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Povzetek

Candida albicans (C. albicans) je gliva kvasovka, ki pri ¢loveku povzro¢a mikoze oziroma
glivicne okuzbe. C. albicans je del nase naravne mikrobiote, nahaja se v ustni votlini,
sluznicah trebusne votline in spolovil, vendar vpliv razli¢nih dejavnikov, najveckrat padec
odpornosti, lahko porusi ravnovesje v nasem telesu in Stevilo teh oportunisti¢nih gliv naraste.
Tako lahko postanejo zajedavske in praviloma Se bolj oslabijo na$§ imunski sistem in lahko
napadejo tudi respiratorne organe.

Glavni namen raziskovalne naloge je sestaviti ¢im ugodnejSe gojis¢e za uspesno kultivacijo
C. albicans in s pomocjo difuzijskega antibiograma odkriti razli¢ne antimikoti¢ne ucinkovine,
Ki naj bi zaviralno delovale na rast glive C. albicans.

Prakti¢ni del smo priceli s pridobivanjem brisov sluznic ustnih votlin oseb, ki naj bi trpele za
kandidozo. Vzorce smo nato prenasali na razli¢no pripravljena sestavljena gojisca, kajti poleg
rasti (kave in mleka) na uspesnejso razrast C. albicans. Opravili smo tudi pregled morfoloskih
znacilnosti kolonij C. albicans in identifikacijo le te s pomoc¢jo klais¢nih identifikacijskih
morfoloskih in biokemijskih metod (katalazni test, enostavno barvanje z metilenskim
modrilom in mikroskopiranje). Z metodo difuzijskega antibiograma smo ugotavljali
antimikoti¢no delovanje treh potencialnih uc¢inkovin, ki naj bi zavirale rast kandide, perkolata
grenivkinih pesk, perkolata zelenega caja ter ckstrakta domacega propolisa. Dilucijski
antibiogram smo izvajali na PDA gojiscu z dodatkom krvi in antibiotika. Ugotovili smo, da
perkolat zelenega Caja ni zaviral rast kandide. Zaviralen ucinek je bil prisoten pri ekstraktu

grenivkinih pesk, najvecji pa pri propolisu, pri katerem so bile inhibicijske cone najvecje.

Kljuéne besede: kandidoza, Candida albicans, naravni antimikotiki, izolacija C. albicans,
identifikacija C. albicans, difuzijski antibiogram, perkolacija
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Abstract

Candida albicans (C. albicans) is a yeast fungus that causes mycosis or fungal infections in
humans. C. albicans is a part of our natural microbiota, it is found in the oral cavity, mucous
membranes of the abdomen and genitals, but the influence of various factors, most often a
weakened immune system, can break the balance in our body and the number of these
opportunistic fungi increases. As a result, they can become parasitic and, as a rule, further
weaken our immune systems and can attack the respiratory organs as well.

The main purpose of this research paper is to construct the most appropriate medium for the
successful cultivation of C. albicans and to identify, through a diffusion antibiogram, various
antifungal substances, which are supposed to have an inhibitory effect on C. albicans.

The practical part started with taking oral mucous swabs of people who are supposed to suffer
from candidiasis. The samples were then transferred to differently prepared composed media,
because apart from isolating the pure culture, we were also interested in the effects of
different media and different growth stimulator (coffee and milk) on the more successful
growth of our culture. We also examined the morphological characteristics of C. albicans
colonies and identified them by using biochemical identification methods (a catalase assay,
simple staining with methylene blue and microscopy). The method of diffusion antibiogram
was used to determine the antifungal activity of three potential substances that are expected to
inhibit the growth of candida: perchlorate of grapefruit seed, perchlorate of green tea and the
concoction of homemade propolis. Diffusion antibiogram was performed on PDA medium
supplemented with blood and antibiotic. We have found out that green tea percolate did not
inhibit candida growth. The inhibitory effect was present in grapefruit pawn extract and the

greatest in propolis, where the inhibition zones were the highest.

Key words: candidiasis, Candida albicans, natural antifungal substances, identifications of C.
albicans, isolation of C. albicans, diffusion antibiogram, percolate
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1 UVOD

Candida albicans (C. albicans) je gliva iz rodu Candida. Je dimorfna gliva (lahko raste kot
kvasovka ali kot plesen), vendar v optimalnih pogojih prisotna v obliki kvasovke. Spada med
oportunisti¢ne glive, ki lahko pri ¢loveku povzroca glivicne okuzbe imenovane kandidoze. C.
albicans je sicer del nase naravne mikrobiote, nahaja se v ustni votlini, sluznicah trebusne
votline in spolovil, vendar vpliv razlicnih dejavnikov, najveckrat padec odpornosti, lahko
porusi ravnovesje v naSem telesu in Stevilo teh oportunisticnih gliv naraste. Spremembe v
normalni flori ali pa zmanj$anje odpornosti organizma omogocajo glivam, da se nenormalno
razmnozujejo ali celo hematogeno Sirijo. Tako lahko postanejo zajedavske in praviloma Se

bolj oslabijo nas$ imunski sistem (Bergant Aleksandra, 2002: 1).

