Nikola Pantié

Izolovanje mikrogljiva roda
Candida iz usne duplje
coveka 1 ispitivanje uticaja
kofeina na njihov rast

Iz humane bukalne sluzokoZe izolovana su sledeca
Cetiri soja iz roda Candida: Candida albicans, Can-
dida krusei, Candida parapsilosis i Candida sp. Na-
kon izolacije i postizanja Ciste kulture, ispitivan je
uticaj kofeina na ove mikrogljive. Sojevi su tretirani
sa tri razlicite koncentracije kofeina (0.1%, 0.2%,
0.5%). IstraZivanje je pokazalo da kofein deluje
inhibitorno na rast gljive Candida albicans, dok na
rast sojeva Candida krusei, Candida parapsilosis i
Candida sp. kofein deluje pospesujuce. Za ispitiva-
nje uticaja vecih koncentracija kofeina na gljive iz
roda Candida potrebno je izvrsiti dalja istraZivanja.

Uvod

Vecdina gljiva iz roda Candida su fakultativno
patogene. One se kao pripadnice normalne mikro-
flore tela Coveka nalaze u usnoj duplji, u respira-
tornom, digestivnom i genitalnom traktu, kao i na
kozi Coveka (Karakasevi¢ 1989). U odredenim uslo-
vima sredine Candida raste brze i postaje patogena
(Campbell i Reece 2005). Gljive iz ovog roda iza-
zivaju gljiviéno oboljenje kandidijazu (Tan et al.
2003), a kao najces¢i uzro¢nik ovog oboljenja navo-
di se vrsta Candida albicans (Karakasevi¢ 1989).
Medutim, tokom poslednje decenije sve je veci broj
slucajeva gde se kao uzroc€nici oboljenja javljaju tzv.
non-albicans vrste: Candida parapsilosis, Candida
tropicalis, Candida krusei (Georgiev 2003; Win et
al. 2006). Jedan od tipova kandidijaze je oralna
kandidijaza. Gljive uzrocnici oralne kandidijaze
Cesto dolaze u kontakt sa kofeinom preko namirnica
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koje Covek koristi u svakodnevnoj ishrani kao §to su
kafa, Caj, cokolada i gazirani napici.

Kofein se prirodno nalazi u semenu kafe, liS¢u
¢aja 1 semenu kakaovca. Kofein se takode koristi i
kao dodatak gaziranim pi¢ima (Smith et al. 2007).
Deluje unutar nervnih celija Coveka ubrzavajudi
njihov metabolizam (Mili¢ 2005), povecava dejstvo
analgetika, stimuliSe rad centralnog nervnog sistema
i povecava budnost ljudskog organizma (Ramana-
vi¢iene et al. 2003a i 2003b; Smith et al. 2007), a
utie i na povecanje krvnog pritiska coveka (Nurmi-
nen et al. 1999). Kofein ublaZava neZeljena dejstva
uzrokovana stresom (Lieberman er al. 2002) i nije
Stetan za ljudski organizam ukoliko se dnevno ne
unosi viSe od 150-250 mg ove supstance, dok u
veéim koli¢inama moZe izazvati razli¢ite poreme-
¢aje, a letalna doza za Coveka iznosi 10 g (Noller
1973).

Pokazano je i antibakterijsko dejstvo kofeina.
Ovaj alkaloid deluje inhibitorno na rast bakterija kao
Sto su Escherichia coli i Pseudomonas fluorescens
(Ramanaviciene et al. 2003b). Polazna hipoteza
ovog istrazivanja je da ¢e kofein delovati inhibitorno
i na rast mikrogljiva iz roda Candida.

Cilj ovog istraZivanja je izolovanje §to vedeg
broja sojeva gljiva roda Candida iz usne duplje Co-
veka, kao i ispitivanje uticaja kofeina na rast ovih
gljiva. Poznavanje efekta kofeina na pomenute glji-
vice moglo bi doprineti efikasnijem i brZzem lecenju
kandidijaze.

