 prolin, mogu da doprinesu efektu seruma jer se generiSu
degradacijom serumskih (gliko-) proteina (Ernst, 2000). Dobro je poznato da pH oko
neutralnog pogoduje razvoju hifa C. albicans in vitro, dok nizi pH (pH < 6.5) zaustavlja
formiranje hifa 1 stimuliSe rast oblika kvasca. Rast ¢elija u obliku kvasca se promovise
inokulumom iznad 10° Celija/ml, temperaturom rasta ispod 35°C, pH manjim od 6.5,
glukozom i amonijum soli (Nadeem i sar., 2013).
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Slika 1. Morfoloski oblici (A) kvasac, (B) hife i (C) pseudohife (Sudbery, 2011).

Patogeni kvasci imaju sposobnost da se adheriraju na bioti¢ke kao i na abioticke povrsine kao
§to su proteze i1 kateteri, i tako obezbeduju unutrasnji rezervoar infektivnih celija visoko
rezistentnih na lekove (Kojic i Darouiche, 2004). Za razliku od uglavhom bezopasne
povrsinske infekcije, diseminovane gljivicne infekcije imaju visoku stopu smrtnosti (> 40%)
(Wisplinghoff i sar., 2004), svrstavajué¢i gljivicnu adheziju kao centralnu ulogu u danasnjoj
medicini. Adhezija kvasaca je takode od velikog ekonomskog znacaja za prehrambena
preduzeca, jer adherirane ¢elije mogu formirati visoko rezistentne biofilmove u industrijskim
postrojenjima. Sa pozitivne strane, adhezija ¢elija industrijskih kvasaca piva i vina je Cesto
eksploatisana kao pogodan i ekonomiéan nacin za odvajanje biomase iz raznih fermentisanih
proizvoda (Verstrepen i sar., 2003). Na kraju procesa fermentacije, kada su svi raspolozivi
Seceri pretvoreni u etanol i ugljen dioksid, ¢éelije kvasaca pocinju da adheriraju jedna sa
drugom formiraju¢i makroskopske "flokule" sastavljene na hiljade celija. Adhezija medu
¢elijama kvasca se stoga Cesto naziva "flokulacija". U zavisnosti od sojeva kvasca koji se
koristi, flokule kvasca brzo sedimentiraju na dno ("lager" sojevi) ili plutaju po povrsini ("ale"
sojevi), ¢ime se olak$ava njihovo uklanjenje iz medijuma (Verstrepen i Klis, 2006).
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2.2. Formiranje biofilma

Biofilm je strukturna zajednica mikrobnih celija zatvorenih u matriks ekstracelularne
polimerne supstance (EPS), raste na podlozi, i ispoljava fenotipske karakteristike koje se
razlikuju od njihovih planktonskih ili slobodno plutajucih oblika (Ramage i sar., 2012) (Slika
2).

In V|tro

Slika 2. Struktura biofilma Candida albicans in vitro i in vivo (Finkel i Mitchell, 2011).

Formiranje biofilma donosi brojne prednosti razli¢itim organizmima, na primer zaStitu od
okoline, otpornost na fizi¢ki i hemijski stres, metaboli¢ku saradnju i zajednicu zasnovanu na
regulaciji ekspresije gena (Ramage i sar., 2009).

Biofilmovi predstavljaju viSekomponentnu arhitekturu razvijenu tokom razlicitih faza. Tipicna
struktura biofilma C. albicans je intenzivno proucavana i obuhvata slede¢e faze (Douglas,
2003; Jabra-Rizk i sar., 2004; Seneviratne i sar., 2008; Finkel i Mitchell, 2011) (Slika 3):

Q) period adhezije — pocetna adherencija blastokonidija u izrazite mikrokolonije (Oh —
11h)

(i)  srednja faza — =zatim dvoslojna struktura koja sadrzi meSavinu kvasaca,
germinativnih tuba i mladih hifa, ova srednja faza je karakteristi¢na po proizvodnji
ekstracelularnog matriksa (12h — 30h)

(iii)  faza sazrevanja — biofilm postaje gust sa ekstracelularnim polimernim materijalom,
u kojem je ugradena gusta mreza kvasaca, pseudohifa i hifa (14h — 24h)
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(iv)  disperzna faza — odvajanje ¢elija Candida koje su u stanju da ponovo promovisu
adheziju

® . @ Bo

Adhezija | Inicijacija

Disperzija

Maturacija

Slika 3. Razli¢te faze razvoja biofilma Candida albicans (Finkel i Mitchell, 2011).

Ekstracelularni matriks (ECM) se smatra kao prepoznatljiva odlika mikrobnog biofilma
(Douglas, 2003; Ramage i sar., 2009). Baillie i Douglas (2000), su tokom prvog ispitivanja
pokazali da preparati matriksa iz biofilma sadrze ugljene hidrate, proteine, fosfor i
heksozamin. Silva i sar. (2009) su uporedili sastav ekstracelularnog matriksa klini¢kih izolata
C. parapsilosis, C. tropicalis i C. glabrata. Interesantno, C. parapsilosis je imao velike
koli¢ine ugljnih hidrata i manje proteina. Nasuprot tome, polimerni materijal izolovan iz
biofilma C. tropicalis je imao male koli¢ine ugljenih hidrata i proteina, dok je matriks biofilma
C. glabrata imao velike koli¢ine i proteina i ugljenih hidrata (Silva et al., 2009). Jo$ jedna
karakteristika biofilmova Candida je prisustvo vodenih kanala koji se razvijaju kao rezultat
odvajanja pojedinih mikrokolonija iz biofilma. Takve strukture dozvoljavaju odlaganje odpada
i priliv hranljivih materija u biofilmove tako da ¢ak i c¢elije u dubljim slojevima imaju pristup
hranljivim materijama i kiseoniku (Ramage i sar., 2001a).

Bofilmovi su prisutni svuda, javljaju se u vodenim i industrijskim sistemima kao i u velikom
broju okruzenja i na medicinskim sredstvima bitni za javno zdravlje (Donlan i Costerton,
2002). Globalno, mikrobni biofilmovi su svakodnevni izazov sa kojim se suocava
prehrambena industrija i drustvo. Mnoge epidemije izazvane patogenima su pripisane
biofilmovima, i procenjuje se da biofilmovi ¢ine 1 do 80 % mikrobnih infekcija
(Sadekuzzaman i sar., 2015).

Medicinski uredaji kao $to su kateteri, vokalne proteze, povrSine zubnih proteza, veStacki
sréani zalisci, pejsmekeri, kao i presadeni organi ¢esto su kolonizovani vrstama roda Candida i
postaju jedinstveno utoCiSte za njihovu adheziju (Kojic i Darouiche, 2004; Cauda, 2009;
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Ramage i sar., 2009). Vazno je napomenuti da se vise od polovine infekcija krvi javlja kod
pacijenata sa kateterima (Cauda, 2009). C. albicans je najc¢e$¢e izolovana i klini¢ki
najznacajnija vrsta. Ostale ne-Candida albicans Candida vrste takode formiraju biofilmove na
kateterima i drugim medicinskim uredajima izazivajuci infekcije, tu spadaju C. glabrata, C.
parapsilosis, C. krusei i C. tropicalis (Ramage i sar., 2009).

Pored toga, rasprostranjenost biofilmova je zna¢ajan problem hrane i prehrambene industrije.
U proizvodnoj okolini, razli¢iti mikroorganizmi kolonizuju hranu i kontaktne povrSine,
prezivljavaju, rastu i ponekad formiraju biofilm. Kada se razviju, biofilmovi su znacajan
potencijalni izvor kontaminacije prehrambenih proizvoda, mogu dovesti do kvarenja hrane i/ili
znacajan su rizik za zdravlje potrosaca nakon konzumiranja (Shi i Zhu, 2009; Simdes i sar.,
2010; Srey i sar., 2013). Kod vode i pre¢is¢avanja otpadnih voda, biofilmovi (biofouling) su
takode problemati¢ni: izazivaju koroziju metala, poveéavaju rizik konatminacije proizvoda,
smanjuju kvalitet vode i efikasnost razmene toplote (Sadekuzzaman i sar., 2015).

2.3. Faktori koji uticu na formiranje biofilma kvasaca Candida i Pichia

Pronadeno je da razliiti spoljasnji i unutraSnji faktori moduliraju adheziju 1 formiranje
biofilma Candida. Razumevanje njihovog efekata i mehanizama ¢e pomoc¢i u razvoju nove
strategije za prevenciju i kontrolu kandidijaza.

2.3.1. Candida vrste/sojevi

Studije Hawser i Douglas (1994) su pokazale da C. krusei ima veci stepen formiranja biofilma
u odnosu na C. albicans. Ovaj pronalazak se moze objasniti na osnovu razlike u njihovoj
hidrofobnosti, posto je C. krusei generalno mnogo hidrofobnija od C. albicans (efekat ¢elijske
hidrofobnosti na adheziju i formiranje biofilma ¢e biti razmotren u odeljku 2.3.2.). Posle C.
krusei najbolju sposobnost formiranja biofilma medu razli¢itim vrstama roda Candida ima C.
albicans (Hawser i Douglas, 1994; El-Azizi i Khardori, 1999; Kuhn i sar., 2002a). Medutim,
ove podatke treba uzeti sa rezervom, jer su mnoge od prethodnih studija koristile samo
nekoliko izolata za svaku vrstu. Stoga, u cilju dobijanja pouzdanijih i validnih rezultata, Shin i
sar. (2002) su povecali veli¢inu uzorka svake vrste iz roda Candida do 146. Oni su zapazili da
je formiranje biofilma najéescée za izolate C. tropicalis (80%), zatim C. parapsilosis (73%), C.
glabrata (28%) i C. albicans (8%) (Shin i sar., 2002). Ovi rezultati su u kontrastu sa studijama
opisanim gore, 1 protivreCeni rezultati opravdavaju dalja istrazivanja sa odgovaraju¢om
veli¢inom uzoraka.
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2.3.2. Hidrofobnost povrsine ¢elije (CSH)

Hidrofobnost povrSine celije (eng. Cell Surface Hydrophobicity, CSH) igra vaznu ulogu u
inicijalnoj fazi adhezije vrsta roda Candida na epitelne ¢elije i medicinske biomatreijale. Ovo
obuhvata fizicko-hemijske sile kao Sto su hidrofobnost i elektrostaticke interakcije koje
promovisu adheziju ¢elija na sluzokozu tkiva ili supstrate i formiranje biofilmova na inertne
povrsine medicinskih implatanata (El-Azizi i Khardori, 1999; Jabra-Rizk i sar., 2001;
Panagoda i sar., 2001). Pocetno vezivanje C. albicans na povrsine je prvenstveno posredovano
manoprotein adhezinima spoljasnjeg fibrilarnog sloja povrSine celija kvasca. Hidrofobni
proteini ugradeni u matriks celijskog zida C. albicans obezbeduju hidrofobne interakcije
potrebne da se ovo pocetno vezivanje izmedu gljivica 1 povrSine pretvori u jake veze.
Hidrofobne interakcije, dakle, mogu znacajno povecati broj uspesnih kontakata izmedu dve
povrsine (Jabra-Rizk i sar., 2001). Nekoloko prethodnih istrazivanja su pokazala da postoji
pozitivna korelacija izmedu adhezije vrsta roda Candida na abioticke povrSine i relativne
hidrofobnosti povrsine ¢elije (Luo i Samaranayake, 2002; Li i sar., 2003).

Vrsta C. albicans je jedina patogena gljiva kod koje je do sada primeceno da reguliSe status
hidrofobnosti povrsine Celije, koji se menja sa fazom rasta i uslovima. CSH status je povezan
sa karakteristikom strukture ¢elijskog zida. PovrSinski sloj Celijskog zida C. albicans sadrzi
fibrilarne strukture sastavljene od manoproteina. Sposobnost C. albicans da regulise
hidrofobnost povrsine ¢elije (CSH) ocigledno odgovara sposobnosti da promeni konformaciju
manoproteinskih fibrila (Masuoka i Hazen, 2004; Singleton i sar., 2005). Fibrili na povrsini
hidrofobnih ¢elija su kratki (skraceni ili preklopljeni), agregirani, 1 varijabilni. S druge strane,
fibrili hidrofilnih ¢elija su duzi, ravnomernije rasporedeni i zrakasti (Hazen i Hazen, 1992).
Izmedu hidrofobnih i hidrofilnih ¢elija nema razlike u ukupnom sastavu manoproteina
(proteina, heksoze, fosfata, ili elektroforetskog profila). Medutim, kiselo-labilan manan kod
hidrofobnih c¢elija se sastoji od duzih oligosaharida nego kod hidrofilnih ¢elija (Masuoka i
Hazen, 1999). Ovi procesi obuhvataju nekoliko proteina koji su pokazali hidrofobna svojstva.
Jedan od njih je Cshl, 38 kDa protein, uklju¢en u hidrofobnost povrsine ¢éelije (Singleton i
sar., 2001). Singleton i Hazen (2004) su pokazali da je ekspresija CSH1 znac¢ajno vecéa u ranoj
stacionarnoj fazi kod kultura koje su rasle na 37°C za razliku od 23°C, i detekcija proteina na
povrsini je u korelaciji sa visokim nivom ekspresije intracelularnog Cshlp. S druge strane,
podaci Borecka-Melkusova i Bujdakova (2008) su pokazali da su ¢elije hidrofobnije na 28°C
nego na 37°C. Na hidrofobnost povrsine celije (CSH) C. albicans mogu uticati neki
antifungalni agensi. Na primer, dodavanje amfotericina B ili nistatina dovodi do smanjenja
CSH kod C. albicans (Egusa i sar., 2000).
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2.3.3. Faktori okoline

Mnogi faktori Zivotne sredine kao $to su temperatura, sastav hranljivih materija, svojstva
supstrata uti¢u na formiranje biofilma. Prema tome, uticaj eksperimentalnih parametara na
formiranje biofilma vrsta roda Candida je ispitivan, neki od najznacajnijih su opisani u
nastavku.

2.3.3.1. Temperatura

Vrste roda Candida mogu da rastu na Sirokom spektru temperatura, posto adheziji prethodi
rast nije iznenaduju¢e da se adhezija takode javlja u Sirokom temperaturnom opsegu.
Temperatura inkubacije uti¢e na hidrofobnost i germinaciju ¢éelija kvasca, koje imaju vaznu
ulogu u adheziji. Pokazano je da je adherencija C. albicans na polistiren povrSinu bila ve¢a na
temperaturi 37°C nego na 20°C i 25°C, medutim adhezija je bila najveéa na 40°C (El-Azizi i
sar., 1999).

2.3.3.2. Medijum

Obi¢no koris¢eni medijumi za procenu formianja biofilma Candida su, YPD (1% yeast
extract, 2% peptone, 2% dextrose), YNB (eng. Yeast Nitrogen Base) i RPMI 1640 (eng.
Roswell Park Memorial Institute). Svaki medijum sadrzi razliite hranljive materije,
suplemente i odrazava pH koji uti¢u ne samo na rast éelija ve¢ i na arhitekturu i disperziju
¢elija iz biofilma (Uppuluri i sar., 2010; Kucharikova i sar., 2011; Tomici¢ i Raspor, 2017).
Koris¢enjem YNB medijuma c¢elije unutar biofilma su uglavnom rasle kao blastospore.
Medutim, kada je biofilm uzgajan na istom supstratu a razli¢itom medijumu (RPMI-1640
medijum, poznat da indukuje formiranje hifa), biofilmovi su se uglavnom sastojali od hifa C.
albicans. Ove studije sugeriSu da su obe forme C. albicans, kvasac i hife, vazne za formiranje
biofilma, i da struktura biofilma C. albicans zavisi od prirode i okruzenja kontaktne povrsine
(Mukherjee i sar., 2005). Takode je poznato da promene sastava hranljivih materija uti¢u na
rast biofilma Candida. Ispitan je uticaj razliitih ugljenih hidrata na formiranje biofilma C.
albicans i pokazano je da je formiranje biofilma nakon 48 h ve¢e u madijumu koji sadrzi 500
mM galaktoze ili 50 mM glukoze nego u nisko glukoznoj sredini (Hawser i Douglas, 1994).
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2.3.3.3. Prisustvo kondicioniranog filma

In vivo, Kkateteri i ostali implanti brzo adsorbuju proteine domacina koji formiraju
kondicionirani film na povrs$ini implanta. Preinkubacija PVC kateter diskova sa fibrinogenom
ili kolagenom poboljsava formiranje biofilma C. albicans (Douglas, 2003; Mukherjee i sar.,
2005). Isto tako kondicionirani filmovi seruma ili pljuvacke povecavaju formiranje biofilma
na akrilne proteze (Chandra i sar., 2001b; Nikawa i sar., 1996).

2.3.3.4. Supstrat

Razli¢iti supstrati izazivaju razli¢ite nivoe adhezije i formiranja biofilma Candida. U sistemu
modela kateterskih diskova, formiranje biofilma C. albicans je vece na lateks ili silikon
elastomeru nago na polivinil-hloridu, ali je znafajno smanjeno na poliuretanu ili 100%
silikonu (Hawser i Douglas, 1994).

Poznato je da fizi¢ko-hemijske osobine supstrata kao §to su hrpavost i hidrofobnost uti¢u na
mikrobnu adheziju i eventualno naknadno formiranje biofilma. Ortega i sar. (2008) su zapazili
da se stepen mikrobne kolonizacije povecava sa porastom hrapavosti povrsne. To je zato §to je
sila smicanja smanjena, 1 povrSina za adherenciju mikroorganizama je znatno veca na
hrapavijim povrSinama. Uticaj hrapavosti na mikrobnu adheziju takode moZze biti povezan sa
teSkocama u cCiS¢enju povrSine (Korber 1 sar., 1997), §to dovodi do brzog ponovnog rasta
biofilma. Vecina istrazivaca je otkrila da se mikroorganizmi veZu mnogo brZze na hidrofobne,
nepolarne povrsine kao $to su teflon 1 druge plastike nego na hidrofilne materijele kao §to su
staklo i metali (Cuéllar-Cruz i sar., 2012). lako su rezultati ovih studija vremenom
kontradiktorni jer nema standardizovanih metoda za odredivanje povrSinske hidrofobnosti,
neka vrsta hidrofobne interakcije se odvija izmedu povrSine celije i1 supstrata Sto celiji
omogucava da prevazide odbojne sile aktivne na odredenoj udaljenosti od povrSine supstrata i
ireverzibilno prikaci.