Glavni namen naSe raziskovalne naloge je ugotoviti najbolj ugodno gojis¢e za uspesno
izolacijo in dokazovanje C. albicans in s pomo¢jo difuzijskega antibiograma preizkusiti

razli¢ne antimikoti¢ne u¢inkovine, ki naj bi potencialno delovale na glivo C. albicans.

V teoretiénem delu smo predstavili splosne znacilnosti gliv rodu Candida, opisali znacilnosti
glive C. albicans ter kandidoz, ki jih povzroca. Prav tako smo predstavili mleko in kavo kot
ugodni hranili za C. albicans ter potencialne naravne antimikotike kot so propolis, zeleni ¢aj
ter grenivkine peske. Predstavili smo tudi metode identifikacije biokultur in metodo

difuzijskega antibiograma ter mikroskopiranja.

Prakti¢ni del smo priceli z brisom ustne votline §tirih razli¢nih oseb, ki naj bi imele tezave s
kandidozo. VVzorce brisov smo prenesli sprva na §tiri razli¢no sestavljena kompleksna gojisca.
mleka) na samo kultivacijo C. albicans. Opravili smo tudi pregled morfoloskih znacilnosti
kolonij C. albicans in identifikacijo le te s pomo¢jo identifikacijskih biokemijskih metod

(katalazni test, enostavno barvanje z metilenskim modrilom in mikroskopiranje).

Z metodo difuzijskega antibiograma smo ugotavljali antimikoticno delovanje vodnega

ekstrakta grenivkinih peSk in zelenega caja ter vodnega pripravka suspenzije propolisa.
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Difuzijski antibiogram smo izvajali na izbranem kompleksnem obogatenem gojis¢u PDA z

dodatkom krvi in antibiotikom kloramfenikolom.

C. albicans predstavlja skupaj s Se nekaterimi mikroorganizmi (koagulazno negativni
stafilokoki, korinebakterije, propionibakterije itd.) normalno mikrobno populacijo tudi na
kozi. Vendar njeno prekomerno razrast nadzirajo metaboliti ostalih mikroorganizmov kozne
mikroflore. Pri presnovi sestavljenih maséob, ki jih razkrajajo encimi gram pozitivnih
bakterij, nastajajo nenasi¢ene mascobne kisline, kot je oleinska kislina, ki ima mocan
protimikrobni uéinek na gram negativne bakterije in nekatere glive. Te mascobe imajo tudi
zelo neprijeten vonj. Deodoranti vsebujejo protibakterijske snovi proti gram pozitivnim
bakterijam in s tem preprecujejo tvorbo nenasi¢enih masScobnih kislin (OroZzen Adami¢ in

Sernec, 2005: 275).

Nedavne ocene Nacionalnega instituta za zdravje kazejo, da so patogeni biofilmi neposredno
ali posredno odgovorni za ve¢ kot 80 % vseh mikrobnih okuzb. C. albicans lahko kolonizira
povr§ino sluznice, na primer tiste, ki prekrivajo ustni in vaginalni epitelij in vstavljene
medicinske pripomocke kot so protetika, sréne zaklopke in Katetri. C. albicans je ¢lan zdrave
cloveske mikrobiote, ki asimptomatsko kolonizira ve¢ ni§ v telesu, vklju¢no z
gastrointestinalnim traktom, zenskim reproduktivnim traktom, ustno votlino in koZo. Pri
vec€ini posameznikov z zdravim imunskim sistemom je C. albicans neskodljiva in obstaja v
sozvocju z drugimi ¢lani mikrobiote. Vendar lahko motnje tega obcutljivega ravnovesja, ki so
na primer posledica sprememb v lokalnem okolju (pH premiki ali prehranske spremembe),
uporabe antibiotikov ali sprememb imunskega sistema, ki jih povzro¢i okuzba ali
imunosupresivno zdravljenje, lahko omogocijo C. albicans, da se hitro razmnozuje in
povzro¢i okuzbo. Te okuzbe kvasovk segajo od povrSinskih okuzb sluznice in koze,
izpuscajev in vaginalne. 75 % zensk ima vsaj enkrat v zivljenju kandidozo noznice. Resnejse
hematogene okuzbe z glivo imajo precejSnjo stopnjo smrtnosti (v nekaterih primerih doseze
47 %) (Candida albicans biofilms: development, regulation, and molecular mechanisms
<https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4860025/>, dostop: 28. 3. 2020).

C. albicans je tudi vzrok za bolnisni¢ne okuzbe, saj predstavlja 15 % vseh primerov sepse in

povzroca v klini¢nih okoljih 40 % okuzb krvnega obtoka. Tako se z C. albicans lahko okuzijo


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4860025/

Lara Markelj, Neza Perko, Masa Repinc. Dokazovanje antimikoti¢nega delovanja vodnih ekstraktov na kvasovko
Candida albicans. Biotehniski center Naklo — Srednja $ola, 2020

tako imunokompetentne, kot imuno oslabljene osebe. Te okuzbe so $e posebej resne v zadnji
skupini, ki vkljuCuje bolnike z AIDS-om, bolnike, ki se zdravijo s kemoterapijo zaradi raka
ali imunosupresijsko terapijo, in posameznike z vsadnimi medicinskimi pripomocki (Candida
albicans biofilms: development, regulation, and molecular mechanisms <https://www.ncbi.
nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4860025/>, dostop: 28. 3. 2020).