Materijal i metode

Izolovanje mikrogljiva iz roda Candida

Sterilnim Stapi¢ima za bris uzeti su brisevi usnih
duplji pet polaznika programa biologije u Istrazi-
vackoj stanici Petnica prvog dana istraZivanja i
brisevi drugih pet polaznika drugog dana. Brisevi su
zasejani u LB podlogu (recept podloge prema Kne-
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zevi¢-Vukcevi€ 1 Simi¢ 1997) i ostavljeni na inku-
baciju od 48 sati na temperaturi od 32°C. Na
inkubaciju je takode ostavljena i kontrolna epruveta
sa LB podlogom radi provere sterilnosti. Epruvete sa
zasejanim prekonocnim kulturama su bile zamuce-
nije u odnosu na podlogu u kontrolnoj epruveti koja
je ostala bistra. Na selektivnoj podlozi Candida Bril-
liance Agar (proizvodaca Oxoid Ltd) izolovane su
ciste kulture gljivica metodom iscrpljivanja (Kne-
zevié-Vukcevic¢ 1 Simié¢ 1997). Petrijeve Solje sa
zasejanim kulturama stavljene su u termostat na
inkubaciju od 48 sati. Determinacija izolovanih
sojeva izvrSena je na osnovu boje sojeva na Candida
Brilliance Agar podlozi (prema uputstvu proizvo-
daca na http://www.oxoid.com). Razli¢ite boje
poticu od hromogene smeSe koja ulazi u sastav sele-
ktivne Candida Brilliance Agar podloge.

Tretiranje izolovanih gljiva kofeinom

Ispitivan je uticaj 0.1%, 0.2% i 0.5% rastvora
kofeina na rast izolovanih sojeva Candida. Rastvori
su pravljeni u sterilnoj destilovanoj vodi. U 16 epru-
veta sipana je LB podloga. U prve Cetiri epruvete
dodat je 0.1% rastvor kofeina, u naredne Cetiri 0.2%
rastvor kofeina i u sledece Cetiri 0.5% rastvor kofe-
ina. U preostale Cetiri epruvete sa LB podlogom,
koje sluZe kao negativna kontrola u eksperimentu,
dodata je sterilna destilovana voda. Zatim su pretho-
dno dobijena Cetiri soja presejana u LB podloge sa
razli¢itim koncentracijama kofeina, po jedan soj u
svaku koncentraciju i kontrolnu epruvetu sa destilo-
vanom vodom. Epruvete sa zasejanim kulturama
stavljene su na inkubaciju u termostat na 48 sati.
Nakon inkubacije kulture su presejane u Petri Solje
sa sladnim agarom (proizvodac: Institut za imuno-
logiju i virusologiju Torlak) tako $to je eza sa zahva-
éenom kulturom zabadana u podlogu. Svako
zasejavanje je ponovljeno po dva puta. Petrijeve
Solje ostavljene su na inkubaciju i posle 48 sati
ocitavani prvi rezultati. Nakon toga, oitavanje rezu-
Itata vrSeno je jo§ Cetiri puta, na svakih Sest sati.

Rezultati 1 diskusija

Uspesno su izolovana Cetiri razliCita soja iz roda
Candida i uzgojene njihove Ciste kulture. Determi-
nacija je izvrSena na osnovu boje sojeva na selektiv-
noj podlozi: Candida albicans se obojila zeleno,
Candida krusei ruzicasto, Candida parapsilosis
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braon, a Candida sp. plavo. Rezultati su navedeni i
diskutovani prema dejstvu na pojedinacne sojeve
izolovanih gljiva. Kofein nije sprecio rast nijednog
soja Candida (slike 1-4).

Kod soja Candida albicans najmanji porast za-
belezen je pri 0.5% kofeina u podlozi (slika 1).
Najveci pre¢nik meren posle 48 h zabeleZen je u
grupi koja nije tretirana kofeinom: opseg pre¢nika
bio je od 10.5 do 15 mm prilikom prvog zasejavanja
1 11.5-15 mm pri ponavljanju. Sa porastom koncen-
tracije kofeina, smanjuje se pre¢nik kolonija. Pre¢nik
kolonija pri 0.5% kofeina u podlozi nakon 48 h bio
je u opsegu od 8-10.5 mm, odnosno u opsegu od
6.5-10.5 mm kod drugog zasejavanja. U poslednjem
merenju, razlika izmedu kontrolnog soja i soja treti-
ranog 0.5% kofeinom bila je 4.5 mm. MoZe se
zakljuciti da je kofein delovao inhibitorno na rast
soja Candida albicans.