2.4. Kontaktne povrSine

Formiranje biofilma vrsta roda Candida je izuavano na razli¢itim materijalima kao §to su
polistiren, poliuretan i silikon. Polistiren se smatra kao jednostavan model za formiranje
biofilma. Tipi¢an polistirenski supstrat predstavljaju polistirenske mikrotar plo¢e sa 96
bunar¢i¢a (Ramage i sar., 2001a). Poliuretan i silikon su istaknuti materijali koji se koriste za
proizvodnju medicinskih sredstava. Poliuretan se uglavnom Koristi za proizvodnju centralnih
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venskih katetera, dok se silikonski kateteri uglavnom primenjuju u urologiji, kao i za
vaskularne 1 pedijatrijske katetere koji se koriste za enteralnu ishranu. Ne samo povrsina ve¢ i
njene osobine mogu uticati na razvoj biofilma. PovrSina poliuretana je gruba i promovise bolje
prijanjanje Celija kvasca tokom perioda adhezije. S druge strane, povrSina polistirena je
izuzetno hidrofobna, $to takode moze znacajno doprineti formiranju biofilma (Cuéllar-Cruz i
sar., 2012).

Danas se u prehrambenoj industriji koriste razne vrste povrsSina kao $to su plastika, nerdajuci
celik, staklo i drvo. Ove povrsine su podlozne kontaminaciji od strane mikroorganizama, od
kojih neki mogu da formiraju biofilm (Srey i sar., 2013). Drvo ima dugu tradiciju kao prirodan
materijal koji ljudi koriste vekovima. Od 1960, odrzavane su konstantne debate o higijenskim
svojstvima drveta i drvenih proizvoda, i kao rezultat, upotreba drveta se vidi kritiénim u
mnogim sektorima. Smatra se da su proizvodi napravljeni od sintetickih materijala kao $to su
nerdajuéi Celik i plastika ¢istiji od onih napravljenih od prirodnog matreijala kao §to je drvo.
Dobro je poznato da je drvo porozan materijal koji moze da absorbuje i1 zadrzi
mikroorganizme, 1 stoga se smatra da ga je nemoguce odrzavati potpuno cCistim i
dekontaminiranim. Medutim, nekoliko nauénih studija je procenilo higijenski potencijal drveta
u poredenju sa drugim materijalima 1 pokazale da neke vrste drveta imaju antimikrobna
svojstva (Milling i sar., 2005; Schonwaélder i sar., 2002; Tomi¢i¢ i sar., 2017). Pored toga,
nerdajuci Celik tip AISI 304 se koristi u prehrambenoj industriji kao idealan materijal za
proizvodnju opreme zbog fizicko-hemijske stabilnosti i visoke otpornosti na koroziju (Shi i
Zhu, 2009). Uticaj svojstva povrsine nerdajuéeg Celika na adheziju i zadrzavanje bakterija je
najcesce istrazivano, medutim malo paZnje je posveceno kvascima, iako su Cesti kontaminenti
u industriji hrane 1 pica. Pri proucavanju mikrobne adhezije na povrSine, sveobuhvatna
karakterizacija parametara hrapavosti povrsine i1 vizualizacija topografije povrSine je veoma
bitna. Hrapavost povrsine je dvodimenzionalni parametar povr$ine materijala i obi¢no je
opisana kao aritmeticka srednja hrapavost (Ra) i srednja vrednost kvadratnog odstupanja (Rq),
dok je topografija trodimenzionalni parametar i opisuje oblik povrsine. Ra i Rq su najéesce
prikazani parametri povrSinske hrapavosti kada se istrazuje adhezija mikroorganizama,
medutim, to su mere varijacije visine bez informacija o topografiji (karakteristike povrsine)
(Hocevar i sar., 2014). Tokom poslednjih godina, skenirajué¢i elektronski mikroskop (eng.
Scanning Electron Microscopy (SEM)) ili mikroskop atomskih sila (eng. Atomic Force
Microscopy (AFM)) se koriste za trodimenzionalnu vizualizaciju povrSinske topografije
ukljucuju¢i AFM odredivanje trodimenzionalnih topografskih parametara u nanometarskom
opsegu. Ra vrednost od 0.8 um ili manje se preporucuje za mlekare i, generalno, za povrsine
koje dolaze u kontakt sa hranom (Hilbert i sar., 2003).
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2.5. Metode odredivanja biofilma

Najc¢es¢e koriS¢ene metode za kvantifikaciju biofilma su zasnivane na: (i) izlaganju
tetrazolijumovim solima ili bojenju kristal violetom, (ii) odredivanju suve biomase, (iii)
odredivanju broja jedinica koje formiraju koloniju (eng. Colony Forming Units, CFU) i (iv)
merenju adenozin trifosfata (eng. adenosine triphosphate, ATP) — bioluminiscencije
(Mukherjee i sar., 2005).

Kolorimetrijski testovi. Kvantifikacija biofilma Candida na osnovu metabolicke aktivnosti
ukljuCuje konverziju tetrazolijumske boje 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolium
bromid (eng. 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide) (MTT) ili 2,3-
bis(2-metoksi-4-nitro-5-sulfofenil)-5-[(fenilamino)karbonil]-2H-tetrazolium hidroksid (eng.
2,3 — bis (2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl) - 5 - [(phenylamino)carbonyl] - 2H - tetrazolium
hydroxide) (XTT) u odgovaraju¢i formazan proizveden gljiviénim mitohondrijskim
dehidrogenazama. MTT je Zuta tetrazolijumska so rastvorljiva u vodi, koja se konvertuje u
nerastvorljivi ljubiCasti formazan cepanjem tetrazolijumskog prstena od strane dehidrogenaze
u mitohondrijama. Celijske membrane ne propustaju formazan pa se on akumulira u zdravim
¢elijama. Celije se liziraju, a kristali formazana se rastvaraju u rastvaraéu. MTT — formazan je
proizvod koji se oslobada tretiranjem celija sa dimetil-sulfoksidom (eng. dimethylsulphoxide,
DMSO0), a zatim procenjuje spektrofotometrijski (Hawser i Douglas, 1994). Nasuprot, XTT —
formazan je proizvod rastvorljiv u vodi, izlazi u ekstracelularni medijum bez tretmana sa
DMSO, i moze se lako kvantifikovati spektrofotometrijski na 592 nm. Zbog lake upotrebe i
manjka tretmana sa DMSO, XTT test je postao zajednicki metod za pracenje 1 kvantifikaciju
formiranja biofilma Candida na kateterskim povrSinama (Ramage i sar., 2001b; Chandra i sar.,
2001a). Ramage i sar. (2001b) su prilagodili XTT test za in vitro ispitivanje antifungalne
osetljivosti biofilmova Candida, koiste¢i mikrotar plo¢e sa 96 bunarci¢a. Medutim, XTT
metod ima odredena ogranicenja koja treba uzeti u obzir prilikom koriS¢enja testa za poredenje
biofilmova medu razli¢itim vrstama. U tom pogledu, Kuhn i sar. (2003) su poredili varijacije u
metabolizmu dve tetrazolijumske boje medu sojevima vrsta C. albicans i C. parapsilosis.
Koris¢ene boje su XTT i WST-8 [2-(2-metoksi-4-nitrofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfonil)-
2H-tetrazolium] [eng. 2-(2-methoxy-4-nitrophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulphonyl)-2H-
tetrazolium]. Ovi istrazivaéi su pokazali da: (i) poredenje medu sojevima u odsustvu detaljne
standardizacije treba izbegavati, jer razliCiti sojevi metaboliSu supstrat sa razli¢itom
sposobnoscu, (i) treba napraviti odgovarajuce standardne krive za svaku koli¢inu tetrazoliuma
radi validne kvantifikacije, i (iii) neki sojevi mogu zadrzati znac¢ajnu koli¢inu intracelularnog
formazana koji se moze rastvoriti tek nakon Celijskog tretmana sa dimetilsulfoksidom
(DMSO). Koli¢ina ovog =zadrzanog proizvoda se moze razlikovati izmedu razliCitih
planktonskih i biofilmskih oblika vrsta roda Candida.
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Jo§ jedan metod koji se koristi za kvantifikaciju biofilmova Candida ukljucuje bojenje sa
kristal violetom (eng. Crystal Violet, CV). U ovoj metodi, ¢elije Candida se boje rastvorom
CV (0.02%, w/v) u trajanju od 1 minut, ispiraju kako bi se uklonio viSak boje i inkubiraju sa
rastvorom za dekolorizaciju (etanol:aceton:80%:20%). Absorbanca rastvora dekolorizacije se
meri spektrofotometrijski na 590 nm (Mukherjee i sar., 2005). Li i sar. (2003) su ispitali
kvantitativne varijacije formiranja biofilma 1 njegov odnos prema multilokularnim
genotipovima kod 115 sojeva vrste C. albicans koriste¢i XTT i CV testove. Dobijeni rezultati
su bili u znaajnoj korelaciji. Medutim, u odvojenoj studiji, Jin i sar. (2003) su odredili
formiranje biofilma 46 klini¢kih izolata C. albicans koriste¢i XTT i kristal violet metode i
objavili da je XTT metoda pokazala bolju reproduktivnost (P < 0.05) u odnosu na drugi metod.

Pored MTT, XTT 1 CV, istrazene su druge analize za testiranje osetljivosti i karakterizaciju
biofilma, kao §to su Alamar blue/resazurin, safranin, Alician blue i DMMB (1,9-dimethyl
methylene blue) (Costa-Orlandi i sar., 2017).

Odredivanje suve biomase. Nekoliko istrazivaca je koristilo suvu biomasu kao promenljivu za
kvantifikaciju formiranja biofilma C. albicans na razli¢itim supstratima (Kuhn i sar., 20023;
Kuhn i sar., 2004; Chandra i sar., 2001b). U ovom testu, biofilm se skida sa diska supstrata
(kateter, proteze, itd.) i sakuplja u razliCite epruvete. Suspenzija Celija sa svakog diska
supstrata se zatim filtrira kroz prethodno izvagan filter pre¢nika 0.2 pm. Filter (koji sadrzi
¢elije biofilma) se susi na 37°C 1 ponovo izvaga. Razlika u tezini osuSenog filtra pre 1 posle
filtracije predstavlja suvu masu formiranog biofilma (Mukherjee i sar., 2005).

Odredivanje broja jedinica koje formiraju koloniju (colony forming units, CFU). Brojanje
kolonija CFU iz biofilma Candida je jedna od najranije koris¢enih metoda za kvantifikaciju
formiranog biofilma. U ovoj metodi, ¢elije biofilma se sakupljaju u medijum i dobijena
suspenzija se nezno sonicira kratak period (1 minut) kako bi razorili agregate. Suspenzija se
zatim inokuli$e na agar ploce, inkubira 24h i broje se CFU (Jin i sar, 2004; Mukherjee i sar.,
2005).

Merenje ATP bioluminiscencije. Nivo ATP-a unutar biofilma moze se koristiti za pracenje
formiranja biofilma C. albicans. U tipi¢nom testu za meranje nivoa ATP bioluminiscencije za
formiran biofilm C. albicans, biofilm se skida sa supstrata u sterilne epruvete sa PBS (eng.
Phosphate buffered saline) (~ 200 pl), i vorteksuje. Koli¢ina ATP bioluminiscencije u
dobijenoj suspenziji se zatim odreduje koriste¢i komercijalno dostupni ATP analizator.
Pokazana je korelacija ATP i XTT analiza sa CFU testom (ATP vs CFU, r = 0.994, P = 0.006;
XTT vs CFU, r =0.985, P =0.015) (Jin i sar, 2004; Mukherjee i sar., 2005).
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Skeniraju¢i elektronski mikroskop (SEM), transmisijski elektronski mikroskop (TEM) i

konfokalni mikroskop se takode koriste za proucavanje i otkrivanje celija biofilma i
ekstracelularnog matriksa (ECM) (Costa-Orlandi i sar., 2017; Mukherjee i sar., 2005).

Skenirajuéi elektronski mikroskop (SEM) je tehnika u kojoj se uzorak priprema fiksacijom,
dehidratacijom i susenjem, a slika se obraduje nakon S$to se uzorci prevlace sa provodnikom
kao Sto je zlato ili ugljenik pod visokim vakumom. Medutim, suSenje i dehidratacija mogu
promeniti morfologiju biofilma zbog naruSavanja ECM. Pored toga, artefakti mogu promeniti
sliku. Alternativno, ekoloski SEM se pojavio kao metoda izbora jer se biofilm moZze
posmatrati bez fiksacije i dehidratacije, a vakum je umeren, ¢uvajuc¢i morfologiju i strukturu
povrsine (Bridier i sar., 2013; Priester i sar., 2007).

Transmisijski elektronski mikroskop (TEM) se takode koristi za vizualizaciju arhitekture
biofilma. Priprema za TEM je sli¢na onoj u SEM-u. Medutim, u ovom postupku, biofilm je
ugraden u smoli $to omogucava ECM da ostane stabilan, za razliku od SEM-a. Jedini

nedostatak TEM-a je u tome S§to nije moguce vizualizirati topografiju biofilma (Priester i sar.,
2007).

Konfokalni lasersko-skeniraju¢i mokroskop (CLSM) je jo$ jedan uredaj koji se koristi za
analizu trodimenzionalne (3D) arhitekture 1 debljine biofilma. Pored toga, moguce je proveriti
prisutnost makromolekularnih jedinjenja, kao $to su polisaharidi, proteini, nukleinske kiseline
i lipidi (Chandra i sar., 2008; Lawrence i sar., 2003). Druga prednost je u tome $to se CLSM
moze koristiti sa ili bez fluorescencije ili sa fluorescentnom in situ hibridizacijom (FISH) za
procenu izmene specifi¢nih jedinjenja gljivicne populacije (Costa-Orlandi i sar., 2017).

2.6. Suzbijanje formiranja biofilma

Antigljivi¢na terapija protiv mukoznih ili invazivnih infekcija izazvanih ljudskim patogenim
gljivicama ukljucuje nekoliko klasa antifungalnih lekova dostupnih na trzistu kao Sto su
polieni, analozi pirimidina, azoli i najnovija klasa ehinokandina. Poslednjih decenija, povec¢an
je broj klinickih izolata rezistentnih na Sirok spektar antifungalnih sredstava uglavnom
izolovanih kod imunokompromitovanih pacijenata i pacijenata sa neutropenijom nakon duzeg
leCenja. Ovaj fenomen je postao ozbiljan medicinski problem sa Sirokim uticajem na drustvo.
Poznato je da su ¢elije Candida unutar biofilma vise od 500 puta otpornije na antifungalne
agense nego planktonske cCelije (Bink i sar., 2011; Kojic i Darouiche, 2004). Uticaj klinic¢ki
vaznih antimikotika, uklju¢uju¢i amfotericin B, flukonozol, flucitozin, itrakonazol i
ketokonazol su ispitani na razlic¢ite vrste roda Candida. Svi ovi agensi su pokazali znatno
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manju aktivnost na biofilm C. albicans nego na planktonske c¢elije. Koncentracije
antifungalnih sredstava potrebne za smanjenje metabolicke aktivnosti za 50 % su bile pet do
osam puta veée za biofilmove nego za planktonske celije, a 30-2000 puta veée od
odgovaraju¢e minimalne inhibitorne koncentracije (MIC). Biofilmovi ne-C. albicans Candida
vrsta kao §to su C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei i C. glabrata su takode otporni na
lekove (Douglas, 2003; Hawser i Douglas, 1995).

Budu¢i da je antifungalna terapija Cesto neefikasna, infekcije povezane sa biofilmom su
problemati¢ne i preporucuje se uklanjanje zaraZzenog uredaja. Medutim, u slu€aju zarazenih
sr€anih zalistaka, Santa centralnog nervnog sistema i1 zglobne proteze, uklanjanje moze
rezultirati ozbiljnim implikacijama za pacijenta (Jabra-Rizk i sar., 2004; Kuhn i sar., 20023;
Ramage i sar., 2012). Dakle, postoji oCigledan zahtev za antifungane lekove koji su aktivni
protiv ove vrste infekcije. U poslednje vreme, dve klase antifungalnih sredstava, naime,
lipidne formulacije amfotericina B (lipozomski AMB i AMB lipidni kompleks) i ehinokandini
su pokazali aktivnost protiv biofilma Candida (Kuhn i sar., 2002b). Napori su takode nac¢injeni
da se ispita efekat antigljiviénog predtretmana supstrata na formiranje biofilma Candida.
Utvrdeno je da oblaganje supstrata sa kaspofunginom rezultira niZem stepenu formiranja
biofilma C. albicans (Bachmann i sar., 2002). Pored predtretmana kvasaca ili supstrata sa
antifungalnim sredstvima, efekat antifungalnih sredstava na razvoj biofilma Candida je takode
ispitivan. SEM studija je pokazala da su celije kvasca unutar biofilma tretirane sa
kaspofunginom razvile manje oblike hifa od onih netretiranih (Bachmann i sar., 2002).