Kot navaja InStitut za mikrobiologijo in imunologijo, Medicinske fakultete Univerze v
Ljubljani, je priporocljivo za vecjo obcutljivost testa in zgodnejSo diagnostiko invazivne
kandidaze hkratno testiranje na mananski antigen kandide in protitelesa proti mananu. Celi¢na
stena gliv vsebuje skoraj vedno hitin skupaj $e z drugimi glukani npr. manani, to so B-glukani,
Ki so znacilni tudi za kvasovke Candida spp. Take teste v Sloveniji izvajajo v Laboratoriju za
humoralno imunologijo. Test je validiran za kri brez antikoagulanta in vensko kri s citratom,
heparinom ali EDTA. Test izvajajo tudi v bronhoalveolarnem izpirku, likvorju, urinu ali
aspiratu trahej. Pri odvzemu vzorca aspirirajo vsebino iz spodnjih dihal pri intubiranem
bolniku. Specifi¢nost testa na mananski antigen kandide je 97,5- 98,5 %, ob¢utljivost je 61,9-
76,2 %. Skupaj s testom na protitelesa proti mananskemu antigenu je ob¢utljivost 71,4- 90,5%

(http://www.imi.si/diagnosticna-dejavnost/preiskave/preiskava 11074, 19.3.2020).

1.1 DELOVNE HIPOTEZE

Z raziskovalno nalogo smo postavili naslednje hipoteze:

e Na osnovi znanstvenih dejstev, da je kvasovka C. albicans del normalne mikrobiote,

domnevamo, da vzorce kandide lahko pridobimo z brisom iz ustne votline.

e Domnevamo, da bosta kava in mleko kot dodatek gojisS¢u omogocila boljSo rast
kvasovke C. albicans, saj sta omenjeni zivili v literaturi pri bolnikih s kandidozo

najveckrat odsvetovani.
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Domnevamo, da bo krvni agar in krvni agar z dodatkom mleka in kave, po sestavi
najprimernejSe gojisce za uspesno izolacijo in nadaljno kultivacijo C. albicans, zaradi

podobnih pogojev rasti njenemu naravnemu zivljenjskemu okolju.

Domnevamo, da bomo kvasovko C. albicans lahko identificirali na podlagi
enostavnega barvanja z metilenskim modrilom ter mikroskopiranja in ugotavljanja

aktivnosti encima katalaze.

Menimo, da bodo perkolat grenivkinih pesk, perkolat zelenega ¢aja in vodna

suspenzija propolisa na rast kvasovke C. albicans u¢inkovali zaviralno.
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2 TEORETICNI DEL

2.1 GLIVE

Na Zemlji je ve¢ kot milijon razli¢nih vrst gliv, vendar jih je med njimi manj kot 200 takih, ki
povzrocajo ¢loveske bolezni. Za take okuzbe so bolj dovzetne imunsko oslabljene osebe, zelo
malo gliv je tako virulentnih, da bi povzrocile bolezen pri sicer zdravih ljudeh (Gubina, lhan,
2002: 457).

Glive so evkariontski organizmi, ki jih uvrS¢éamo v samostojno kraljestvo in sicer v kraljestvo
gliv. So heterotrofi, v naravi se pojavljajo kot saprofiti, paraziti ali komenzali. Po obliki rasti
lo¢imo kvasovke, plesni in dimorfne glive. Kvasovke so okrogle in ovalne enoceli¢ne glive,
ki se razmnoZujejo z brstenjem. Vzbrstele celice imenujemo blastospore, ¢e pa le te ostanejo v
stiku s starSevsko celico in se ne lo¢ijo od nje, nastane struktura nanizanih celic, ki spominjajo
na hifo in se imenuje psevdohifa ali psevdomicelij. Primer take kvasovke je gliva C. albicans
(Gubina, Ihan, 2002: 457).

2.2 Candida spp.

Glive rodu Candida spp. so ubikvitarne kvasovke, obstaja jih priblizno 200 razli¢nih vrst
znotraj rodu. Po navadi se ve¢ina kvasovk rodu Candida nahaja v okolju, le nekaj vrst pa je

del normalne mikrobne flore cloveskega telesa. Pogoste oportunisti¢ne glive pri ¢loveku so iz

rodu Candida spp (Gubina, Ihan, 2002: 482).

Najpogostejsa in najpomembnejsa gliva iz rodu Candida je Candida albicans (povzroca
priblizno 54 % okuzb), poleg nje pa iz klini¢nih vzorcev pogosteje izoliramo Se glive C.
glabrata (11 %), C. tropicalis (16 %), C. krusei (6 %) in C. parapsilosis (11%) (Sistemske
gliviéne okuzbe < http://www.medenosrce.net/predmeti/infekcijske-bolezni/82-
literatura/1176-sistemske-glivicne-okuzbe> dostop: 20. 3. 2020).
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Pomembno je, da natancno dolo¢imo povzrocitelja mikoze, saj so nekatere glive iz rodu
Candida odporne na dolocene antimikotike in nam podatek o vrsti pomaga pri odlocanju za

terapijo. Odpornost gliv na antimikotike preizku$amo s posebnimi E-testi (Bergant, 2002: 4).