30

Preénik izraslih sojeva [mm]
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Slika 1. Pre¢nici izraslih kolonija Candida albicans

Figure 1. Diameters of Candida albicans colonies, from
control to 0.50%

Na rast soja Candida krusei kofein je delovao
stimulativno — najveci porast kolonija zabeleZzen kod
sojeva u ¢ije podloge je dodat 0.5% rastvor kofeina
(slika 2), a najmanji u kontrolnoj grupi. Razlika
izmedu ove dve grupe pri poslednjem merenju bila
je 3.5 mm.

I na rast soja Candida parapsilosis kofein je
delovao pospesSujuce (slika 3). Najveci porast kolo-
nija zabeleZen je na podlogama sa 0.5% rastvorom
kofeina: pre¢nik kolonija je bio 13.5 mm, odnosno
15.5 mm, pri poslednjem merenju. Razlike izmedu
pre¢nika ove i kontrolne grupe na kraju eksperi-
menta bile su 3 odnosno 3.5 mm.
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Slika 2. Prec¢nici izraslih kolonija Candida krusei

Figure 2. Diameters of Candida krusei colonies, from
control to 0.50%
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Slika 3. Precnici izraslih kolonija Candida parapsilosis

Figure 3. Diameters of Candida parapsilosis colonies,
from control to 0.50%

Najmanji precnici kod soja Candida sp. takode
su izmereni kod onih kultura koje nisu tretirane
kofeinom. Pre¢nika kolonija pri poslednjem merenju
bio je 14 mm kod prvog ponavljanja, odnosno 13
mm kod drugog. Najveci porast zabeleZen je u Petri-
jevim Soljama sa dodatim 0.2% rastvorom kofeina.
Precnici kolonija u ovim Petrijevim Soljama na kraju
eksperimenta bili su 24 mm, odnosno 23 mm.

Tako ovim eksperimentom nije utvrdivan meha-
nizam dejstva kofeina na tretirane sojeve mikroglji-
va, inhibitorni efekat na rast soja Candida albicans
mogao bi se objasniti povecanjem pH podloge —
ovaj soj najbolje raste na podlogama ¢iji je pH nizi
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Slika 4. Precnici izraslih kolonija Candida sp.

Figure 4. Diameters of Candida sp. colonies, from
control to 0.50%

od osam (Anaissie et al. 2009), ili direktnim antimi-
kotskim dejstvom. Kako je kofein derivat purina i
ima sli¢nosti sa bazama koje ulaze u sastav DNK
(Sterner 2010), moZe se pretpostaviti da sojevi Can-
dida krusei, Candida parapsilosis i Candida sp.
uspes$no prevode kofein u purinske baze i na taj
nacin ubrzavaju rast i deobu celija. Medutim kako je
kod Candida sp. porast bio veci kod sojeva tretiranih
0.2% rastvorom kofeina od onih koji su tretirani
0.5% rastvorom moZze se zakljuciti da kofein deluje
pospesujuce na ove sojeve samo do odredene kon-
centracije.

Zakljucak

Kofein je delovao inhibitorno na rast gljive Can-
dida albicans, koja je najcesc¢i uzrocnik gljivicnog
oboljenja kandidijaza. Sa druge strane, delovao je
stimulativno na rast mikrogljiva Candida krusei,
Candida parapsilosis 1 Candida sp. Kod gljive
Candida sp. porast sojeva koji su tretirani 0.5% ras-
tvorom kofeina bio je manji u odnosu na one koje su
tretirane 0.2% rastvorom. U daljim istraZivanjima
ova tri soja, trebalo bi utvrditi efekat koncentrova-
nijih rastvora kofeina.
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Nikola Pantié

Isolation of Candida Microfungi from
the Human Oral Cavity and the Effect
of Caffeine on Their Growth

The following four Candida strains were isolated
from the human oral cavity: Candida albicans,
Candida krusei, Candida parapsilosis and Candida
sp. The effect of caffeine was investigated on the
isolated strains. The strains were treated with three
different concentrations of caffeine (0.1%, 0.2%,
0.5%). The research shows that caffeine has an in-
hibitory effect on the growth of the fungus Candida
albicans, while having a positive effect on the gro-
wth of other strains. Further research should be per-
formed in order to better understand the effect of
higher concentrations of caffeine on the Candida

fungi. W
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