Pored toga, u pogledu ozbiljnih nezeljenih uticaja biofilma na mnoge ljudske aktivnosti,
razliCiti pristupi su koriS¢eni dugi niz godina radi sprecavanja 1 uklanjanja biofilmova.
Tradicionalne fizicke i hemijske metode, kao $to su ispiranje, hlorisanje, i dezinfekcija
ultravioletnim zracima se koriste za kontrolu i1 uklanjanje biofilmova. Medutim, zbog
nedostatka efikasnosti i bezbednosti ovih strategija zabrinutost jo§ uvek postoji, ona se zasniva
na traZenju, razvoju i primeni novih pristupa za disperziju i/ili inhibiciju formiranja biofilma.
Navedeni napreci u istraZzivanju biofilma pruzili su nove uvide u mehanizam formiranja
biofilma i doveli do uzbudljivog napretka u razvoju novih strategija za prevenciju i inhibiciju
biofilmova (Sadekuzzaman i sar., 2015).
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2.6.1. Mehanizmi otpornosti biofilma

Mehanizmi otpornosti biofilma na antimikrobna sredstva nisu u potpunosti jasni. Smatra se da
su najmanje Cetri faktora odgovorna za povecanu otpornost kod biofilma Candida. To su: (i)
ograni¢ena difuzija leka kroz matriks ekstracelularnog polimernog materijala, (ii) fenotipske
razlike koje su posledica usporenog rasta ili ogranicenja hranljivih materija, (iii) ekspresija
gena rezistencije, posebno one koje kodiraju efluks pumpe i (iv) prisustvo "persister" celija
(Douglas, 2003; Ramage i sar., 2005). Gustina ¢elija, steroli membrane, glukani c¢elijskog zida
takode mogu igrati vaznu ulogu (Ramage i sar., 2012; Silva i sar., 2017; Taff i sar., 2013)
(Slika 4). Do danas, vecina dokaza sugeriSe da je otpornost biofilmova Candida mozda
posledica kombinacije dva ili viSe ovih mehanizma.

2.6.1.1. Doprinos ekstracelularnog matriksa biofilma

Klju¢na karakteristika zrelih biofilmova je proizvodnja ekstracelularnog matriksa, polimernog
materijala koji promovise adherenciju 1 §titi ¢elije biofilma od spoljaSnjih faktora. Smatra se
da ovaj materijal takode pomaze u zadrzavanju hranljivih materija, vode i enzima (Flemming i
Wingender, 2010; Taff i sar., 2013). Istrazivanja su dovela u pitanje da li matriks biofilma
moze smanjiti prodiranje lekova, bilo putem steri¢ne prepreke ili aktivnim vezivanjem ili
sekvestriranjem antifungalnih lekova. Douglas i sar. su izveli prve studije u ovoj oblasti.
Promenom wuslova rasta uspeli su proizvesti biofilmove sa razli¢itim koli¢inama
ekstracelularnog matriksa. Biofilmovi koji su uzgajani u Sejker inkubatoru proizveli su
vidljivo viSe matriksa u poredenju sa onim uzgajanim pod staticnim uslovima. Uprkos razlici u
koli¢ini matriksa, biofilmovi su bili jednako otporni na amfotericin B, flukonazol i flucitozin
(Baillie i Douglas, 2000). Tek nakon ispitivanja biofilmova koji su uzgajani pod stalnim
protokom, stanje koje promovise najvecu koli¢inu matriksa i najvise podse¢a na in vivo
uslove, mogli su da povezu otpornost biofilma Candida na proizvodnju ekstracelularnog
matriksa. Korelacija izmedu stepena proizvodnje ekstracelularnog matriksa i antifungalne
rezistencije je pronadena za biofilmove C. albicans i C. tropicalis (Al-Fattani i Douglas,
2006).

2.6.1.2. Usporen rast i ograni¢enje hranljivih materija
Dobro strukturirani slojevi biofilma otvaraju jo$ jednu hipotezu o antifungalnoj rezistenciji

vrsta roda Candida, odnosno da celije smestene u dubljim slojevima biofilma rastu sporije
zbog nedostatka hranljivin materija 1 kasnije su otpornije na antifungalne lekove.
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Kontrolisanjem hranljivin materija u perforiranom biofilm fermentoru, Baillie i Douglas
(1998a, 1998b) su uspeli da uporede antifungalnu osetljivost biofilmova Candida koji su rasli
pri razli¢itim brzinama. Pri Sirokom opsegu brzina rasta, ¢elije biofilma su pokazale sli¢ne
nivoe rezistencije na amfotericin B, $to ukazuje na to da brzina rasta ne igra zna¢ajnu ulogu u
rezistenciji biofilma na antifungalna sredstva. Sli¢no tome, pokazano je da su biofilmovi C.
albicans uzgajani pod ograni¢enim uslovima glukoze i gvozda bili visoko rezistentni na
amfotericin B. Ipak, faktori ukljucujuéi pH, temperaturu, raspolozivost kiseonika su opisani
kao moguci induktori promene arhitekture biofilma i time antifungalne osetljivosti (Silva i
sar., 2017).

2.6.1.3. Uloga efluks pumpi

Mnogi slucajevi otpornosti prema lekovima su povezani sa povecanjem aktivnosti efluks
pumpi u Celijskoj membrani Candida i posledi¢no smanjenjem akomulacije lekova unutar
¢elije (Morschhduser, 2002). Efluks pumpe C. albicans imaju vaznu ulogu u otpornosti na
azole, ali ne i u otpornosti na amfotericin B i ehinokandine (Niimi i sar., 2006; Shapiro i sar.,
2011; Silver i sar.,, 2008). U odsustvu antifungalnog izlaganja, ATP vezujuéi kasetni
transporteri (CDR1 i CDR2) i glavni transportni posrednik (MDR1) su tipi¢no izrazeni u
niskim nivoima (Schubert i sar., 2011). Pronalasci da klini¢ki izolati otporni na azole Cesto
pokazuju konstitutivhu prekomernu ekspresiju ovih pumpi podstakli su istrazivace da
postuliraju da fenotip biofilma rezistentan na lekove moze biti povezan sa poveéanom
aktivnosc¢u efluks pumpe (Taff i sar., 2013).

Ramage i sar. (2002) su pokazali da je transkripcija oba MDR1 i CDR1 gena obilnija u 24h
biofilmu C. albicans nego kod planktonske kulture iste starosti. Da bi se ispitala uloga efluks
pumpi tokom rasta biofilma, autori su ispitali uticaj uklanjanja MDR1, CDR1 i/ili CDR2 na
otpornost na lekove. Tokom planktonskog rasta, ovi mutanti su pokazali preosetljivost na
flukonazol. Medutim, ovaj fenotip nije primeéen kada su isti mutanti uzgajani kao biofilm
tokom 24-48h, $to ukazuje na to da efluks pumpe ne doprinose znacajno otpornosti na lekove
tokom faze maturacije biofilma.

Mukherjee i sar. (2003) su ispitali ulogu efluks pumpi u antifungalnoj rezistenciji tokom
procesa formiranja biofilma. Rani (0-11 h), srednji (12-30 h) i zreo (31-72 h) biofilm C.
albicans je poreden sa planktonskim rastom. Slicno prethodnom istrazivanju, jednostruki,
dvostruki i trostruki mutanti tri glavna efluks gena nisu bili viSe osetljivi na tretman
flukonazolom tokom zrelog rasta biofilma u odnosu na roditeljske sojeve; medutim, u ranoj
fazi (6 h), dvostruki 1 trostruki mutanti su imali znacajno povecanu osetljivost na azole u
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poredenju sa roditeljskim sojevima. Remecenje jedne efluks pumpe je imao minimalan uticaj
na otpornost biofilma, ¢ak i u najranijoj fazi. Ovo sugeriSe da efluks pumpe doprinose
otpornosti tokom rane faze razvoja biofilma, i da pumpe mogu funkcionisati na kooperativan
nacin. Ova teorija o funkcionalnosti efluks pumpe specificna za vremenski period je dodatno
podrzana transkripcijskom analizom, koja pokazuje vecu ekspresiju gena efluks pumpi nakon
12h formiranja biofilma u poredenju sa zrelim 48h formiranjem biofilma. Ispitivanja su takode
pokazala up-regulaciju efluks pumpi u biofilmovima C. glabrata i C. tropicalis. To su zbirni
dokazi da efluks pumpe Candida verovatno doprinose otpornosti na lekove tokom rane faze
rasta biofilma, dok je njihova uloga u rezistenciji najmanja u zrelim biofilmovima.

2.6.1.4. Prisustvo "persister” ¢elija

Razvoj u razumevanju otpornosti biofilma vrsta roda Candida je prisustvo persister celija.
Vecina celija biofilma, kao i planktonske celije koje se oslobadaju s povrsine biofilma,
osetljive su na antimikrobne lekove. Samo mala frakcija 0.1-10% c¢elija biofilma je neosetljiva
na produzenu izlozenost ili vece koncentracije antimikrobnih lekova, i perzistira usprkos
terapiji (Vrane$ i Leskovar, 2009). lako su persisteri otkriveni jos sredinom 20. veka u
planktonskim kulturama, o njihovoj se prirodi jo§ uvek malo zna. Za sada je poznato da
persisteri nisu mutanti, ve¢ se pretpostavlja da su celije fenotipske varijante divljeg tipa
(Lewis, 2005). Dok mehanizmi tranzicije persister c¢elija Candida ostaju nejasni,
transkripcijska analiza ovih Celija pokazuje diferencijalnu regulaciju gena ukljucenih u
ergosterol (ERG1 i ERG25) i B-1,6 glukan (SKN1 i KRE1) puteve (Khot i sar., 2006; Taff i
sar., 2013). Ovi rezultati ukazuju na moguénost da prelazak na persister Celiju ukljucuje
promene u ¢elijskoj membrani 1 ¢elijskom zidu.
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Slika 4. Sematski prikaz mehanizma otpornosti biofilma vrsta roda Candida (Silva i sar., 2017).

2.6.2. Antimikrobne supstance prirodnog porekla

Usled visokog stepena rezistencije gljivica na konvencionalne antimikotike, neprestano se
traga za novim alternativnim agensima i razvijaju se strategije za prevazilaZzenje ovog
problema. Veliku paznju privlace biljke kao potencijali izvor jedinjenja sa antimikrobnom

-----

bioaktivne komponente.

Zbog svojih osobina koje su jo§ od davnina primeéene u prirodi i tradicionalne primene u
mnogim kulturama, kao 1 brojni dokazi o njihovoj efikasnosti u leCenju razli¢itih bolesti, biljni
ekstrakti i etarska ulja se danas koriste u velikoj meri. Prirodni proizvodi, kao §to su biljni
ekstrakti, bilo kao ¢ista jedinjenja ili kao standardizovani ekstrakti, pruzaju neogranicene
mogucnosti za kontrolu mikobnog rasta zbog njihove hemijske raznovrsnosti. Pored
antimikrobnog, nekoliko biljaka se koristi u razli¢itim oblastima ljudskog zdravlja kao $to su
tradicionalna medicina, funkcionalna hrana, dijetetski suplementi i za proizvodnju
rekombinantnih proteina (Negi, 2012).
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Kori$¢enje prirodnih antimikrobnih sredstava kao §to su biljni ekstrakti, etarska ulja, organske
kiseline, i bakteriocini moze biti dobra alternativa za osiguranje bezbednosti hrane. Biljni
proizvodi se takode koriste od davnina za aromatizaciju hrane i pi¢a. Procenjuje se da ima oko
250 000 do 500 000 biljnih vrsta na zemlji i samo jedna desetina je istrazena do danas. U
poslednjih nekoliko godina, brojna istrazivanja su sprovedena u razli¢itim zemljama da bi se
dokazala efikasnost biljnih proizvoda, i na hiljade jedinjenja je izolovano iz ovih biljaka, za
koje se tvrdi da imaju antimikrobna i lekovita svojstva (Raybaudi-Massilia i sar., 2009; Tiwari
i sar., 2009). Upotreba biljnih ekstrakata sa poznatim antimikrobnim svojstvima moze biti od
velikog znacaja u ¢uvanju hrane. Vrednost biljaka lezi u nekim hemijskim supstancama koje
deluju na mikrobioloski, hemijski i senzorni kvalitet hrane, i ove fitohemikalije su grupisane u
nekoliko kategorija ukljucujuéi polifenole, flavonoide, tanine, alkaloide, terpenoide,
izotiocianate, lektine, polipeptide i njihove oksigen supstituirne derivate (Cowan, 1999; Negi,
2012; Negri i sar., 2014). Stoga, u cilju zastite i odrzanja ekoloskog ekvilibrijuma, primena
biljnih ekstrakata i etarskih ulja kao fitofarmaceutika i u prezervaciji hrane se sve vise prihvata
kao alternativa sintetskim hemijskim produktima. U odnosu na konvencionalne antimikotike,
prirodni antimikrobni agensi imaju brojne prednosti, kao §to su manje Stetni efekti, Siroka
prihvacenost zbog njihove tradicionalne upotrebe, bolja biodegradacija, itd.

Iz navedenih razloga, istrazivanja 0 efikasnosti biljnih ekstrakata, etarskih ulja i bioaktivnih
komponenti u borbi sa problemom multiple rezistencije mikroorganizama, ¢ak 1 kao agenasa
za kontrolu biofilma, su veoma aktuelna (Adukwu i sar., 2012; Bazargani i Rohloff, 2016;
Cowan, 1999). Uprkos svojoj popularnosti, veliki broj lekovitih biljaka nije nau¢no istrazen.
Nekoliko biljnih ekstrakata kao $to su Humulus lupulus, Alpinia katsumadai i Evodia
rutaecarpa su izabrana u ovoj studiji kako bi se ispitala antifungalna i antibiofilm aktivnost
protiv C. albicans, C. glabrata i P. membranifaciens.

2.6.3. Biljni ekstrakti

Iako se biljni ekstrakti kao i etarska ulja dobijaju iz biljaka, medu njima postoji znacajna
razlika u smislu njihove ¢istoce, hemijskog sastava i procesa dobijanja. Biljni ekstrakti su
farmceutski preparati koji se dobijaju iz osuSenih ili svezih biljaka primenom odgovaraju¢ih
ekstrakcionith postupaka. Biljni ekstrakti mogu biti te€ni, polucvrsti 1 €vrsti, pri ¢emu su
bioaktivne komponente zastupljene u ve¢em procentu kod polucvrstih ili ¢vrstih ekstrakata.
Tecni ekstrakti se mogu koristiti u obliku kapi, ili ¢eS¢e u obliku sirupa (Capasso 1 sar., 2003).
Pored tradicionalnih farmaceutskih ekstrakata, pripremljenih upotrebom vode, etanola ili u
smesSi vode 1 alkohola, danas se mnogi ekstrakti prave sa glicerinom 1 drugim organskim
rastvaratima. U etanolnim ekstraktima cesto dominiraju polifenolna jedinjenja kao Sto su
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tanini, flavonoidi, proantocijanidini itd. Kao i u slucaju etarskih ulja, hemijski sastav
ekstrakata varira u zavisnosti od delova biljke iz kojih je ekstrakt pripremljen, kao i polarnosti
primenjenog ekstragensa. NajéeS$¢e korisceni rastvaraci su voda, alkohol (metanol ili etanol),
etil acetat, dietiletar i hloroform. Tuberoso i sar. (2010) su pokazali da etanolni i vodeni
ekstrakti imaju vecu koli¢inu ekstrahovanih komponenti u poredenju sa etilacetatnim
ekstraktima, dok je veca antiradikalska i antioksidantna aktivnost zabelezena za etanolne i
etilacetatne ekstrakte. Takode, etanolni ekstrakti imaju najveéi sadrzaj fenolnih komponenti,

Sto je u korelaciji sa antiradikalskom i antioksidantnom aktivnoS¢u ekstrakata (Tuberoso i sar.,
2010).

2.6.3.1. Humulus lupulus

Hmelj (Humulus lupulus Linnacus) je dvodomna, visegodiS$nja biljka koja pripada porodici
Cannabaceae. Rod Humulus obuhvata druge dve vrste, Humulus japonicus Siebold & Zucc i
Humulus yunnanensis Hu, ali je samo Humulus lupulus od industrijskog i medicinskog
znacaja. Rod Humulus verovatno potice iz Kine, odakle je migrirao na ogromna podrucja
umerenih klimatskih zona severne i juzne hemisfere. Danas, najve¢i proizvodaci hmelja su
Nemacka, SAD, Kina i Ceska (Karabin i sar., 2016). Zenski cvet biljke hmelja (isarica) sadrzi
smole 1 eteri¢na ulja koja pivu daju gorak ukus 1 karakteristicnu aromu. Gorka jedinjenja
hmelja se svrstavaju u a-kiseline (humuloni) i B-kiseline (lupuloni). Osim $to pivu daje gorak
ukus 1 aromu, ve¢ dugo se zna da ekstrakti hmelja imaju antimikrobno dejstvo. ZabeleZeno je
da PB-kiseline (lupuloni) imaju vecu antimikrobnu aktivnost od izo-a-kiselina (humuloni)
(Larson i sar., 1996). Antimikrobna aktivnost gorkih kiselina hmelja, se uglavhom pokazala
protiv Gram-pozitivnih bakterija, dok su Gram-negativne bakterije ili otporne ili samo
pogodene visokim koncentracijama hmeljnih smola. Hmelj je takode vaZan izvor fenolnih
jedinjenja u pivu, ukljucujuéi (prenilirane) flavonoide. U novije vreme, hmelj je privukao
veliko interesovanje zbog bioloskih i potencijalnih antikancerogenih aktivnosti nekih od
njegovih sastojaka. Kao primer, prenilirani halkon ksantohumol (XN) je indentifikovan kao
hemopreventivni agens sa inhibitornim mehanizmima u fazama inicijacije, promocije i
progresije karcinogeneze. Stavise, u tradicionalnoj medicini, hmelj je kori¢en u razne
medicinske svrhe kao §to su nesanica, problemi sa zeludcem i drugo (Gerh&user, 2005; Zanoli
i Zavatti, 2008).
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2.6.3.2. Alpinia katsumadai

Alpinia katsumadai hayata (Kinesko ime Caodoukou), tradicionalni kineski lek, se Siroko
koristi kao anti-emetik za leCenje stomacnih poremecéaja poput epigastricne distenzije,
mucnine, povracanja i anoreksije. Flavonoidi i diarilheptanoidi, kao $to su kardamomin,
alpinetin, pinocembrin, pinocembrin halkona i 1,7-difenil-4,6-heptadien-3-ol, su glavne
delotvorne komponente u semenu A. katsumadai. Dokazano je da imaju Siroke farmakoloske
aktivnosti ukljucujuéi i antiinflamatorne, antibakterijske, anti-oksidativne, anti-mutagene,
anti-tumorske efekte i druge vazne tarapeutske aktivnosti od potencijalnog znacaja.
Kardamomin takode pokazuje znatne in vitro anti-HIV kao i anti-virusne aktivnosti

(Grdblacher i sar., 2012; Xiao i sar., 2011).