2.3 Candida albicans

C. albicans je enoceli¢na, majhna, ovalna diploidna dimorfna gliva, velikosti premera celice
4-7 um. Lahko se pojavi v obliki kvasovk (v optimalnih pogojih) ali kot plesen. Razmnozuje
se vegetativno z brstenjem, brsti se podaljSujejo v podaljske (psevdohife), ki se na koncu

cepijo v samostojne celice imenovane blastospore (Gubina, Ihan, 2002: stran 482).

V telesu je gliva del normalne mikroflore koze, sluznic ustne votline, Zrela in prebavnih poti.
Do naselitve z njimi pride Ze ob rojstvu ali kmalu po njem. C. albicans lahko zraste v obliki
klamidiospor (ve¢je celice obdane z debelejSo celicno steno), psevdohif ali blastospor. C.
albicans je po Gramu pozitivna gliva in vsebuje encim katalazo. V obeh oblikah (plesen,
kvasovke) je po Gramu pozitivna. Gliva C. albicans lahko tvori biofilme (Gubina, Ihan, 2002:
stran 482).

Germ Tube test je presejalni test, ki se uporablja za razlikovanje C. albicans od drugih
kvasovk. O nastanku zarodnih cevi (Germ tubes) sta prva porocala Reynolds in Braude, in
sicer leta 1956. Ko Candido 3 ure gojimo v ¢loveskem ali ov¢jem serumu pri 37 °C, se tvorijo
zarodne cevi, ki jih z mokrimi KOH (kalijev lug) filmi lahko zaznamo kot nitaste izrastke, ki
segajo od celic kvasovk. Pri inkubaciji v beljakovinskem mediju pri priblizno 95—
97% izoliranih C. albicans razvije zarodne cevi. Nastajanje zarodnih cevi je povezano s
povecano sintezo beljakovin in ribonukleinske kisline. Raztopine Germ Tube vsebujejo
bistvena hranila za sintezo beljakovin. Zarodna cev je eden od virulenénih
dejavnikov Candida albicans. To je hiter test domnevne identifikacije C. albicans (Germ
Tube  Test-  Principle, Procedure, Results, Interpretation and  Limitations
<https://microbiologyinfo.com/germ-tube-test-principle-procedure-results-interpretation-and-
limitations/>, dostop: 29. 3. 2020).
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Postopek izvedemo tako, da damo v majhno epruveto 0,5 ml ov¢jega, govejega ali ¢loveskega
seruma. S pipeto prenesemo majhno kolonijo kvasovk v serum. Epruveto inkubiramo 2 do 4
ure pri 37 °C. Po inkubaciji kapljico seruma prenesemo na objektno steklo, pokrijemo in
pogledamo pod mikroskopom. Ce je identifikacijski test pozitiven, lahko opazimo kratek
nitasti podaljsek, ki izhaja iz celice kvasovk, bo¢no na mestu nastanka (Slika 1). Zarodna cev
je priblizno tri do Stirikrat ve¢ja od dolzine celice kvasovk. (Germ Tube Test- Principle,
Procedure, Results, Interpretation and Limitations <https://microbiologyinfo.com/germ-tube-

test-principle-procedure-results-interpretation-and-limitations/>, dostop: 29. 3. 2020)
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Slika 1: Germ tube test

(Vir fotografije: Germ Tube Test- Principle, Procedure, Results, Interpretation and Limitations
<https://microbiologyinfo.com/wp-content/uploads/2015/06/Germ-Tube-Test-Principle-Procedure-Results-
Interpretation-and-Limitations.jpg>, dostop: 28. 3. 2020)

2.4 KANDIDOZE

Glive lahko Skodljivo vplivajo na c¢loveka. En nacin Skodljivega vpliva je okuzba. Kadar
govorimo o glivicnih okuZbah govorimo o mikozah. Da pa mikoze sploh nastanejo, mora
gliva najprej vstopiti v telo iz okolja ali pa so Ze del normalne mikrobne flore ¢loveskega
telesa. Vstopa lahko preko koze, dihal ali preko secil, prebavil in spolovil. Kadar se obrambna
sposobnost sluznice secil in spolovil spremeni, se lahko glive, ki so sicer del normalne flore
teh predelov prekomerno razrastejo in prehajajo tudi v ostale organe (Gubina, lhan, 2002:
stran 482).
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C. albicans je najpogostejSa povzrociteljica oportunisti¢nih gliviénih okuzb iz rodu Candida

spp. Take okuzbe imenujemo kandidoze (Orozen Adamic, Sernec, 2017: stran 246).

Vzro¢ne okolis¢ine povezane s kandidozo so vlazno okolje, sprememba epitelija (zaradi
poskodb, opeklin, odrgnin), spremembe v lokalni bakterijski flori (posledica jemanja
antibiotikov), fizioloska stanja, bolj dojemljiva skupina ljudi za tovrstne okuzbe
(nedonosencki, majhni otroci, starostniki, noseénice), defekti limfocitov T, endokrine bolezni,

zloraba drog ter bolniki s katetri in vsadki (Bergant, 2002: 3).