2.6.3.3. Evodia rutaecarpa

Osusen nezreo plod Evodia rutaecarpa (Juss.) Benth (E. rutaecarpa, Kinesko ime,Wu-zhu-yu)
se koristi kao jedan od tradicionalnih kineskih lekova vise od 2000 godina i zvani¢no je na listi
u kineskoj farmakopeji. Efikasan je u leCenju gastrointestinalnih poremecaja, glavobolje,
postporodajnog krvarenja, amenoreje i hladnih udova. Do sada, poznato je da E. rutaecarpa
sadrzi veliki broj jedinjenja uklju¢uju¢i limonoide, alkaloide, etericna ulja, karboksilne
kiselline i flavonoide (Zhang i sar., 2013). Alkaloidi, koji sadrze indolkvinazolin i kvinolon
alkaloide, su glavna aktivna jedinjenja u plodovima E. rutaecarpa. Neke studije su pokazale
da kvinolonski alkaloidi iz plodova E. rutaecarpa imaju farmakoloske efekte, ukljucujuéi
znacajan inhibitorni efekat na biosintezu leukotriena u ljudskim granulocitima i visoku
antibakterijsku aktivnost protiv Helicobacter pylori (Zhang i sar., 2014).
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3. CILJ I HIPOTEZE ISTRAZIVANJA
3.1. Cilj istrazivanja

Na osnovu literaturnih podataka jasno je da je problem formiranja biofilma i rezistencije
kvasaca iz rodova Candida i Pichia veliki izazov danasnjice i da su neophodna sistemati¢nija i
sveobuhvatnija istrazivanja na polju pronalazenja alternativnih agenasa i strategija za njegovu
kontrolu. Iz tog razloga, opsti cilj istrazivanja je wupravo pronalazenje novih,
nekonvencionalnih antimikrobnih agenasa i/ili strategija u kontroli formiranja biofilma sojeva
kvasaca Candida i Pichia. Realizacija opsteg cilja bi¢e ostvarena kroz nekoliko specifi¢nih
ciljeva:
e odredivanje hidrofobnosti povrsine ¢elije sojeva kvasaca Candida i Pichia
e kvantitativno odredivanje adheriranih c¢elija sojeva kvasaca Candida i Pichia na
polistiren povrsinu i na diskove od nerdajuceg celika (AISI 304) sa razli¢itim stepenom
hrapavosti povrsine (Ra = 25.20 — 961.9 nm)
e odredivanje broja adheriranih ¢elija sojeva kvasaca Candida i Pichia na dva tipa
drvenih povrsina (bukva, glatka i hrapava) automatskim brojanjem vijabilnih ¢éelija
e ispitivanje uticaja temperature i medijuma na adheziju odabranih sojeva kvasaca
Candida i Pichia na povrsine diskova od nerdajuceg Celika
e odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije (MIC) biljnih ekstrakata
e ispitivanje uticaja razliCitih koncentracija biljnih ekstrakata na adheziju odabranih
sojeva kvasaca

3.2. Hipoteze istrazivanja

e Hidrofobnost kvasaca (Candida spp., Pichia spp.) odreduje sposobnost adhezije na
abioticke povrsine

e Stepen hrapavosti kontaktne povrsine (nerdajuceg cCelika 1 drveta) uteCe na adheziju
kvasaca

e Promena temperature i medijuma utice na adheziju ¢elija kvasaca

e Aplikacija biljnih ekstrakata uti¢e na adheziju kvasaca (Candida spp., Pichia spp.) na
povrsini od nerdajuceg Celika
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4. MATERIJAL | METODE

Na osnovu radnih hipoteza postavljen je koncept eksperimentalnog rada, koji je izveden u
periodu od novembra 2012. godine do oktobra 2013. godine u laboratorijama Katedre za
biotehnologiju, mikrobiologiju i bezbednost hrane, Biotehnic¢ki fakultet, Univerzitet u

Ljubljani.

4.1. Sema rada
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Slika 5. Hodogram eksperimenta.
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4.2. Materijal

Ovo poglavlje rezimira materijal koji se koristi u eksperimentalnom radu u okviru doktorske
teze.

4.2.1. Kulture mikroorganizama

Glavni radni mikroorganizmi, sojevi kvasaca koji su koris¢eni za izvodenje istrazivackog rada
u okviru doktorske teze su deo Zbirke industrijskih mikroorganizama (ZIM), Katedre za
biotehnologiju, mikrobiologiju 1 bezbednost hrane, Biotehnicki fakultet, Univerzitet u
Ljubljani, Slovenija (Tabela 1). U istrazivanju je koris¢eno osam sojeva iz roda Candida (C.
albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. krusei) i tri soja iz roda Pichia (P. pijperi, P.
membranifaciens) za odredivanje potencijala adhezije na polistiren i povrSine diskova od
nerdajuceg Celika i drveta. Tri soja iz roda Candida su bila referentna, dok su ostali sojevi
izolovani iz razli¢itih uzoraka. Identifikacija sojeva je izvrSena PCR-RFLP
(restriction fragment length polymorphism - analiza duZine restrikcionih fragmenata) analizom
sekvenci ITS rDNK regiona (Andrade i sar., 2006).

Tabela 1. Sojevi iz rodova Candida i Pichia kori$c¢eni u ispitivanju, njihova oznaka i poreklo

Vrsta kvasca Oznaka Poreklo
Candida albicans ATCC 10261 Covek, nokat, slucaj paronihije
Candida glabrata ZIM 2367 Covek, trahealna aspiracija
Candida glabrata ZIM 2369 (C;Zf; bronhoalveolamna lavaza
. Covek, urin iz ugradenog

Candida glabrata ZIM 2382

katetera
Candida parapsilosis ATCC 22019 Covek, slucaj spru
Candida parapsilosis ZIM 2014 Covek, ispljuvak (lat. sputum)
Candida parapsilosis ZIM 2234 Koncentrat vo¢nog soka
Candida krusei ATCC 6258 Covek, ispljuvak (lat. sputum)
Pichia pijperi ZIM 1368 Sira Refosk
Pichia membranifaciens ZIM 2302 Pokvareno vino

Pichia membranifaciens ZIM 2417 Beli sir od kravljeg mleka
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4.2.2. Mikrobioloski medijumi

Za odrzavanje, kultivaciju i1 skladistenje sojeva kvasaca koriS¢eni su medijumi navedeni u

Tabeli 2.

Tabela 2. Cvrsti i te¢ni medijumi kori$¢eni za eksperimentalni rad sa kvascima

SASTAV

\ PRIPREMA

Teéni medijum Malt Extract Broth (MEB)

Osnovni medijum; Malt Extract Broth (Merck,
Germany)
dH,O

8.5 g osnovnog medijuma je rastvoreno u 500 ml
dH,0 i sterilisano u autoklavu (121 °C, 20 min).
Do upotrebe medijum je ¢uvan na 4 °C.

Te¢ni medijum Yeast Peptone Dextrose (YPD)

Osnovni medijum; Yeast Peptone Dextrose
(Sigma-Aldrich, USA)
dH,0

25 g osnovnog medijuma je rastvoreno u 500 ml
dH,0 i sterilisano u autoklavu (121 °C, 20 min).
Do upotrebe medijum je ¢uvan na 4 °C.

Cvrsti medijum Malt Extract Agar (MEA)

Osnovni medijum; Malt Extract Agar (Merck,
Germany)
dH,O

24 g osnovnog medijuma je rastvoreno u 500 ml
dH,0 i sterilisano u autoklavu (121 °C, 20 min).
Kada je medijum ohladen na 45 °C, asepti¢no je
razliven u sterilne Petri ploce i ploce sa
medijumom su ¢uvene do upotrebe na 4 °C.
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4.2.3. Reagensi i rastvori za rad sa kvascima

U Tabeli 3 su navedeni reagensi i rastvori koji su kori$¢eni za rad sa kvascima u zavisnosti od
vrste eksperimenta.

Tabela 3. Reagensi i rastvori kori$¢eni za eksperimentalni rad sa kvascima

RASTVORI, REAGENSI ‘ PRIPREMA

Fizioloski rastvor puferisan fosfatom (PBS)

PBS tablete (Oxoid, England) Prema uputstvima proizvodaca, jedna tableta PBS
dH,O je rastvorena u 100 ml dH,O i rastvor je sterilisan

u autoklavu (121 °C, 20 min). Do upotrebe rastvor
PBS je ¢uvan na 4 °C.

4M amonijum sulfat

Amonijum sulfat (Merck, Germany) 26.43 g amonijum sulfata je rastvoremo u 50 ml
PBS (Oxoid, England) PBS mesanjem na magnetnoj mesalici.

Dimetil sulfoksid (DMSO)

DMSO (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) DMSO je koris¢en kao rastvara¢ za pripremu §tok

koncentracija biljnih ekstrakata.

Sircetna Kkiselina

Acetic acid (glacial) 100% (Merck, Germany) Siréetna kiselina je pomeSana sa dH,O u Zeljenom
dH,O odnosu i ¢uvana na 4 °C do upotrebe.

Kristal violet

Kristal violet (Merck, Germany) Komercijalno pripremljen rastvor kristal violeta je
dH,O razblazen sa dH,O do Zeljene koncentracije.
Metilensko plavo

Metilensko plavo (Sigma-Aldrich, Germany) U 10 ml dH,0 je rastvoreno 0.01 g metilenskog
Natrijum  citrat  dihidrat  (Sigma-Aldrich, | plavog, dodato 2 g natrijum citrat dihidrata i
Germany) rastvoreno meSanjem na magnetnoj mesalici.
dH,0 Sadrzaj je prenet u normalni sud od 100 ml i

dopunjen destilovanom vodom do oznake.
Rastvor metilenskog plavog je zatim filtriran kroz
0.2 pum filter i ¢uvan na 4 °C do upotrebe.

Ksilen

Xylene (Merck, Germany)
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4.2.4. Biljni ekstrakti

Biljni ekstrakti Alpinia katsumadai i Evodia rutaecarpa kori$¢eni u eksperimentalnom radu su
pripremljeni na Katedri za farmakognoziju, Instituta za farmaceutske nauke, Univerzitet u
Gracu, Austrija, kako je prethodno objavljeno (Kova¢ i sar., 2014; Bezek i sar., 2016).
Ekstrakt Humulus lupulus je dobijen iz pivare Lasko, Ljubljana, Slovenija. Odredena
koncentracija ekstrakata je pripremljena u DMSO rastvaracu i dodatno razredena u
odgovaraju¢em medijumu za svaki eksperiment. Sadrzaj DMSO u svim finalnim rastvorima je
iznosio < 1 %.

4.2.5. Kontaktni materijali

Za odredivanje uticaja hrapavosti kontaktne povrSine na adheziju sojeva kvasaca korisc¢eni Su
diskovi od nerdajuceg Celika (AISI 304) i drveta (bukva) sa razli¢itim stepenom hrapavosti
povrsine.

4.2.5.1. Nerdaju¢i Celik

Pet tipova diskova od nerdajuceg cCelika (AISI 304, 5 mm precnika i 1mm debljine) sa
razli¢itim stepenom hrapavosti povrsine (Ra) dobijeni su iz Iskra Pio, Ljubljana, Slovenija.
Mikroskop atomskih sila (eng. atomic force microscopy (AFM)) je koris¢en za karakterizaciju
povrsinske topografije materijala na skali sub-mikrometra. Velika prednost ove metode je
mogucnost prikazivanja povrSina sa visokom rezolucijom 1 kvantitativna ocena odabranih
povrSinskih karakteristika, ukljucujuéi statisticku analizu, $to omogucéava odredivanje
parametara hrapavosti. U naSoj studiji koris¢en je sistem VEECO Dimension 3100 AFM
(Town of Oyster Bay, NY, USA) i merenja su izvrSena u kontaktnom rezimu (Bohinc i sar.,
2014). Karakteristike hrapavosti povrSine pet tipova diskova su izraZzene u parametru
hrapavosti Ra. Vrednosti Ra su se kretale od 25.2 nm (najglatkiji) do 961.9 nm (najhrapaviji)
(Tabela 4). Svi diskovi od nerdajuceg celika ocis¢eni su sa 96% etanolom, isprani
destilovanom vodom i autoklavirani 15 minuta na 121°C pre upotrebe.

Tabela 4. Hrapavost povrsine svakog tipa diska od nerdajuceg celika

Tip diska 3D poliran bruSen 3C elektropoliran  bruSen (240)

Hrapavost, Ra 25.20 71.90 160.88 592 961.90
(nm)
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4.2.5.2. Drvo
Dva tipa drvenih diskova (bukva; glatki i hrapavi; duzine, $irine i debljine 15.0, 7.0 i 1.0 mm,
respektivno) dobijena su sa Odeljenja za obradu drveta, Biotehnicki fakultet, Univerzitet u
Ljubljani, Slovenija. Povrsinska hrapavost diskova je izrazena u parametru hrapavosti Ra. Ra
za glatke i1 hrapave diskove je bila (44.0£1.5) i (5.8+1.5) um, respektivno. Svi drveni diskovi
su autoklavirani 15 minuta na 121°C pre upotrebe.
4.2.6. Laboratorijski materijal i oprema

Ovo poglavlje rezimira materijal i opremu koji je koris¢en u eksperimentalnom radu.

Tabela 5. Laboratorijski materijal kori§¢en u eksperimentalnom radu

LABORATORIJSKI

MATERIJAL PROIZVODAC

OZNAKA

Automatske pipete i nastavci 10 pl, 20-200 pl, 1000 pl, 10 ml | Eppendorf, Germany

Burker-Turk komora za brojanje | / Brand, Germany

Magneti / Brand GMBH, Germany

Mikrocentrifuske epruvete 15i2ml Eppendorf, Germany

Parafilm Parafilm M Pechiney Plastic Packaging,
USA

Plasti¢ne eze 10 pl Labortehnika Golias, Slovenia

Plastl_cne.ep r.uvete 7 15i50 ml TPP, Switzerland

centrifugiranje

Plasti¢ne sterilne posude 100 ml Labortehnika Golias, Slovenia

Polistirenske mikrotitarske ploce

96F, katalog broj: 266120

Nunc, Denmark

Staklene laboratorijske boce sa
navojem

250 ml, 500 ml, 1000 ml

Duran, Germany

Staklene ¢ase 1 epruvete 96F Brand, Germany
Sterilne plasti¢ne Petri ploce Fi 30190 Labortehnika Golias, Slovenia
Filtri sa porama SLGVO033RS Merck, Germany

Pored navedenog koriS¢en je 1 ostali laboratorijski pribor 1 potro$ni materijal, kao $to su stalci
za epruvete, pincete, zastitne rukavice, vrece za autoklaviranje otpadnog materijala.
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Tabela 6. Laboratorijska oprema kori$¢ena u eksperimentalnom radu

LABORATORIJSKA

OPREMA OZNAKA PROIZVODAC

Autoklav A-21iA-63C Kambi¢, Slovenia
PB 1502-S Mettler Toledo, USA

Vage Sartorius, analytic GMBH, Germany

MES5 in CP 2202S-OCE

Sartorius, Switzerland

VVodeno kupatilo

WB-13EHK i Julabo

Kambic, Slovenia

Vorteks

IKA Lab Dencer

IKA, USA

Zamrzivac¢ -80 °C

HERAfreeze HFU T Series

Thermo Scientific, USA

Zamrziva¢ -20 °C Economic Gorenje, Slovenia
Inkubator 1150 C Kambi¢, Slovenia
Kamera DFC290 Leica, Germany
Laminarna komora PIO LFVP 12 IskraPlO, Slovenia
Magnetna mesalica RCT basic IKA, Germany
Mikroskop DM4000 B Leica, Germany

pH metar Seven multi Mettler Toledo, USA
Frizider / Gorenje, Slovenia
Centntjuga sa mogucnoscéu 3K30 Sigma, USA
hladenja

Cita¢ mikrotitarskih ploda Safire 2 Tecan Trading, AG Switzerland

Pored navedenog laboratorijskog materijala i opreme korisc¢en je i softver Magellan (Tecan,
Switzerland), Microsoft Office 2010 (Microsoft Corporation, USA), Image J, v1.43u, softver

za obradu slika.
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4.3. Metode

Ovo poglavlje opisuje metode rada koje smo Koristili za izvodenje eksperimenata u okviru
doktorske teze.

4.3.1. Revitalizacija kvasaca

Sojevi kvasaca Candida i Picha koji su kori$¢eni u eksperimentalnom radu su ¢uvani u Yeast
Peptone Dextrose (YPD) medijumu sa dodatkom 40 % glicerola na temperaturi od -80°C. Svi
sojevi su revitalizovani iz zamrznutih Stokova kultivacijom na Malt Extract Agar (MEA)
plocama i inkubirani 24h na 37°C (sojevi roda Candida) ili 27°C (sojevi roda Pichia) pre
pocetka testa adhezije.

4.3.2. Priprema inokuluma

Izrasle kolonije kvasca svakog ispitivanog soja su resuspendovane u Malt Extract broth
(MEB) medijumu i podesena je radna suspenzija veli¢ine 1 x 10" ¢elija/ml. Koncentracija
¢elija u suspenziji je odredena pomocu bojenja Celija metilenskim plavim, mikroskopa sa
kamerom (Leica DFC290) i softvera za obradu slika Image J, v1.43u (Zupan i sar., 2013). Za
svaki soj, 50 pl suspenzije celija je razblazeno sa 50 pl metilenskog plavog i nakon
vorteksiranja 20 pl dvostruko razblaZzene suspenzije je preneto na Biirker-Tiirk komoru za
brojanje (hemocitometar) prekrivenu sa krovnim stakalcem. Uzorak je zatim posmatran pod
mikroskopom (10 puta uvecanje) 1 u skladu sa specificnim podeSavanjima za snimanje slika
(aparatura 1, gama 10, crnobela slika) snimljena je slika zivih ¢elija u vidljivom polju (Zupan i
sar., 2013). Slika je preneta u kompjuterski program Image J pomocu kojeg je dobijen broj
¢elija na odredenoj povrsini, koji je zatim uzimajuci u obzir razblaZenje i povrSinu, upotrebljen
za izraCunavanje koncentracije ¢elija po mililitru suspenzije prema jednacini:

. telija _ prosetan broj ¢elija na vidnom polju ..
broj = — - - X faktor razblaZenja
ml povrsina vidnoga polja
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4.3.3. Odredivanje hidrofobnosti povrsine ¢elije kvasaca Candida i Pichia —
MATH test

Hidrofobnost povrsine celije (eng. Cell Surface Hydrophobicity, CSH) sojeva kvasca je
odredena pomocu testa Miktobne adhezije na ugljovodonike (Microbial Adhesion To
Hydrocarbon, MATH) prema metodi Rosenberg (Rosenberg, 1984), uz modifikacije. Sojevi
kvasaca su najpre gajeni u 6 ml Malt Extract broth (MEB) medijumu tokom 48h na 37°C
(sojevi roda Candida) ili 27°C (sojevi roda Pichia). Nakon inkubacije, ¢elije su centrifugirane
na 1500 x g u trajanju od 3 minute i dva puta isprane sa fizioloSkim fosfatnim puferom
(Phosphate buffered saline, PBS). Celije kvasaca su zatim resuspendovane u 6 ml 4M
amonijum sufata u PBS, §to povecava hidrofilnost vodene faze, i suspenzija je podesena do
opti¢ke gustine 0.7 - 0.8 na 650 nm (Ay). Alikvoti ¢elijskih suspenzija od 1.4 ml su preneti u
epruvete za centrifugiranje (2 ml), i 0.2 ml ugljovodonika ksilena kao organskog rastvaraca je
dodato za pokretanje testa. Epruveta bez dodatog ksilena je kori$¢ena kao kontrola. Epruvete
su vorteksovane 1 minut i ostavljene da odstoje 15 minuta kako bi se obezbedilo potpuno
razdvajanje dve faze, vodene i ugljovodoni¢ne. Nakon razdvajanja faza, zapremina od 300 pl
donje vodene faze je pazljivo uklonjena i opti¢ka gustina uzoraka (A) i kontrole (Ao) je
merena na 650 nm na ¢itaéu mikrotitar plo¢a (Tecan, Mannedorf/Zurich, Switzerland). Testovi
su izvedeni u triplikatu sa tri ponavljanja. Hidrofobnost je izraZzena kao procenat ¢elija kvasca
adheriranih na ksilen prema sledecoj formuli:

CSH (%) = (1-A/A) x 100%

gde je A, opticka gustina suspenzije Celija pre dodavanja ksilena (pre razdvajanja), a A je
opticka gustina vodene faze (nakon razdvajanja).

Svi rezultati su izrazeni kao srednja vrednost dobijenih procenata sa standardnom devijacijom
i predstavljeni graficki primenom softvera Origin 8.1. (Microcal Software, USA). Prema
klasifikaciji koju su predlozili Li i McLandsborough (1999) sojevi su klasifikovani u Cetri
kategorije: jako hidrofobni (vrednosti CSH vece od 55%), umereno hidrofobni (vrednosti CSH
u opsegu 30 - 54%), umereno hidrofilni (vrednosti CSH u opsegu 10 - 29%) i jako hidrofilni
(vrednosti CSH manje od 10%).
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4.3.4. Odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije (MIC) biljnih ekstrakata

Otpornost sojeva kvasaca Candida i Pichia na tri razlicita biljna ekstrakata je odredena bujon
mikrodilucionom metodom prema protokolu CLSI standarda (Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI), standard M27-A2) (NCCLS, 2002). U sterilne mikrotar ploce sa 96
bunarci¢a dodato je po 100 ul MEB medijuma osim u prvu kolonu. Biljni ekstrakti su
rastvoreni u dimetil sulfoksid (DMSO) rastvaracu i pripremljeni za rad razblazivanjem do
koncentracije od 1600 ug/ml u MEB medijumu. Mikrotar plo¢e su pripremljene za rad
dodavanjem po 100 pl rastvora biljnih ekstrakata u prvu i drugu kolonu i dvostrukim
razblazivanjem u preostale kolone. Finalne koncentracije biljnih ekstrakata u mikrotitar
plocama su se kretala od 800 pg/ml do 1.5625 pg/ml, pri ¢emu finalna koncentracija DMSO
rastvaraca nije prelazila 1 %.

Inokulum sojeva kvasaca je pripreman suspendovanjem kolonija sa ¢vrste podloge Malt
Extract agara (MEA) u sterilni fizioloski rastvor PBS. Finalna koncentracija inokuluma 5 x
10° cells/ml je dobijena razblazenjem 1:50 (v/v) u MEB medijumu i podesena je pomocu
Biirker-Tiirk komore za brojanje, mikroskopa sa kamerom (Leica DFC290) 1 softvera Imagel
za obradu slika (Zupan i sar., 2013), a zatim 100 ul ovako pripremljene suspenzije je dodato u
bunar¢i¢e mikrotitar ploce. Plo¢e su inkubirane 48h na 35°C (sojevi roda Candida) ili 27°C
(soj roda Pichia). Nakon perioda inkubacije odredena je minimalna inhibitorna koncentracija
(MIC) merenjem opricke gustine (eng. Optical Density, OD) u bunarc¢i¢ima mikrotitar ploce
na 650 nm pomocu C¢itaca mikrotitar ploca (Tecan, Mannedorf/Zurich, Switzerland) i
koris¢enjem racunarskog programa »Magellan«. Test je obuhvatao pozitivnu
kontrolu/kontrolu rasta (inokulum u MEB medijumu bez biljnog ekstrakta) i negativnu
kontrolu (MEB medijum bez supenzije kvasaca) (Slika 6). MIC je definisana kao najniza
koncentracija biljnog ekstrakta koja je inhibirala vidljivi rast test mikroorganizama za 50 % u
poredenju sa pozitivnom kontrolom. Eksperiment je izveden sa ¢etri nezavisna ponavljanja, a
dobijene vrednosti optickih gustina su izrazene kao srednja vrenost sa standardnom
devijacijom 1 predstavljene graficki.
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Slika 6. Odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije (MIC) biljnih ekstrakata.

4.3.5. Odredivanje sposobnosti adhezije kvasaca Candida i Pichia na polistiren
povrsinu metodom kristal violet

Za kvantitativno ispitivanje sposobnosti adhezije sojeva kvasaca kori$éen je kristal violet test
u mikrotitar plo¢ama sa 96 bunar¢i¢a i ravnim dnom prema metodi koju su opisali Mowat i
sar. (2007), uz modifikacije. Za svaki soj, po 200 pl éelijske suspenzije (1 x 107 éelija/ml)
pripremljene kao $to je prethodno opisano (odeljak 4.3.2.) je inokulisano u 12 bunarc¢ica
polistirenske mikrotitar plo¢ée (NUNC, Roskilde, Germany), a kao negativna kontrola kori$¢en
je sterilni MEB medijum bez dodatka inokuluma. Ploce su inkubirane tokom 24h na 37°C
(sojevi roda Candida) ili 27°C (sojevi roda Pichia). Nakon perioda inkubacije, uklonjen je
sadrzaj iz ploc¢e i bunar¢ici su isprani tri puta sa 300 pl sterilne destilovane vode kako bi se
uklonile neadherirane ¢elije. Zaostale adherirane celije su fiksirane suSenjem 10 minuta sa
fenom. Nakon susenja, u svaki bunarci¢ je dodato po 100 pl 0,5 % rastvora kristal violeta i
ploce su inkubirane 15 minuta na sobnoj temperaturi. Kristal violet je uklonjen inverzijom
mikrotitar ploca i ispiranjem tri puta sa sterilnom destilovanom vodom, nakon ¢ega su ploce
osuSene suSenjem sa fenom u trajanju od 10 minuta. Kristal violet koji je ostao vezan za
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adherirane celije rastvoren je dodavanjem 100 ul 33 % sircetne kiseline u svaki bunaréic i
ploce su Sejkane 3 minuta kako bi se postigla potpuna razgradnja boje. Adhezivnost sojeva je
odredena na osnovu izmerene vrednosti opticke gustine kristal violeta u rastvoru na talasnoj
duzini od 584 nm na citaCu mikrotitar ploca (Tecan, Mannedorf/Zurich, Switzerland).
Vrednosti optic¢kih gustina koris¢enih za karakterizaciju adhezije testiranih sojeva su dobijene
umanjenjem svake dobijene opticke gustine za srednju vrednost opticke gustine negativne
kontrole (ODsgs). Na osnovu dobijenih vrednosti optickih gustina, sojevi su klasifikovani u
Cetiri kategorije prema Stepanovic¢ i sar. (2000).

4.3.6. Odredivanje sposobnosti adhezije kvasaca Candida i Pichia na diskovima
od nerdajuceg Celika metodom kristal violet

Za odredivanje uticaja hrapavosti povrsine nerdajuéeg celika na adheziju sojeva kvasaca
koris¢eno je pet tipova diskova od nerdajuceg celika (AISI 304, 5 mm prec¢nika i Imm
debljine) sa razli¢itim stepenom hrapavosti povrsine (Ra = 25.20 - 961.90 nm). Po 12 diskova
svakog tipa nerdajuceg Celika je postavljano na dno Petri ploce (pre¢nika 3 mm), a zatim je za
svaki soj po 2 ml éelijske suspenzije (1 x 107 éelija/ml) pripremljene kao §to je prethodno
opisano (odeljak 4.3.2.) dodato u Petri plo¢e kako bi prekrili diskove. Kod negativne kontrole
diskovi od nerdajuceg celika su inokulisani na identi¢an nain sa 2 ml sterilnog MEB
medijuma. Ploc¢e su inkubirane tokom 24h na 37°C (sojevi roda Candida) ili 27°C (sojevi roda
Pichia).

Koli¢ina Celija kvasaca adheriranih na diskove od nerdaju¢eg cCelika je merena metodom
bojenja kristal violetom (Tomi¢i¢ i Raspor, 2017). Nakon perioda inkubacije, suspenzije ¢elija
su uklonjene iz ploca i diskovi su pazljivo isprani tri puta sa 3 ml sterilne destilovane vode
kako bi se uklonile neadherirane ¢elije. Zaostale adherirane celije su fiksirane susenjem 10
minuta sa fenom. Diskovi su po dodatku 0,5 % rastvora kristal violeta inkubirani 15 minuta na
sobnoj temperaturi, a potom pazljivo isprani tri puta sa sterilnom destilovanom vodom i
osuSeni suSenjem sa fenom u trajanju od 10 minuta. Diskovi od nerdajuceg celika su zatim
prebaceni u ¢istu mikrotar plocu sa 96 bunarcic¢a i 100 pl 33 % siréetne kiseline je dodato u
svaki bunar¢i¢. Plo¢e su Sejkane 3 minuta kako bi se postigla potpuna razgradnja boje. Sadrzaj
iz bunarcica je prenet u novu mikrotitar plocu i koncentracija kristal violeta u siréetnoj kiselini
je koris¢ena za odredivanje koliC¢ine adheriranih ¢elija merenjem opticke gustine (OD) na 584
nm pomocu Ccitaca mikrotitar ploca (Tecan, Mannedorf/Zurich, Switzerland). Vrednosti
optickih gustina koriS¢enith za karakterizaciju adhezije testiranih sojeva su dobijene
umanjenjem svake dobijene opticke gustine za srednju vrednost opticke gustine negativne
kontrole za svaki tip povrsine (ODsgs).
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Za ispitivanje adhezivnosti odabranih sojeva kvasaca pri razli¢itim temperaturama i medijumu
koris¢en je kristal violet test kao §to je predhodno opisano (Tomici¢ i Raspor, 2017).

4.3.7. Uticaj biljnih ekstrakata na inicijalnu adheziju i formirani biofilm kvasaca
Candida i Pichia na povrsini od nerdajuceg Celika

Sa tendencijom otkrivanja biljnih ekstrakata koji bi imali inhibitorni efekat na inicijalnu
adheziju i formirani biofilm kvasaca Candida i Pichia koris¢eni su ekstrakti Humulus lupulus,
Alpinia katsumadai i Evodia rutaecarpa. Za biljne ekstrakte je prvo odredena vrednost
minimalne inhibitorne koncentracije (MIC), a prilikom izvodenja testa kori$¢eni su deset puta
koncentrovaniji rastvori kako bi finalna koncentracija biljnih ekstrakata u plo¢i odgovarala
koncentracijama u iznosu od 0.5 MIC i 1 MIC. Testovi su sprovedeni na tri izolata Candida
albicans ATCC 10261, Candida glabrata ZIM 2369 i Pichia membranifaciens ZIM 2417, a
biofilmovi su formirani na odabranoj povrsini nerdajuceg celika (AISI 304, 5 mm prec¢nika i
1mm debljine, Ra = 592 nm) prema metodi Tomici¢ i Raspor (2017), uz modifikacije. Sojevi
su najpre gajeni na MEA plo¢ama tokom 24h na 37°C (sojevi roda Candida) ili 27°C (soj roda
Pichia). Nakon isteka perioda inkubacije, ¢elije kvasaca su suspendovane u MEB medijumu i
koncentracije éelija su odredene i podesene na 2 x 107 éelija/ml pomoéu Biirker-Tiirk komore
za brojanje i mikroskopa (Leica DFC290) sa automatskim brojanjem vijabilnih ¢elija kao $to
je prethodno opisano (odeljak 4.3.2.). Test je iniciran dodavanjem 2 ml ¢elijske suspenzije sa
ili bez prisustva biljnih ekstrakata u Petri plo¢e (pre¢nika 3mm) u koje su prethodno
postavljeni diskovi od nerdejuceg celika. Ploce su inkubirane na 37°C (sojevi roda Candida)
ili 27°C (soj roda Pichia) tokom 24h. U prvom delu eksperimenta, éelije kvasca su bile
izloZene prisustvu razli¢itih koncentracija (0.5 MIC i 1 MIC) ekstrakata tokom 24h inkubacije
radi ispitivanja prisustva inhibitorne aktivnosti na inicijalnu adheziju. U drugom delu
eksperimenta, posle formiranja biofilma na diskovima od nerdajuceg cCelika, nakon 24h
inkubacije uklonjen je sadrzaj iz plo¢a gde na pocetku nije dodat ekstrakt i neadherirane ¢elije
su uklonjene ispiranjem tri puta sa sterilnim fizioloskim fosfatnim puferom (PBS). Ekstrakt u
MEB medijumu je zatim dodat u razli¢itim koncentracijama (0.5 MIC i 1 MIC) na adherirane
¢elije i ploce su inkubirane tokom 3h. U svim eksperimentima ukljuéena je pozitivna kontrola
(MEB medijum sa celijskom suspenzijom) i negativna kontrola (MEB medijum). Uticaj
biljnih ekstrakata na inicijalnu adheziju i koli¢inu formiranog biofilma je odreden
kvantifikacijom ukupne biomase formiranog biofilma primenom Kkristal violet testa prema
protokolu opisanom u odeljku (4.3.6.).
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4.3.8. Odredivanje sposobnosti adhezije kvasaca Candida i Pichia na drvenim
povr§inama automatskim brojanjem vijabilnih ¢elija

Za odredivanje uticaja hrapavosti drvene povrsine na adheziju sojeva kvasaca koris¢ena su dva
tipa drvenih diskova (bukva; glatki i hrapavi; duzine, Sirine i debljine 15.0, 7.0 i 1.0 mm,
respektivno). Na dno Petri ploce (pre¢nika 3 mm) je najpre postavljeno po 3 diska svakog tipa
drvene povriine, a zatim je za svaki soj po 2 ml éelijske suspenzije (1 x 107 éelija/ml)
pripremljene kao $to je prethodno opisano (odeljak 4.3.2.) dodato u Petri plo¢e kako bi prekrili
diskove. Kod negativne kontrole diskovi su inokulisani na identi¢an nacin sa 2 ml sterilnog
MEB medijuma. Plo¢e su inkubirane tokom 24h na 37°C (sojevi roda Candida) ili 27°C
(sojevi roda Pichia).

Nakon perioda inkubacije, neadherirane ¢elije su uklonjene ispiranjem tri puta sa fizioloskim
rastvorom PBS, a diskovi su zatim prebaceni u plasti¢ne epruvete za centrifugiranje (15 ml) u
koje je prethodno dodato po 2 ml PBS. Uzorci drveta su centrifugirani na 1500 x g u trajanju
od 3 minute kako bi se odvojile adherirane ¢elije. Koncentracija ¢elija u suspenziji je odredena
pomocu bojenja Celija metilenskim plavim, mikroskopa sa kamerom (Leica DFC290) i
softvera za obradu slika Image J, v1.43u kao S$to je prethodno opisano u odeljku (4.3.2.)
(Tomicic i sar., 2017; Zupan i sar., 2013). Za svaki soj, 50 pl suspenzije ¢elija je razblazeno sa
metilenskim plavim u odnosu 1:1 (po zapremini), i nakon vorteksiranja 20 pl razblazene
suspenzije je preneto na Biirker-Tirk komoru za brojanje (hemocitometar). Uzorak je
posmatran pod mikroskopom (10 puta uvecanje) 1 u skladu sa specificnim podeSavanjima za
snimanje slika (aparatura 1, gama 10, crnobela slika) snimljena je slika zivih ¢elija u vidljivom
polju (Zupan i sar., 2013). Slika je preneta u kompjuterski program Image J pomocu kojeg je
dobijen broj ¢elija na odredenoj povrSini, koji je zatim uzimajuéi u obzir razblazenje i
povrsinu, upotrebljen za izraCunavanje koncentracije celija po mililitru suspenzije. Test je
izveden u tri nezavisnih ponavljanja, a dobijene vrednosti su izrazene kao srednja vrednost
broja ¢elija po mm? drvene povrsine sa standardnom devijacijom 1 predstavljene su graficki
pomocu softvera Origin 8.1. (Microcal Software, USA).