Okuzbe, ki jih povzrocajo glive iz rodu Candida, lahko razdelimo v tri skupine:
Povrsinske kandidoze:

e SOR: Okuzba sluznic je najpogostejsa oblika povrhnje kandidoze. Na
sluznicah vidimo majhne bele pege, ki se med seboj zlivajo in tvorijo
psevdomembrane. Pogosto okuzbo najdemo v ustih pri dojenckih, pod protezo,
pri bolnikih z AIDS-om (Orozen, Sernec, 2017: stran 246 in Gubina, Than,
2002: stran 483).

e VAGINALNA KANDIDOZA: To okuzbo ima vsaj enkrat v Zivljenju 75%
zensk. Najpogosteje se pojavi v ¢asu nosecnosti. Znaki okuzbe se kazejo kot
bele pege na epiteliju vulve, vagine in cerviksa, ki jih spremlja srbenje,
bole¢ina in nenormalen nozni¢ni izcedek (Bergant, 2002: stran 2).

o KANDIDOZA PENISA: Gre za poskodbe koze predvsem na lanu, spremlja
jih srbenje. Moski se s kandidozo lahko okuzijo preko spolnih stikov z
okuzenimi Zenskami (Bergant, 2002: stran 2).

e »DERMATITIS POD PLENICAMI«: Okuzba je prisotna pri majhnih
otrocih. Koza je pordela, povrSina je hrapava, v okolici pa je vidno drobno
lus¢enje (Gubina, Than, 2002: stran 483).

e KOZNA KANDIDOZA: Pojavlja se na predelih, kjer je koza vlazna, kar
omogoca glivi dobro razrast. Kandida se po navadi prekomerno razmnozi pod
prsmi, pazduho in med prsti (OroZen, Sernec, 2017: stran 246).

e OKUZBE NOHTOV - ONIHOMIKOZE: Okuzbe nohtov so pogoste pri

gospodinjah, pri ljudeh, ki imajo roke veliko v vodi — pomivalke, pri
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streznicah, Sportnikih itd. Koza ob nohtu otece, je boleca in zivo rdece barve.

Noht postane rumenkast, hrapav in zadebeljen (Gubina, Ihan, 2002: stran 484).

Kroni¢na mukokutana kandidoza

Glive iz rodu Candida spp lahko redko povzrocajo kroni¢no mukokutano
kandidozo. Ta prizadene kateri koli del koze in sluznice. Bolezen se zacne ze v
otroStvu in z vmesnimi obdobji traja celo zivljenje. Na okuzenih predelih se
pojavijo bradaviCaste, brazgotinaste spremembe. Prizadete osebe imajo
pogosto nepravilnosti v celiéno posredovanem imunskem odzivu (Gubina,

Ihan, 2002: stran 484).

Sistemska okuZba s kandido

Sistemska kandidoza je lahko omejena na organ ali organski sistem, lahko pa
se razvije razSirjena oblika bolezni. Klini¢ni potek okuzbe je odvisen od
razli¢nih lastnosti mikroorganizma, najbolj pa od gostiteljevega imunskega
odziva. Do kandidemije (vdor kandid v krvni obtok) lahko pride ob poskodbi
sluznic ali koze, okuzbi zilnih katetrov in kirurskih posegov. Pri bolnikih lahko
kandidemija izzveni spontano, ali pa po odstranitvi okuzenih katetrov. Pri
imunsko oslabljenih bolniki se lahko razvije razsirjena (diseminirana) glivi¢na
okuzba, le ta pa najveckrat prizadene jetra, ledvice, vranico in osrednji Ziv¢ni
sistem. Vse sistemske kandidoze so za Dbolnika smrtno nevarne, namre¢

smrtnost sega do kar 60 % (Gubina, Than, 2002: stran 484).

2.5 SPODBUJEVALCI RASTI KVASOVK Candida albicans
B vLEKO

Mleko je prvo hranilo, s katerim smo se srecali Ze v otro§tvu in nas spremlja celo zivljenje. Za

nase telo je tako reko¢ “popolno zivilo”, saj je bogat vir beljakovin, mineralov in vitaminov,

ki jih naSe telo nujno potrebuje. Vsebnost sestavin v kravjem mleku je sledeCe: voda (86—
89%), mascobe (3,2- 5,5 %), skupne beljakovine (2,6- 4,2 %), kazein (2,8 %), serumske
beljakovine (0,7 %), minerali (0,6- 0,8 %) in pa enostavni sladkor laktoza (2-8 %). (Dobro v

mleku <https://www.l-m.si/o-mleku/dobro-v-mleku/>, dostop: 10. 3. 2020).
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Pri kandidi je pomembno, da se hrana v telesu ne zadrzuje prevec, saj s tem onemogoc¢amo,
da bi postala leglo za patogene bakterije. Zato pri oslabeli presnovi pomaga locevanje med
beljakovinami in Skrobom, ki se skupaj stezka presnavljajo in upocasnjujejo celoten proces
prebave (Loncar, 2007: stran 81, 82). Uzivanje mleka torej spodbuja rast kvasovk C. albicans,
saj je tezko prebavljivo zaradi mle¢nega sladkorja, ki ga vec¢ina odraslih ne more prebaviti, saj
s starostjo pocasi prenchamo izdelovati encim laktaza, ta pa pripomore k razrasti kvasovke.
Mlec¢ni sladkor predstavlja kvasovki C. albicans vir hrane in je zaradi njega njena rast
pospesena. Zato se je mleku in mle¢nim izdelkom pri obolenju kandidoze priporoceno
izogibati, slednje pa ne velja za jogurt. V jogurtu najdemo probioti¢ne bakterije, ki ugodno
delujejo na delovanje naSega cCrevesja, pravzaprav onemogocajo rast drugim, pogosto

patogenim mikroorganizmom in oportunistiénim mikroorganizmom.