4.3.9. Statisticka obrada rezultata

Deskriptivne statistiCke analize za izraCunavanje srednje vrednosti i standardne devijacije
izvrSene su koris¢enjem Microsoft Excel software (Microsoft Office, 2013). Svi dobijeni
rezultati su izrazeni kao srednja vrednost sa standardnom devijacijom i predstavljeni graficki
primenom softvera Origin 8.1. (Microcal Software, USA). Procena statisticki znacajnih razlika
izmedu testirnih parametara je izvedena primenom razlicitih testova (Mann-Whitney, Kruskal-
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Wallis) i odgovaraju¢im post hoc testom (test viSestrukih komparacija). U okviru svih merenja
vrednost P < 0.05 je smatrana statisticki znaCajnom. Za utvrdivanje korelacije izmedu
hidrofobnosti povrSine celije 1 adhezije sojeva kvasaca na polistiren koriS¢en je regresioni
model. Analize su izvedene pomocu statistickog softvera SPSS version 21 (IBM Corp.,
Armonk, NY, USA).
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5. REZULTATI I DISKUSIJA

Ovo poglavlje opisuje rezultate dobijene u eksperimentalnom radu. Na osnovu postavljenih
radnih hipoteza ispitali smo, (I) da li hidrofobnost povrsine ¢elije kvasca odreduje sposobnost
adhezije na abioticke povrsine; (II) da li stepen hrapavosti kontaktne povrsine (nerdajuceg
Celika i drveta) uteCe na adheziju kvasaca; (I11) da li promena temperature i medijuma utice na
adheziju ¢elija kvasaca; (IV) da li primena biljnih ekstrakata utice na adheziju kvasaca.

5.1. Hidrofobnost kvasaca (Candida spp., Pichia spp.) odreduje sposobnost adhezije na
abioticke povrsine

5.1.1. Korelacija izmedu hidrofobnosti povrsine ¢elije sojeva kvasaca Candida i
Pichia i adhezije na polistiren povrsinu

Adezija mikroorganizama na povrSine se smatra multifaktorskim procesom. Mnoge studije su
pokazale da osobine povrsine Celije, kao $to je hidrofobnost, igraju vaznu ulogu u inicijalnoj
fazi mikrobne adhezije (Brugnoni i sar., 2007; Chae i sar., 2006; Li, 2003; Nguyen i sar.,
2011). U nasem istrazivanju odredena je hidrofobnost povrsine celije (eng. Cell Surface
Hydrophobicity, CSH) sojeva kvasaca Candida i Pichia pomocu testa miktobne adhezije na
ugljovodonike (MATH) sa ciljem razumevanja veze izmedu adhezije i hidrofobnosti.

Rezultati su pokazali Sirok opseg vrednosti stepena hidrofobnosti testiranih sojeva kvasaca
Candida 1 Pichia od 10% do 90%, kako je prikazano graficki na Slici 7 (P < 0.05). Prema
klasifikaciji koju su predlozili Li i McLandsborough (1999) sojevi su klasifikovani u tri grupe.
Veéina sojeva je bila izrazito hidrofobna (vrednosti CSH vece od 55%), dok su sojevi ATCC
22019, ZIM 2234 i ZIM 2302 bili umerano hidrofobni sa vrednostima CSH izmedu 30% i
54%. S druge strane, jedino referentni soj vrste C. albicans ATCC 10261 je bio hidrofilan.
Interesantno je da je najadhezivniji kvasac C. albicans (Slika 8) imao najnizu vrednost CSH,
Sto otvara pitanje da li je CSH prvenstveno odgovoran za potencijal adhezije. U nasem
istrazivanju, hidrofobnost povrSine celije nije znacajno u korelaciji sa koli¢inom celija
adheriranih na polistiren, isti¢u¢i da se CSH ne moze smatrati jedinstvenim prediktorom za
adheziju. U pogledu korelacije izmedu CSH i adhezije na polistiren, rezultati drugih autora su
nesaglasni (Li, 2003; Silva-Dias i sar., 2015). Prethodne studije su pokazale da postoji
pozitivna korelacija izmedu hidrofobnosti i adhezije kvasaca Candida na plasticne povrsine i
¢elije domacina, dok kod drugih korelacija nije utvrdena (Camacho i sar., 2007; Samaranayake
i sar., 1995; Tomici¢ i sar., 2016).
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Slika 7. Hidrofobnost povrsine ¢elije (cell surface hydrophobicity, CSH) sojeva kvasaca Candida i
Pichia (*) merena prema testu mikrobne adhezije na ugljovodonike (MATH). Podaci predstavljaju
srednju vrednost * standardna devijacija tri nezavisna ponavljanja. Razli¢ita slova (a, b, c, d)
oznacavaju znacajne razlike izmedu sojeva.

U ovom delu istrazivanja cilj je bio da se proceni potencijal adhezije sojeva kvasaca Candida i
Pichia na polistiren povrsinu. Rezultati stepena adhezije testiranih sojeva na polistiren
dobijeni koris¢enjem metode bojenja kristal violetom prikazani su graficki na Slici 8.
Ocigledno je da su svi sojevi iz roda Candida i vecina sojeva iz roda Pihia imali sposobnost
adhezije na polistiren, iako su razlike zabelezene na nivou soja i vrste. Najvecu sposobnost
adhezije na polistiren povrsinu je pokazao soj vrste C. albicans ATCC 10261, a zatim slede
druge testirane vrste: C. glabrata, C. krusei i C. parapsilosis. U poredenju sa ne-Candida
albicans Candida vrstama, C. albicans je ve¢ okarakterisana da pokazuje veéu sposobnost
adhezije i efikasnost infekcije (Hawser i Douglas, 1994; Kuhn i sar., 2002a). Poznato je da je
C. albicans adhezivnija u obliku hifa, kada izrazava adhezine poput Alsl, Als3, i Hwpl
(Dranginis i sar., 2007; Nobile i Mitchell, 2006; Tronchin i sar., 2008). U slu¢aju sojeva iz
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roda Pichia jedino je soj ZIM 2302 bio potpuno ne-adhezivan. Takode je primeéeno da su
sojevi vrsta C. glabrata, C. parapsilosis i P. membranifaciens pokazali visok stepen
heterogenosti unutar vrste u svojoj sposobnosti da adheriraju na polistiren. Ova varijacija
unutar vrste kod C. glabrata i C. parapsilosis u njihovoj adherenciji na razli¢ite biomaterijale
je prethodno objavljena (Bernardis i sar., 1999; Luo i Samaranayake, 2002; Silva i sar., 2010;
Trofa i sar., 2008). Takvi nalazi nesumljivo odrazavaju inherentne fizioloske razlike izmedu
vrsta i sojeva 1 mogu imati znacaj u kontaminaciji u formiranju biofilma a i patogenom

potencijalu.
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Slika 8. Adhezija sojeva kvasaca Candida i Pichia (*) na polistiren povr§inu merena kori§¢enjem
kristal violet testa. Eksperimenti su izvedeni sa dvanaest nezavisnih ponavljanja i prikazana je srednja
vrednost opticke gustine (OD) sa standardnom devijacijom. Razli¢ita slova (a, b, c, d...) oznacavaju

znacajne razlike izmedu sojeva.
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5.2. Stepen hrapavosti kontaktnih povrsina (nerdajuceg celika i drveta) utece na
adheziju kvasaca

5.2.1. Uticaj hrapavosti povrSine nerdajuceg celika na adheziju sojeva kvasaca
Candida i Pichia

Graficki prikaz na Slikama 9 i 10 prikazuje rezultate adhezije sojeva kvasaca Candida i Pichia
na pet tipova diskova od nerdajuceg Celika (AISI 304, 5 mm precnika i Imm debljine) sa
razli¢itim stepenom hrapavosti povrSine (Ra = 25.20 - 961.90 nm), dobijene koris¢enjem
metode bojenja kristal violetom. Uoceno je da su razliite vrste pokazale varijaciju U Svojoj
sposobnosti adhezije. Mi smo verifikovali da kvasac C. albicans pokazuje visok stepen
adhezije na povrSine nerdajuceg Celika, zatim slede: C. glabrata, C. krusei i C. parapsilosis (P
< 0.05), $to je u saglasnosti sa rezultatima adhezije na polistiren povrs$inu prikazanim na Slici
8. U slucaju sojeva iz roda Pichia, sojevi vrste P. membranifaciens su bili manje adhezivni na
nerdajuc¢i Celik u poredenju sa sojem vrste P. pijperi (P < 0.05), medutim, kod rezultata
adhezije na polistiren jedan soj vrste P. membranifaciens ZIM 2417 je imao veéu tedenciju za
adheziju nago soj vrste P. pijperi ZIM 1368 (Slika 8). Dobijeni rezultati takode pokazuju da je
hrapavost povrSine nerdajuceg Celika uticala na adheziju veline sojeva $to je naroCito
evidentno za sojeve ATCC 10261, ZIM 2382 i sve testirane sojeve roda Pichia (P < 0.05), dok
na sojeve ZIM 2367 i ZIM 2014 nije imala uticaja (P > 0.05).

Istrazivanja koja su sproveli drugi istrazivaci dovela su do sli¢nih zaklju¢aka u pogledu
sposobnosti vrsta roda Candida da adheriraju na abioti¢ke povrsine (Estivill i sar., 2011; Silva
i sar., 2010; Tomicic¢ i sar., 2017). Medutim, studije o formiranju biofilma kvasaca Candida i
Pichia na povrSinama od nerdajuceg ¢elika jos uvek nisu toliko obilne. U nasem istrazivanju
otkriveno je da kvasac C. albicans ispoljava vecu sposobnost adhezije na polistiren i nerdajuéi
celik u odnosu na druge vrste iz istog roda. Ovi nalazi su u saglasnosti sa drugima, koji su
objavili da C. albicans pokazuje dobar rast biofilma na povrsinama PVC kataterskih diskova
(Hawser i Douglas, 1994) i na silikonskim elastomernim diskovima (Kuhn i sar., 2002a). Za
razliku od nasih studija, Shin 1 sar. (2002) su primetili da je formiranje biofilma na polistiren
najéeSce kod izolata C. parapsilosis (73%), zatim C. glabrata (28%) i C. albicans (8%).
Takode je objavljeno da Candida spp. brze adheriraju na hidrofobne povrsine kao $to su teflon
i druge plastike nego na hidrofilne materijale kao $to su staklo ili metali (Cuéllar-Cruz i sar.,
2012). Poznato je da formiranje biofilma u velikoj meri zavisi od vrste, soja i uslova okoline
kao $to su pH, sastav medijuma i kiseonik (Jain i sar., 2007; Thein i sar., 2007). Dakle, treba
naglasiti da je koris¢eno samo nekoliko izolata i da drugi izolati koji pripadaju istoj vrsti se
mogu drugacije ponasati u procesu adhezije na povrsinu.
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Prema nekim autorima (Bohinc i sar., 2014; Carlen i sar., 2001; Ortega i sar., 2008; Verran i
Maryan, 1997), mikrobna adhezija zavisi od hrapavosti kontaktne povrSine. Kao §to je
pokazano u ovom istrazivanju (Slike 9 i 10), na adheziju sojeva kvasaca Candida i Pichia
znacajno je uticala hrapavost povrsine nerdajuceg Celika (P < 0.05). Nasuprot tome, Hilbert i
sar. (2003) su otkrili da hrapavost povrSine nerdajuceg Celika u opsegu Ra vrednosti od 0.01
do 0.9 pm nije znaajno uticala na adheziju kod Pseudomonas sp., L. monocytogenes i
Candida lipolytica. Flint i sar. (2000) su takode pokazali da adhezija termorezistentnih
Streptococcus ne zavisi od hrapavosti povrSine (Ra = 0.5-3.3 pum). Medutim, autori sugeriSu
da neke nepravilnosti na povrSini mogu pruZiti zastitu celijama u pukotinama povrSine, §to
moze biti povezano sa teSkocama u ¢is¢enju povrsine (Korber i sar., 1997), dovodeci do brzog
ponovnog rasta biofilma.
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Slika 9. Adhezija sojeva kvasaca Candida na nerdajué¢i Celik sa razli¢itim stepenom hrapavosti
povrsine (Ra) merena koriS¢enjem kristal violet testa. Eksperimeni su izvedeni sa dvenaest nezavisnih
ponavljanja i1 prikazana je aritmeticka srednja vrednost opticke gustine (OD) sa standardnom
devijacijom. Razli¢ita slova (a, b, ¢, d...) oznaCavaju znacajne razlike izmedu Ra za svaki soj, dok
razli¢ita slova (A, B, C, D...) ukazuju na to da postoji znac¢ajna razlika izmedu vrsta roda Candida na
istoj Ra.



46

Tomici¢ R. Uticaj faktora sredine na adheziju kvasaca na abioticke povrsine.
Doktorska disertacija. Univerzitet u Novom Sadu, Tehnoloski fakultet, 2018

7 - L [ ]P. pijperi ZIM 1368
Pichia 7] P. membranifaciens ZIM 2302
E== P. membranifaciens ZIM 2417
1.5 1
“E
£1.0-
o
e
8 1
N
2
2 05 2
25.20 71.90 160.88

Ra (nm)

Slika 10. Adhezija sojeva kvasaca Pichia na nerdajuci ¢elik sa razli¢itim stepenom hrapavosti povrsine
(Ra) merena koris¢enjem kristal violet testa. Eksperimeni su izvedeni sa dvenaest nezavisnih
ponavljanja 1 prikazana je aritmeticka srednja vrednost opticke gustine (OD) sa standardnom
devijacijom. Razli¢ita slova (a, b, c, d...) oznaCavaju znacajne razlike izmedu Ra za svaki soj, dok
zvezdice (*) ukazuju na to da postoji znacajna razlika izmedu sojeva roda Pichia na istoj Ra.
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5.2.2. Uticaj hrapavosti povrSine drveta na adheziju sojeva kvasaca Candida i
Pichia

Evaluacija adhezije sojeva kvasaca Candida i Pichia u naSem istrazivanju je otkrila da ovi
kvasci imaju sposobnost da adheriraju na drvene povrSine, iako u razliCitom stepenu u
zavisnosti od vrste i soja. Slika 11 pokazuje rezultate broja adheriranih ¢elija (srednja vrednost
+ standardna devijacija) sojeva iz roda Candida na glatke i grube povrSine drveta dobijene
automatskim brojanjem vijabilnih ¢elija pomocu mikroskopa. Statisticka analiza je pokazala
da su sojevi vrsta C. albicans ATCC 10261 i C. glabrata (ZIM 2367, ZIM 2369 i ZIM 2382)
ispoljili mnogo vecu sklonost za adherenciju na oba tipa drvenih povrsina nego sojevi vrsta C.
parapsilosis (ATCC 22019, ZIM2014 i ZIM 2234) i C. krusei ATCC 6258 (P < 0.05).
Saglasno rezultatima dobijenim kod adhezije na polistiren 1 povrSine nerdajuceg celika
pronadena je znacajna varijacija medu sojevima vrste C. parapsilosis. Soj ATCC 22019 je
imao manju sposobnost adhezije na drvene povrsine u odnosu na sojeve ZIM 2014 i ZIM 2234
(P < 0.05). S druge strane, sojevi vrste C. glabrata su u ekvivalentnoj koli¢ini adherirali na
drvene povrsine (P > 0.05). Neke prethodne studije su takode pokazale varijacije medu
sojevima vrste C. parapsilosis u pogledu adhezije na abioticke povrSine (Bernardis i sar.,
1999; Panagoda i sar., 2001). U slucaju kod roda Pichia, svi testirani sojevi su imali
sposobnost da adheriraju na oba tipa drvenih povrsina kao $to je prikazano na Slici 12. Sojevi
ZIM 1368 i ZIM 2302 su u vecoj meri adherirali na glatkoj povrsini u odnosu na soj ZIM
2417 (P < 0.05). Dakle, znanje o sposobnosti Candida spp. i Pichia spp. da se vezu na drvene
povrsine je veoma vazno u razli¢itim postrojenjima prehrambene industrije zbog toga $to ovi
mikroorganizmi mogu biti izvor kontaminacije hrane. Kao §to je prethodno pomenuto, poznato
je da osobina povrSine materijala, kao $to je hrapavost, moze znacajno uticati na adheziju
kvasaca. U nekim istrazivanjima je otkriveno da je stepen adhezije kvasca C. albicans na
protezama sa razli¢itim stepenom hrapavosti povrSine bio vec¢i na grubim nego na glatkim
povrSinama (Radford i sar., 1998; Verran i Maryan, 1997). Medutim, mi smo pokazali da
hrapavost drvenih povrsina nije znac¢ajno uticala na adheziju sojeva kvasaca Candida i Pichia
(P > 0.05), kako je prikazano na Slikama 11 i 12. Takvi rezultati su u saglasnosti sa
prethodnim studijama koje su pokazale da na adheziju bakterija nije uticala hrapavost povrsine
materijala (Hahnel i sar., 2009; Li i Logan, 2004). Razlog za ove kontradiktorne nalaze moze
biti ¢injenica da na mikrobnu adheziju uti¢u 1 druge osobine razli¢itih materijala i metode koje
se koriste za kvantifikaciju adhezije.
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Slika 11. Adhezija sojeva kvasaca Candida na glatke i hrapave drvene povrSine. Eksperimeni su
izvedeni sa tri nezavisna ponavljanja i prikazana je aritmeti¢ka srednja vrednost broja adheriranih éelija
(N) po mm? drvene povrsine sa standardnom devijacijom.
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Slika 12. Adhezija sojeva kvasaca Pichia na glatke i hrapave drvene povrsine. Eksperimeni su izvedeni
sa tri nezavisna ponavljanja i prikazana je aritmeticka srednja vrednost broja adheriranih ¢elija (N) po
mm? drvene povrsine sa standardnom devijacijom.

5.3. Promena temperature i medijuma uti¢e na adheziju éelija kvasaca

Mikrobna adhezija na povrSini od nerdajuceg celika je regulisana razlic¢itim fizi¢kim,
hemijskim i biohemijskim faktorima. Nasuprot obimnoj literaturi koja opisuje bakterijsku
adheziju, malo paznje je posveceno kvascima kao adhezivnim agensima, narocCito vrstama iz
rodova Candida i Pichia, koji su vazni za procenu higijenskog statusa i sadrze patogene i
tehnoloSki nepogodne vrste, koje mogu uzrokovati kvarenje hrane. Stoga, poznavanje
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adhezivnog ponasanja kvasaca je od velikog znacaja ne samo za prehrambenu industriju, nego
1 u klinickim ustanovama u cilju definisanja najefikasnijih strategija ¢iS¢enja i dezinfekcije.
Cilj ovog dela studije je da pruzi bolje razumevanje procesa adhezije sojeva iz rodova
Candida i Pichia na povrsine nerdajuceg celika pod razli¢itim uslovima rasta. Ukupno Cetri
odabrana soja iz roda Candida i dva soja iz roda Pichia su koris¢ena kako bi se ispitao uticaj
razli¢itih temperatura (7°C, 37°C, 43°C za sojeve roda Candida i 7°C, 27°C, 32°C za sojeve
roda Pichia) i medijuma za rast (Malt Extract Broth (MEB) medijumu i Yeast Peptone
Dextrose (YPD) medijum) na adheziju kvasaca.

5.3.1. Uticaj medijuma za rast i temperature na adheziju sojeva kvasaca Candida

Uticaj tri razlic¢ite temperature (7°C, 37°C i 43°C) na adheziju sojeva kvasaca Candida
uzgajanih u Malt Extract Broth (MEB) medijumu ili Yeast Peptone Dextrose (YPD) medijumu
na povrsine od nerdajuceg Celika je ispitan. Slika 13 prikazuje rezultate koli¢ine adheriranih
Celija (srednja vrednost + standardna devijacija OD na 584 nm) testiranih sojeva na povrsine
nerdajuceg Celika sa razli¢itim stepenom hrapavosti povrsine (Ra =25.20-961.9 nm). Razlicite
OD vrednosti su dobijene u zavisnosti od soja, medijuma za rast, temperature i hrapavosti
povrsine nerdajuceg Celika, §to ukazuje da sojevi ispoljavaju razli¢ita ponasanja u sposobnosti
adhezije pod razli¢itim uslovima rasta. Na osnovu dobijenih rezultata primecano je da je
sadrzaj hranljivih materija u medijumu znacajno uticao na koli¢inu adheriranih celija.
StatistiCka analiza je pokazala da je adhezija kvasaca C. albicans ATCC 10261 i C. glabrata
ZIM 2369 bila veca u MEB medijumu, dok je kod kvasaca C. parapsilosis ZIM 2234 i C.
krusei ATCC 6258 bila u YPD medijum (P < 0.05). U pogledu uticaja temperature, referentni
soj vrste C. albicans ATCC 10261 je adherirao u znatno vefem stepenu na povrSine
nerdajuceg ¢elika u oba medijuma pri temperaturi 43°C u poredenju sa 7°C i 37°C (P < 0.05).
S druge strane, kvasci C. glabrata ZIM 2369, C. parapsilosis ZIM 2234 i C. krusei ATCC
6258 su pokazali razli¢ito ponasanje sa statisticki znacajno ve¢om adhezijom na temperaturi
37°C nago na 7°C i 43°C (P < 0.05). Generalno za sve sojeve, najslabija adhezija je bila na
7°C. Vazno je napomenuti da su kvasci C. parapsilosis ZIM 2234 i C. krusei ATCC 6258
imali manju sposobnost adhezije na povrSine od nerdajuceg ¢elika u odnosu na kvasce C.
albicans ATCC 10261 i C. glabrata ZIM 2369.
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Slika 13. Uticaj medijuma za rast i temperature na adheziju sojeva iz roda Candida na povrSine
nerdajuceg Celika sa razli¢itim stepenom hrapavosti povrSine (Ra). Zvezdice (*) oznaCavaju znacajne
razlike izmedu temperatura na istoj Ra i medijumu, dok razli¢ita slova (a, b, ¢, d ...) oznaCavaju
znacajne razlike izmedu Ra na istoj temperaturi i medijumu za svaki soj. Razlic¢ita slova (A, B, C, D...)
ukazuju da postoji znacajna razlika izmedu vrsta na istoj Ra, temperaturi i medijumu (P < 0.05).
Neoznaceni izrazi nisu statisticki znacajni. Skra¢enice: MEB, Malt Extract Broth; YPD, Yeast Peptone
Dextrose; Ra, hrapavost povrsine; OD, opticka gustina.
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5.3.2. Uticaj medijuma za rast i temperature na adheziju sojeva kvasaca Pichia

Slika 14 poredi adhezivno ponasanje kvasaca P. pijperi ZIM 1368 i P. membranifaciens ZIM
2417 koji su uzgajani u Malt Extract Broth (MEB) medijumu ili Yeast Peptone Dextrose
(YPD) medijumu pri temperaturama 7°C, 27°C i 32°C na povrsinama od nerdajuceg Celika sa
razlicitim stepenom hrapavosti (Ra = 25.20-961.9 nm). Razli¢ite OD vrednosti su dobijene u
zavisnosti od soja, medijuma za rast, temperature i hrapavosti povrSine nerdajuceg celika.
Primeceno je da je soj ZIM 2417 adherirao u znatno ve¢oj meri u odnosu na soj ZIM 1368.
Medutim, oba soja su pokazala slicno ponasanje u sposobnosti adhezije na povrSine
nerdajuceg Celika pod testiranim uslovima rasta. Evidentno je da je sadrzaj hranljivih materija
u medijumu znacajno uticao na koli¢inu adheriranih ¢elija testiranih sojeva kvasaca (P < 0.05).
Najefikasniji medijum u promovisanju adhezije je bio YPD medijum. Podaci takode ukazuju
da je temperatura rasta veoma vazan faktor koji je znacajno utica0 na adheziju celija.
Sposobnost adhezije kvasaca P. pijperi ZIM 1368 i P. membranifaciens ZIM 2417 tokom rasta
u oba medijuma je bila izrazito vec¢a na temperaturi 27°C u poredenju sa 7°C i 32°C (P <
0.05), dok je najslabija bila na 7°C.
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Slika 14. Uticaj medijuma za rast i temperature na adheziju sojeva iz roda Pichia na povrSine
nerdajuceg Celika sa razli¢itim stepenom hrapavosti povrsine (Ra). Zvezdice (*) oznacavaju znacajne
razlike izmedu temperatura na istoj Ra i medijumu, dok razli¢ita slova (a, b, c, d ...) oznaCavaju
znacajne razlike izmedu Ra na istoj temperaturi i medijumu za svaki soj. Razli¢ita slova (A, B, C, D...)
ukazuju da postoji znacajna razlika izmedu vrsta na istoj Ra, tamperaturi i medijumu (P < 0.05).
Neoznaceni izrazi nisu statisticki znacajni. Skracenice: MEB, Malt Extract Broth; YPD, Yeast Peptone
Dextrose; Ra, hrapavost povrsine; OD, opti¢ka gustina.
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U prehrambenom i klinickom okruzenju kvasci mogu biti izloZeni razli¢itim hranljivim
supstratima. Dobro je poznato da mnogi unutras$nji i spoljasnji faktori uti¢u na adheziju, medu
njima i sastav medijuma (Hawser i Douglas, 1994; Jain i sar., 2007; McCourtie i Douglas,
1981). Prethodne studije su uglavnom bile zasnovane na koris¢enju jednog medijuma,
medutim, mi smo pokazali da je adhezivnost u velikoj meri zavisna od medijuma za rast.
Sastav medijuma nije imao isti uticaj na sve testirane sojeve kvasaca Candida i Pichia, bar ne
u istoj meri (Slika 15 i 16). Koli¢ina adheriranih ¢elija kvasaca C. albicans i C. glabrata na
povr§inama od nerdajuceg Celika je bila znatno ve¢a u MEB medijumu, dok je za kvasce C.
parapsilosis i C. krusei bila u YPD medijumu. U slu¢aju kod roda Pichia, kvasci P. pijperi i P.
membranifaciens su u vec¢oj meri adherirali u YPD medijumu. Ovi nalazi su u saglasnosti sa
drugim istrazivanjima ¢iji pronalasci ukazuju da hranljive materije i druge komponente u
medijumu uti¢u na adheziju kvasaca na bioti¢ke i abioti¢ke povrSine (Abu-Elteen, 2005;
McCourtie i Douglas, 1981; Samaranayake i MacFarlane, 1982). U studiji o sojevima kvasca
C. albicans izolovani iz pacijenata, McCourtie i Douglas (1981) su uocili dobru adheziju ¢éelija
kvasaca uzgajanih u medijumu koji sadrzi 50 mM glukoze, medutim, adhezija je znacajno
poboljsana kada su celije gajene u medijumu koji sadrzi visoke koncentracije galaktoze i
saharoze (500 mM). Mehanizmi pomocu kojih ugljeni hidrati (Abu-Elteen, 2005; Pires i sar.,
2001) mogu povecati adheziju mogu biti povezani sa dodatnom proizvodnjom fibrilarno-
flokularnog povrSinskog sloja, kako je navedeno za C. albicans (Tronchin i sar., 1984).
Glukoza takode moZe promovisati proizvodnju kiselina i nizi pH, uz posledi¢no aktiviranje
kiselinskih proteinaza i ekstracelularnih fosfolipaza, faktora ukljucenih u adheziju kvasaca
(Abu-Elteen i sar., 2001; Samaranayake i sar., 1986). Dakle, mozemo spekulisati o razlozima
za drugaciji uticaj nutritivnog sadrzaja medijuma za rast. Jedno od mogucih objasnjenja za
razli¢ite reakcije kvasaca na uslove rasta moze biti Cinjenica da razlicite pH vrednosti
medijuma mogu uticati na adheziju (Karam EI-Din i sar., 2012).

Poznato je da kvasci mogu rasti u Sirokom rasponu temperatura. Na osnovu nasih rezultata
(Slika 15), ne-Candida albicans Candida vrste su u najvecoj meri adherirale na temperaturi
37°C, dok je soj vrste C. albicans pokazao razliito ponasanje sa izrazito ve¢om tedencijom za
adheziju na 43°C. Ovo zapazanje nije iznenadujuce uzimajuci u obzir da je poreklo vecine
ispitivanih sojeva kvasaca Candida iz ¢oveka. Vredno je napomenuti ¢injenicu da je
sposobnost adhezije na nerdajuci ¢elik na povisenoj temperaturi (iznad 37°C) takode vazna
virulentna osobina Candida (Li i sar., 2007), $to je veoma vazno u klinickom okruzenju
posebno kod pacijenata sa stentovima (Kojic i Darouiche, 2004; Ramage i sar., 2005). S druge
strane, u ovom istrazivanju oba soja iz roda Pichia su adherirala na temperaturama izmedu
7°C 132°C (Slika 16), tipi€nim temperaturama koje se koriste u prehrambenoj industriji tokom
obrade i skladiStenja, $to ukazuje na visok potencijal kvarenja od strane ovih kvasaca. Zbog
ovih razloga, naSi rezultati bi mogli imati prakti¢nu primenu prilikom suocavanja sa
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higijenskim i sanitarnim pitanjima vezanim za adheziju Pichia spp. kao i Candida spp. u
prehrambenoj industriji i ukazuju na znacaj temperature kao faktora. Istrazivanja koja su
sproveli drugi istraziva¢i (Karam EI-Din et al., 2012; Kimura and Pearsall, 1978; Luo and
Samaranayake, 2002) dovela su do slicnih zaklju¢aka u pogledu uticaja temperature na
vezivanje kvasaca na povrsine.

5.4. Aplikacija biljnih ekstrakata uti¢e na adheziju kvasaca (Candida spp., Pichia spp.)
na povrsini 0d nerdajuceg Celika

Obilje rasta nezeljenih kvasaca u postrojenjima za preradu hrane moze dovesti do problema u
kvalitetu i sigurnosti uz znacajne finansijske gubitke. Mnoge strategije za oCuvanje hrane, kao
§to su zamrzavanje, smanjenje aktivnosti vode, ogranicenje hranljivih materija, acidifikacija,
fermentacija, pasterizacija ili sinteticka antimikrobna sredstva tradicionalno se koriste za
kontrolu mikrobnog kvarenja u namirnicama, ali kontaminacija hrane i kvarenje od strane
mikroorganizama je problem Kkoji treba adekvatno kontrolisati (Negi, 2012). Stoga, postoji
potreba za novim agensima koji mogu inhibirati rast i razvoj biofilma kvasaca. Upotreba
biljnih ekstrakata sa poznatim antimikrobnim svojstvima moZe biti od velikog znacaja u
ocuvanju hrane. Uzimaju¢i ovo u obzir, ovaj deo istrazivanja je sproveden kako bi se procenila
antimikrobna svojstva biljnih ekstrakata prema kvascima C. albicans, C. glabtata i P.
membranifaciens i njihovom biofilmu.

5.4.1. Antimikrobna aktivnost biljnih ekstrakata

Antimikrobna aktivnost biljnih ekstrakata Humulus lupulus, Alpinia katsumadai i Evodia
rutaecarpa na odabrane sojeve kvasaca je odredena prema CLSI metodi. Razli¢ite vrednosti
minimalne inhibitorne koncentracije (MIC) biljnih ekstrakata su primecene kod sojeva kao §to
je prikazano graficki na Slici 15.

Mogu¢énost antimikrobne aktivnosti ekstrakata A. katsumadai, E. rutaecarpa i H. lupulus skoro
da nije istrazena, osim studija objavljenih za bakterije (Klan¢niki sar. 2012; Kramer i sar.
2014; Bezek i sar. 2016). Sa posebnim osvrtom na kvasce C. albicans, C. glabrata i P.
membranifaciens, prethodne studije o antimikrobnoj aktivnosti ovih ekstrakata nisu
objavljene. Na osnovu dobijenih MIC vrednosti u naSem ispitivanju, testirani ekstrakati su bili
efikasni u inhibiciji kvasaca, sto ukazuju da su A. katsumadai, E. rutaecarpa i H. lupulus
obecavajuce biljke sa antigljivicnim dejstvom na kvasce C. albicans, C. glabrata i P.
membranifaciens.
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Slika 15. Antimikrobna aktivnost ekstrakata Humulus lupulus (A), Alpinia katsumadai (B) i Evodia
rutaecarpa (C) prema kvascima Candida albicans ATCC 10261, Candida glabrata ZIM 2369 i Pichia
membranifaciens ZIM 2417. Eksperimenti su izvedeni sa osam nezavisnih ponavljanja i prikazana je
aritmeticka srednja vrednost opticke gustine (OD) sa standardnom devijacijom. Zvezdice (*)
oznacavaju vrednost minimalne inhibitorne koncentracije (MIC).
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5.4.2. Uticaj biljnih ekstrakata na biofilmove kvasaca C. albicans, C. glabrata i P.
membranifaciens

Na osnovu rezultata antimikrobne aktivnosti biljnih ekstrakata odabrane su koncentracije koje
odgovaraju vrednostima 1/2 x MIC i 1 x MIC u cilju ispitivanja njihovog uticaja na inicijalnu
adheziju i formirani biofilm.

Prema nasem saznanju nisu zabelezeni podaci koji ukazuju da ekstrakti H. lupulus, A.
katsumadai i E. rutaecarpa mogu inhibirati formiranje biofilma kvasaca C. albicans, C.
glabrata i P. membranifaciens na povrsini od nerdajuc¢eg celika. Prema tome, ovaj deo
istrazivanja je iniciran kako bi se procenio efekat biljnih ekstrakta na formiranje biofilma
dodavanjem ekstrakta odmah na pocetku eksperimenta ili nakon formiranja 24h biofilma u
trajanju od 3h. Uticaj ekstrakta na inicijalnu adheziju i formirani biofilm je odreden metodom
bojenja kristal violetom.

Iz rezultata prikazanih graficki na Slici 16 moze se videti da su ispitivani biljni ekstrakti pri
koncentracijama od 1/2 x MIC i 1 x MIC pokazali inhibitorni efekat na inicijalnu adheziju i
formirani biofilm kvasca C. albicans ATCC 10261 na povrs$ini od nerdajuceg celika (P <
0.05). Sva tri ekstrakta su bila jednako efikasna na soj ATCC 10261. U sluéaju kod kvasca C.
glabrata ZIM 2369 (Slika 16), uoceno je da su obe koncentracije ekstrakta A. katsumadai
znacajno inhibirale pocetnu fazu formiranja biofilma tokom 24h inkubacije (P < 0.05).
Medutim, izlaganje prethodno formiranog 24h biofilma sa ekstraktom A. katsumadai u trajanju
3h nije imalo uticaj na formirani biofilm (P > 0.05). Ostali testirani ekstrakti su bili neefikasni
u inhibiciji formiranja biofilma kvasca C. glabrata ZIM 2369 na povrsini od nerdajuceg
¢elika. Ovi nalazi isticu da su biljni ekstrakti efikasniji u sluc¢aju C. albicans nego C. glabrata.