I <AvA

Kava je tako reko¢ tradicionalna pozivilna pijaca. Poleg raznih arom in vitaminov vsebuje
enega izmed najpomembnejsih rastlinskih alkaloidov — kofein, ki spodbuja in uravnava
delovanje osrednjega Ziv€evja. Kofein je tudi diuretik, spodbuja izlo¢anje vode iz telesa in
pospesuje prebavo, kar je lahko tudi posledica porusene mikroflore nasega ¢revesja. Rastline
proizvajajo kofein, ker jih ta kot naravni pesticid varuje pred Zuzelkami, vendar pa lahko
ugodno deluje na rast gliv in nekaterih drugih organizmov. Pitje kave je zato pri bolezenskem

stanju kandidoze odsvetovano.

2.6 NARAVNI ANTIMIKOTIKI
B rroPOLIS

Propolis ali zadelavina je smolast ¢ebelji proizvod, katerega zdravilni ucinki so bili cenjeni Ze
pred naSim Stetjem. V naravi ga Cebele uporabljajo kot snov, katere poglavitni namen je
obramba panja. Cebele ga nanesejo na notranje stene panja, v zadelave razpok in $pranj, za
popravilo satja, za okrepitev tankih sten v satju ter za obdelavo vhoda v panj. Vse to
pripomore k zaSc¢iti zaroda pred vetrom, vlago in predvsem pred vdorom mikroorganizmov

(Propolis, <https://www.bodieko.si/propolis> Dostop: 10. 3. 2020).

13


https://www.bodieko.si/propolis%20(10

Lara Markelj, Neza Perko, Masa Repinc. Dokazovanje antimikoti¢nega delovanja vodnih ekstraktov na kvasovko
Candida albicans. Biotehniski center Naklo — Srednja $ola, 2020

V osnovi je propolis sestavljen iz razli¢nih rastlinskih smol, ki jih ¢ebele naberejo na brezah
in drugem drevju. Propolis sestavljajo smola, eteri¢na olja, cvetni prah, vitamini (B1, B2, B6,
C, E), minerali (magnezij, kalcij, kalij, natrij, baker, cink, mangan, zelezo) in druge organske
snovi. V njem najdemo tudi Stevilne aromati¢ne organske kisline, kot so kofeinska kislina,
cimetna kislina, fenolkarbonska kislina, antibiotiéne spojine in druge. (Propolis,

<https://www.bodieko.si/propolis> Dostop: 10. 3. 2020)

Zadelavino ali propolis poberemo iz panja in ga pred uporabo Se obdelamo s 60 do 70 %
alkoholno raztopino. Propolis ugodno deluje na odpravljanje Stevilnih tezav, saj deluje
antibakterijsko (bakteriocidno in bakteriostati¢no), antivirusno in antiglivi¢no, kar je potrdila
tudi raziskava Seaasonal Effect on Brazilian Propolis on Candida albicans and Candida
Tropicalis; J. M. Sforina et al/in drugih. Znano je tudi, da vsebuje $iroko paleto vitaminov in

mineralov ter spodbuja delovanje imunskega sistema.

I zELENI CAJ

Zeleni ¢aj pridobivamo iz listov zimzelenega ¢ajevca Camellia sinensis, ki izvira iz vzhodne
Azije. V divjini lahko doseze velikost drevesa, pri gojenju pa ga zaradi lazjega obiranja listov
obrezujejo tako, da njegova visina ne presega 1,5 m. Grm je bogato razvejan z usnjatimi in
podolgovatimi listi. Mlajsi listi so na videz sivkasti, saj je njihova spodnja stran porasla z
drobnimi sivimi dladicami, starej$i listi so temno zeleni. 1z najmlajsih, zgornjih $e neodprtih
listov pridobivamo ¢aj najboljse kakovosti (Zeleni ¢aj, <https://www.gorenjske-

lekarne.si/svetovanje-clanek/zeleni-caj> dostop: 10. 3. 2020).

Zeleni ¢aj uporabljamo kot pozivilo, saj vsebuje kofein, ki ga najdemo tudi v kavi. Ker je
pozivilo v listih Cajevca vezano na Creslovine, se v prebavilih iz njih poCasneje sprosca, zato
ucinek nastopi kasneje kot pri kavi, vendar traja dlje ¢asa. Creslovina deluje pomirjevalno na
zelodec in Crevesje, saj skoraj povsem zasciti sluznico, s ¢imer onemogoca okolje rasti za
Skodljive organizme. Znani so tudi drugi pozitivni ucinki njegovega delovanja proti
mikroorganizmom. Kakovosten ¢aj namre¢ vsebuje tudi veliko antioksidantov, pospeSuje
prebavo in blazi prebavne tezave, kot je na primer driska. Vsebuje tudi grencine, ki krepijo

delovanje naSih prebavnih Zlez. Za kandidozo je Se posebej pomembno dejstvo, da krepi
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delovanje jeter in zolCa. Pri prehrani s poveCanim vnosom masc¢ob in beljakovin in zato

povecano potrebo po razstrupljanju je to Se kako pomembno (Loncar, 2013: stran 93-95).

I sEMENA GRENIVKE

Grenivka zaradi svojega kislo-grenko-sladkega okusa ni najbolj priljubljen sadez iz skupine
citrusov, Ceprav ima na nase zdravje izjemno blagodejne ucinke. Zauzitje le enega sadeza na
dan naj bi bilo dovolj za pokritje dnevne potrebe odraslega ¢loveka po C- vitaminu.
Askorbinska kislina (vitamin C) je vodotopen vitamin, ki ima pomembno antioksidativno
vlogo in sodeluje v Stevilnih bioloSkih procesih ter pripomore k izboljSanju imunskega
sistema (Previdno pri uzivanju grenivk <https://www.dnevnik.si/111824 > Dostop: 16. 3.
2020).

Grenivka vsebuje tudi snov pektin, ki pomaga pri znizevanju povisanega holesterola v krvi.
Pri zdravljenju kandidoze uporabljamo izvlecek pesk grenivke, pri tem pa moramo biti
pozorni na to, da pripravek ne vsebuje sladkorjev ali sladil, saj le ti pospeSujejo rast C.
albicans. lzvlec¢ek je ucinkovit tako pri notranji kot zunanji uporabi in poleg kandide zatira
tudi zajedalce (eno- in vecceli¢ne), viruse, bakterije in ostale glivice. Izvlecek pesk grenivke

naravno razstruplja telo, ojaca imunski sistem ter poskrbi za alkalnost krvi.

Izvlecek pesk grenivke deluje Ze v zelo majhnih koncentracijah, deluje kot antibiotik in
protiglivi¢no ter nima nezazelenih stranskih ucinkov. Izvleéek pesk grenivke je torej varna

alternativa mo¢nim antibiotikom (Vesel, 2007: str. 64- 65).

2.6 PERKOLACIJA- EKSTRAKCIJA TRDNO- TEKOCE

Ekstrakcija je metoda, pri kateri iz zmesi izvleCemo eno od sestavin. Poznamo ekstrakcijo
trdno — tekoce ali tekoce — tekoCe. Perkolacija je ena izmed metod ekstrakcije trdno — tekoce,
pri kateri je tekoca faza topilo (voda, alkohol, kislina), s katerim izperemo Zzeljeno sestavino
tako, da topilo pocasi prehaja skozi sloj bioloskega materiala. Napravo za perkolacijo

imenujemo perkolator, ekstrakt pa perkolat (\Vrhovnik, 2012: str. 70).
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2.7 DIFUZIISKI ANTIBIOGRAM

Difuzijski antibiogram je preprosta in hitra mikrobioloSka metoda ugotavljanja obcutljivosti
mikrobov na protimikrobne uéinkovine. Izvedemo ga tako, da na trdno gojis¢e nanesemo, z
razmazom inokulum Cciste kulture. Vzorec po povrSini dobro razmazemo, da dosezemo
konfluentno razrast kulture. Se pred inkubacijo prenesemo diske prepojene s potencialnimi
protimikrobnimi ucinkovinami. Po koncani inkubaciji rezultat difuzijskega antibiograma
odc¢itamo tako, da izmerimo premer inhibicijskih con (S Kulturo neporaslih obmo¢ij na

gojiscu) pri posameznem disku (Slika 2).

BEFORE GROWTH AFTERGROWTH

Growth Time
_

~24 hours

No bacterial growth
Agar media, spread (Zone of inhibition)

Antibioticdisks on Petri dish

Bacterial growth

Slika 2: Difuzijski antibiogram

(Vir fotografije: Wikipedija, prosta enciklopedija <https://en.wikipedia.org/wiki/Disk_diffusion_test>, dostop:
29. 3. 2020)

2.8 MIKROSKOPIRANJE

Svetlobni mikroskop je laboratorijska naprava za opazovanje objektov, ki so premajhni, da bi
jih videli s prostim o¢esom. Sestavljen je iz mehanskih in opti¢nih delov. Mehanski deli
sestavljajo revolver, vir svetlobe, makrometrski vijak (uporabljamo ga le pri najmanjsi
povecavi) in mikrometrski mikroskopski vijak (uporabljamo za izostritev slike), tubus,

mizica, noga, drzalo in stojalo. Opti¢ni deli sestavljajo objektiv (zbira svetlobo in prikazuje
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sliko), okular (sistem le¢, ki sliko dodatno poveca) in kondenzor z zaslonko (poskrbi za
enakomerno osvetlitev objekta). Mikroskop uporabljamo predvsem zaradi njegove oshovne

funkcije, povecave objektov.