S druge strane, ekstrakt H. lupulus nije imao efekat na inicijalnu adheziju i formirani biofilm
kvasca P. membranifaciens ZIM 2417 na povrsini od nerdajuceg ¢elika. Medutim, ekstrakt A.
katsumadai je znacajno povecao adhezivnost pri koncentraciji od 1/2 x MIC (P < 0.05), dok je
koncentracija od 1 x MIC imala blagi stimulativni efekat na formirani 24h biofilm nakon 3h
izloZenosti (P < 0.05). Isti trend je primecen i za ekstrakt E. rutaecarpa. Naime, na osnovu
rezultata prikazanih na Slici 17, formiranje biofilma kod kvasca P. membranifaciens ZIM
2417 je znacajno povecano pri koncentraciji od 1/2 x MIC nakon 24h inkubacije (P < 0.05).
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Slika 16. Antibiofilm aktivnost biljnih ekstrakata prema kvascima Candida albicans ATCC 10261 i
Candida glabrata ZIM 2369 na povr§ini od nerdajuceg Celika. Efekat biljnih ekstrakata u razli¢itim
koncentracijama (1/2 x MIC i 1 x MIC) na inicijalnu adheziju (A) i formirani 24h biofilm uz izlaganje
od 3h (B). Eksperimenti su izvedeni sa deset nezavisnih ponavljanja i prikazana je aritmeti¢ka srednja
vrednost opti¢ke gustine (OD) sa standardnom devijacijom. * P < 0.05 naspram kontrole.
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Slika 17. Antibiofilm aktivnost biljnih ekstrakata prema kvascu Pichia membranifaciens ZIM 2417 na
povrsini od nerdajuceg Celika. Efekat biljnih ekstrakata u razli¢itim koncentracijama (1/2 x MIC i 1 x
MIC) na inicijalnu adheziju (A) i formirani 24h biofilm uz izlaganje od 3h (B). Eksperimenti su
izvedeni sa deset nezavisnih ponavljanja i prikazana je aritmeticka srednja vrednost opti¢ke gustine
(OD) sa standardnom devijacijom. * P < 0.05 naspram kontrole.
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Na osnovu nalaza u ovom delu istrazivanja, ekstrakti A. katsumadai, E. rutaecarpa i H.
lupulus su pokazali najvecu antibiofilm aktivnost prema kvascu C. albicans pri obe testirane
koncentracije (1/2 x MIC i 1 x MIC). Ovo ukazuje da aktivhe komponente ovih ekstrakata
imaju jak potencijal da utiCu na rast Celija, funkciju, formiranje i razvoj biofilma C. albicans,
ometajuci bilo koji korak uklju¢en u razvoj biofilma. Kao $to je ve¢ objavljeno od strane
Bezek i sar. (2016), ekstrakt E. ruticarpa i negove frakcije su imale sposobnost da inhibiraju
alkaloidne frakcije. Pogacar i sar. (2015) su pokazali da je ekstrakt (etanolni ekstrakt semena) i
rezidualni materijal hidrodestilacije iz semena A. katsumadai imao veoma znacajnu
antiadhezivnu aktivnost protiv C. jejuni na PSI cl 1 ¢elijama. U nasem doprinosu, ekstrakt A.
katsumadai je takode bio efikasan u inicijalnoj fazi formiranja biofilma kvasca C. glabrata na
1/2 x MIC i 1 x MIC (Slika 16), sto nije slucaj kod prethodno formiranog 24h biofilma. Ovo
upucuje na to da su ¢elije kvasca u biofilmu otpornije na antimikrobna sredstva u poredenju sa
planktonskim ¢elijama. Nemoguénost antimikrobnih sredstva za uklanjanje utvrdenih
biofilmova su prethodno primec¢ena (Adukwu i sar. 2012; Sandasi i sar. 2010). Generalno, nasi
rezultati jasno pokazuju da su biljni ekstrakti efikasniji protiv C. albicans u odnosu na C.
glabrata i sugerisu na potencijalnu korist ovih biljaka u le¢enju imunokompromitovanih osoba
inficiranih sa C. albicans. U pogledu kvasca P. membranifaciens, ekstrakti A. katsumadai i E.
rutaecarpa su imali stimulativni efekat na rast i razvoj biofilma pri koncentraciji od 1/2 x
MIC. Ovi rezultati su podrzani studijom Sandasi i sar. (2010), u kome neki ekstrakti
promovisu rast i razvoj prethodno formiranog biofilma Listeria monocitogenes in vitro.
Medutim, nema publikacija na kvascima. U nasem istrazivanju, poboljsani razvoj biofilma
koji je primecen nakon izlaganja nekim ekstraktima moZe biti zbog prisustva odredenih
jedinjenja unutar ekstrakta koji favorizuju razvoj biofilma. Objavljeno je da neka prirodna
jedinjenja promovisu mikrobnu adheziju (Ofek i sar. 2003; Sandasi i sar. 2008). lako je
prikazan preventivni efekat testiranih biljnih ekstrakata, potrebne su dodatne studije u svrhu
izolacije i identifikacije sastojaka koji pokazuju antibiofilm svojstva §to bi moglo biti od
suStinskog znacaja za njihovo ukljucivanje kao alternativa u kontroli biofilma.
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6. ZAKLJUCAK

Tokom istrazivac¢kog rada u okviru doktorske teze uspeli smo da odgovorimo na postavljene
hipoteze i stoga smo dosli do sledecih zakljucaka:

e Hidrofobnost kvasaca (Candida spp., Pichia spp.) odreduje sposobnost adhezije na
abioticke povrsine

Svi testirani sojevi kvasaca Candida i Pichia su bili u stanju da adheriraju na polistiren,
povrsine od nerdajuéeg Celika i drveta, ali u razli¢itoj meri. Soj vrste C. albicans je imao vecu
sposobnost adhezije na polistiren i nerdajuéi ¢elik u odnosu na sojeve vrsta C. glabrata, C.
parapsilosis i C. krusei. U slu¢aju kod roda Pichia, ispitivani soj vrste P. pijperi je pokazao
vecu sposobnost adherencije na nerdajuci ¢elika u odnosu na sojeve vrste P. membranifaciens,
Sto nije slucaj kod adhezije na polistiren. Na osnovu dobijenih rezultata pokazano je da su
sojevi vrsta C. glabrata, C. parapsilosis, C. krusei, P. pijperi i P. membranifaciens bili izrazito
do umereno hidrofobni, dok je soj vrste C. albicans bio hidrofilan. Dakle, nije utvrdena
korelacija izmedu hidrofobnosti povrsine ¢elije (CSH) kvasaca Candida i Pichia i adhezije na
polistiren i povrsine nerdajuceg celika. Interesantno je da je najadhezivniji kvasac C. albicans
imao najnizu vrednost CSH, §to ukazuje da CSH nije prvenstveno odgovoran za potencijal
adhezije.

e Stepen hrapavosti kontaktne povrSine (nerdajuceg celika i drveta) uteCe na adheziju
kvasaca

Na adheziju sojeva kvasaca Candida i Pichia znacajno je uticala hrapavost povrSine
nerdajuceg celika, dok hrapavost drvenih povr§ina nije znacajno uticala.

e Promena temperature i medijuma utice na adheziju ¢elija kvasaca

Faktori zivotne sredine, kao §to su temperatura i medijum za rast, znacajno Su uticali na
adheziju kvasaca. Sojevi vrsta ne-Candida albicans Candida su se u najvec¢oj meri adherirali
na temperaturi 37°C, dok je soj vrste C. albicans pokazao mnogo vecu sklonost za adherenciju
na 43°C. Primeéeno je da je koli¢ina adheriranih Celija kvasaca C. albicans i C. glabrata na
povrsinama od nerdajuceg Celika bila znatno veca u MEB medijumu, dok je za kvasce C.
parapsilosis i C. krusei bila u YPD medijumu. U sluéaju kod roda Pichia, sojevi vrsta P.
pijperi i P. membranifaciens su se u vecoj meri adherirali u YPD medijumu nego u MEB
medijumu, i pokazali sposobnost adhezije na temperaturama izmedu 7°C i 32°C.
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e Aplikacija biljnih ekstrakata uti¢e na adheziju kvasaca (Candida spp., Pichia spp.) na
povrsini od nerdajuceg celika

Na osnovu dobijenih rezultata istrazivanja antimikrobne aktivnosti biljnih ekstrakata
kori$¢enjem mikrodilucione metode, ekstrakti Humulus lupulus, Alpinia katsumadai i Evodia
rutaecarpa su pokazali antimikrobnu aktivnost prema kvascima C. albicans, C. glabrata i P.
membranifaciens. Ispitivani biljni ekstrakti su takode pokazali inhibitorni efekat na inicijalnu
adheziju i formirani 24h biofilm C. albicans. Pored toga, ekstrakt A. katsumadai je bio
efikasan u inicijalnoj fazi formiranja biofilma C. glabrata pri koncentracijama od 1/2 x MIC i
1 x MIC, dok je inhibiciju prethodno formiranog 24h biofilma bilo teze posti¢i. Vazno je
napomenuti da su biofilmovi C. glabrata pokazali vecu otpornost na biljne ekstrakte u odnosu
na C. albicans. S druge strane, ekstrakti A. katsumadai i E. rutaecarpa su promovisani rast i
razvoj formiranog biofilma P. membranifaciens.
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PRILOZI

Prilog A. Optimizacija metode kristal violet. Adhezija kvasca Candida albicans ATCC 10261 na

polistiren povrSinu.

Adhezija kvasca C. albicans ATCC 10261 na polistiren ODsg4 nm £ SD
0,5% CV 0.1415 + 0.0283
Koncentracija Crystal Violet 0,1% CV 0.1131 +0.0132
0,02 % CV 0.0776 £+ 0.0053
33 % siréetna kiselina 0.3618 £ 0.0234
Rastvara¢ 96 % etanol 0.1457 £ 0.0479
metanol 0.3025 + 0.0331
MEB medijum 0.3015 £ 0.0873
Medijum za rast YPD medijum 0.0917 + 0.0144
RPMI medijum 0.1193 + 0.0279
Veli¢ina inokuluma 107 ¢elija/ml 0.1730 £ 0.0472
10* ¢elija/ml 0.1037 £ 0.0227
24 h 0.2912 + 0.0335
Starost kulture 18 h 0.2041 + 0.0541
7h 0.1051 + 0.0251
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Prilog B. Sematski prikaz mikrotitar plo¢e pri odredivanju minimalne inhibitorne koncentracije biljnih

ekstrakata Humulus lupulus, Alpinia katsumadai i Evodia rutaecarpa (pg/ml).

Rastvorljivu DMSO
( Humulus lupulus, Alpinia
katsumadai, Evodia rutaecarpa)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A | 1600 800 400 200 100 50 25 125 6.25 3.125 K+ MEB
B 1600 800 400 200 100 50 25 125 6.25 3.125 K+ MEB s0j 1
C 1600 800 400 200 100 50 25 125 6.25 3.125 K+ MEB
D | 1600 800 400 200 100 50 25 125 6.25 3.125 K+ MEB
E 1600 800 400 200 100 50 25 125 6.25 3.125 K+ MEB
F 1600 800 400 200 100 50 25 125 6.25 3.125 K+ MEB 50j 2
G 1600 800 400 200 100 50 25 125 6.25 3.125 K+ MEB
H 1600 800 400 200 100 50 25 125 6.25 3.125 K+ MEB
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Adhezija 1 formiranje biofilma kvasaca na kontaktne povrSine materijala je ozbiljan
higijenski problem u prehrambenoj industriji, jer moze biti izvor kontaminacije tokom
proizvodnje, dovode¢i do velikih ekonomskih gubitaka zbog kvarenja hrane i
smanjenja kvaliteta proizvoda, a takode moze da Steti zdravlju potrosaca. S drge strane,
mnoge infekcije u bolnici uzrokovane su adhezijom vrsta roda Candida na medicinska
sredstva 1 implantate. Medutim, trenutno razumevanje adhezije i1 kolonizacije kvasaca
na abioti¢ke povrSine je ograni¢eno na samo neke vrste roda Candida, a narocito malo
se zna o0 vrstama roda Pichia kao adhezivnim agensima.

Cilj istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije je bio da se proceni potencijal
adhezije sojeva kvasaca Candida i Pichia na polistiren povrSinu, diskove od
nerdajuceg celika (AISI 304, Ra = 25.20 — 961.9 nm) i drveta sa razli¢itim stepenom
hrapavosti povrSine, 1 ispita uticaj hrapavosti povrSine na adheziju kvasaca.
Hidrofobnost povrsine ¢éelije (CSH) sojeva iz rodova Candida i Pichia je odredena u
cilju procene korelacije izmedu hidrofobnosti povrSine celije 1 adhezije kvasaca na
polistiren. Pored toga, ispitan je uticaj razli¢itth medijuma, temperatura, 1 razli¢itih
biljnih ekstrakata na adheziju odabranih sojeva iz rodova Candida i Pichia na povrsine
diskova od nerdajuceg celika.
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Rezultati su pokazali da su svi testirani sojevi kvasaca Candida i Pichia su bili u stanju
da adheriraju na polistiren, povrSine od nerdajuceg celika i drveta, ali u razli¢itoj meri.
Soj vrste C. albicans je imao vec¢u sposobnost adhezije na polistiren i nerdajuéi ¢elik u
odnosu na sojeve vrsta C. glabrata, C. parapsilosis i C. krusei. U slu¢aju kod roda
Pichia, sojevi vrste P. membranifaciens su pokazali manju sposobnost adhezije na
nerdajuci celik nego ispitivani soj vrste P. pijperi, sto nije slu¢aj kod adhezije na
polistiren. Na osnovu dobijenih rezultata pokazano je da su sojevi vrsta C. glabrata, C.
parapsilosis, C. krusei, P. pijperi i P. membranifaciens bili izrazito do umereno
hidrofobni, dok je soj vrste C. albicans bio hidrofilan, $to ukazuje da hidrofobnost
povrsine cCelije (CSH) nije znacajno u korelaciji sa koli¢inom c¢elija adheriranih na
polistiren. Pored toga, na adheziju sojeva kvasaca Candida i Pichia znacajno je uticala
hrapavost povrsine nerdajuc¢eg Celika, dok hrapavost drvenih povrsina nije znacajno
uticala. Dalje mi smo ispitali uticaj razli¢itih medijuma za rast i temperature na
adheziju odabranih kvasaca. Primeceno je da je koli¢ina adheriranih celija kvasaca C.
albicans i C. glabrata na povrSinama od nerdajuceg celika bila znatno veca u Malt
Extract Broth (MEB) medijumu, dok je za C. parapsilosis, C. krusei, P. pijperi i P.
membranifaciens bila u Yeast Peptone Dextrose (YPD) medijumu. Nasi podaci takode
ukazuju da je temperatura veoma vazan faktor koji znacajno uti¢e na adheziju ovih
kvasaca. Problem adhezije i formiranje biofilma kvasaca na abiotickim povr$inama i
rastu¢a otpornost na postoje¢e antimikrobne agense predstavilo je izazov za nas za
pronalaZzenjem novih alternativnih agenasa biljnog porekla. Stoga mi smo ispitali
antimikrobnu i antibiofilm aktivnost biljnih ekstrakata kao $to su Humulus lupulus,
Alpinia katsumadai i Evodia rutaecarpa prema C. albicans, C. glabrata i P.
membranifaciens. Na osnovu dobijenih MIC vrednosti, testirani biljni ekstrakati su bili
efikasni u inhibiciji kvasaca. Primeceno je da su biofilmovi C. glabrata pokazali vecu
otpornost na biljne ekstrakte u odnosu na C. albicans. Madutim, ekstrakti A.
katsumadai i E. rutaecarpa su promovisani rast i razvoj formiranog biofilma P.
membranifaciens.
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Abstract:

AB

The adhesion and biofilm formation of yeast on the contact surfaces of the material is a
serious hygiene problem in the food industry, because it can be a source of
contamination during production, leading to major economic losses due to food
spoilage and reduced product quality, and can also affects the consumer’s health. On
the other hand, many infections in the hospital are caused by the adhesion of Candida
spp. to medical devices and implants. However, the understanding of adhesion and
colonization of yeasts on abiotic surfaces is limited to only some Candida species, and
in particular little is known about Pichia species as adhesive agents.

The aim of the research in this doctoral dissertation was to assess the potential of
Candida and Pichia strains to adhere to polystyrene surface, stainless steel discs (AISI
304, Ra = 25.20 - 961.9 nm) and wood (beech) with different degrees of surface
roughness, and examined the influence of surface roughness on yeast adhesion. Cell
surface hydrophobicity (CSH) of Candida and Pichia strains was determined in order
to assess the correlation between the cell surface hydrophobicity and the yeast adhesion
to polystyrene. In addition, the influence of different medium, temperature, and various
plant extracts on the adhesion of selected Candida and Pichia strains to to stainless
steel surfaces was examined.
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Our results indicated that all Candida and Pichia strains were able to adhere to
polystyrene, stainless steel surfaces and wood in a species- and strain-dependent
manner. C. albicans had a higher ability to adhere to polystyrene and stainless steel
compared to C. glabrata, C. parapsilosis and C. krusei. Regarding Pichia species, P.
membranifaciens strains were less adherent to stainless steel than P. pijperi, what is not
the case in the adhesion to polystyrene. Based on the results obtained, C. glabrata, C.
parapsilosis, C. krusei, P. pijperi i P. membranifaciens strains were strongly to
moderately hydrophobic while only C. albicans was moderately hydrophilic, indicating
that the cell surface hydrophobicity is not significantly correlated with the amount of
cells adhered to polystyrene. In addition, the adhesion of Candida and Pichia strains
was significantly influenced by the roughness of stainless steel surface, while the
roughness of wood surfaces did not significantly influence. Further on we examined
the impact of different growth medium and temperature on adhesion of selected yeasts.
It was noted that the amount of adhered cells of C. albicans and C. glabrata on
stainless steel surfaces were significantly higher in the Malt Extract Broth (MEB)
medium, whereas for C. parapsilosis, C. krusei, P. pijperi and P. membranifaciens it
was Yeast Peptone Dextrose (YPD) medium. Our data also indicated that temperature
is a very important factor which considerably affects the adhesion of these yeast. The
problem of yeast adhesion and biofilm formation on abiotic surfaces and its growing
resistance to existing antimicrobial agents, presented a challenge for us to find new
alternative agents of plant origin. Hence, we investigated antimicrobial and antibiofilm
activity of plant extracts such as Humulus lupulus, Alpinia katsumadai and Evodia
rutaecarpa against C. albicans, C. glabrata and P. membranifaciens. According to the
MIC values, all plant extracts were effective in the inhibition of yeast strains. It was
observed that biofilms of C. glabrata are more resistance to plant extracts as compared
to C. albicans. However, extracts of A. katsumadai and E. rutaecarpa were promoted
the growth and development of a preformed biofilm of P. membranifaciens.
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