3 EKSPERIMENTALNI DEL

Za izvedbo eksperimentalnega dela smo pripravili pet razlicnih gojis¢. Za izolacijo C.
albicans smo uporabili: Sabouraud — 4 % maltose agar, YGC Agar in PDA z dodatkom 5 %
defibrinogenizirane ovc¢je krvi ter tako dobili obogateno gojisce in Brain Hearth Broth agar.
Vsa gojis¢a smo tudi obogatili z domnevnimi pospeSevalci rasti: z mlekom in kavo v razli¢nih
koncentracijah, da bi si zagotovili potencialno ve¢jo razrast. Brise $tirih oseb, ki so sumile na
okuzbo z mikozo, smo odvzeli s sterilnimi palckami za odvzem vzorcev. Z ugotovljenim
uspesnim gojis¢em — obogaten krvni PDA agar s kloramfenikolom, smo nadaljevali z
gojenjem in izolacijo same kvasovke C. albicans. Identificirati smo jo z katalaznim testom,
enostavnim barvanjem in mikroskopiranjem. To je predstavljajo osnovo za nadaljnje delo,
izvedbo antibiograma. Ker smo zeleli ugotoviti antimikoti¢no delovanje naravnih ué¢inkovin
na C. albicans, smo pripravili tudi diske, za izvedbo difuzijskega antibiograma in vodne

ekstrakte: perkolat zelenega Caja, perkolat grenivkinih semen ter suspenzijo propolisa.

3.1 PRIPRAVA GOJISC

IS ABOURAUD- 4 % MALTOSE AGAR

Material:
e 500 mL destilirane vode
e 32,59 Sabouraud- 4 % maltose agar gojisce
e magnetno mesalo
e sterilne petrijeve plosce
e mleko (Zelene Doline, trajno, 3.5 % m. m.)
o ekstrakt kave Kerinba
e erlenmajerice

e reagencne steklenice
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e avtomatske pipete

e gorilnik

Postopek dela:

Najprej smo pripravili in avtoklavirali gojis¢e Sabouraud- 4 % maltose agar in ga razdelili v
sedem reagen¢nih steklenic. V' eni smo pustili samo gojisce brez dodatkov, v drugo smo
asepti¢no dodali 5 % mleka, v tretjo 10 % mleka, v Cetrto 20 % mleka. Po enakem principu
smo gojisca pripravili Se s kavo.

Uporabili smo razlicne kombinacije koncentracij mleka in kave v gojis¢ih, saj nas je
zanimalo, ¢e ima posebej mleko in posebej kava, oba v razli¢nih koncentracijah, kaksen viden
vpliv na uspesnejso razrast kulture. Na tej tocki raziskovanja je bil namen usmerjen v iskanje
najugodnejSega gojisca za kvasovko C. albicans, kajti dobro gojis¢e omogoca naprej uspesno

izveden antibiogram. Gojisc¢a smo asepti¢no prelivali v sterilne petrijevke.

-YGC Agar

YGC Agar je selektivno gojisce za izolacijo in Stetje kvasovk in plesni. Selektivno gojisce je

gojisce, ki zavira razrast vsem drugim mikrobom, razen Zelenim kulturam.

Slika 3: Tehtanje gojis¢ (Vir fotografije: osebni arhiv)

Material:
e 500 mL destilirane vode
e 209 YGC Agar
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e magnetno mesalo

e sterilne petrijeve plosce

e mleko (Zelene Doline, trajno, 3.5 % m. m.)
o cekstrakt kave Kerinba

e (aSe

e reagencne steklenice

e avtomatske pipete

e gorilnik

Postopek dela:
Najprej smo v ¢asi pripravili in avtoklavirali gojis¢e YGC Agar (Slika 4) in ga razdelili v tri
reagenne steklenice. V eni smo imeli gojis¢ée YGC brez dodatkov, v drugi smo gojisc¢u

asepti¢no dodali 5 % mleka, v tretji pa smo gojis¢u dodali 5 % ekstrakta kave. Gojis¢a smo

asepticno prelili v sterilne petrijevke.

Slika 4: Priprava goji$¢a z magnetnim meSalom (Vir fotografije: osebni arhiv)
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-Krvni agar PDA

PDA gojis¢e z dodanim antibiotikom in dodatkom 5 % defibrinogenizirane ov¢je krvi je
obogateno gojisce, ki omogoca razrast glivam. Obogatena gojis¢a so osnovna gojisca, ki jim

primeSamo razli¢ne dodatke, da lazje izoliramo in gojimo zahtevnejSe biokulture.

Material:
e 500 ml PDA gojisce
e 0,05 g kloramfenikola (antibiotik)
e 25 ml defibrinogenizirane krvi
e magnetno mesalo
e sterilne petrijeve plosce
e mleko (Zelene Doline, trajno, 3.5 % m. m.)
e ekstrakt kave Kerinba
e reagencne steklenice

e avtomatske pipete

Postopek dela:

Najprej smo pripravili in avtoklavirali PDA gojis¢e, kateremu smo dodali 5 %
defibrinogenizirane ov¢je krvi (Slika 5,6). Kri smo asepti¢éno dodali agarju, ohlajenemu na
40°C, saj bi pri toplejsem lahko prislo do koagulacije beljakovin, sprememb hemoglobina v
krvi. Gojis¢e smo razdelili v tri reagencne steklenice. V eni smo pustili PDA gojisce brez
dodatkov, v drugi smo gojis¢u dodali 5 % mleka, v tretji smo gojisc¢u primesali 5 % ekstrakta

kave. Gojisc¢a smo asepti¢no prelili v sterilne petrijevke.
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Slika 6: Dodajanje krvi gojiséu (vir: lastni)
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-Brain Heart Broth agar

Brain Heart Broth agar se uporablja za kultivacijo razli¢nih patogenih mikroorganizmov.

Material:
e 18, 5 g Brain Hearth Broth agar
e 500 ml destilirane vode
e magnetno mesalo
e sterilne petrijeve plosce
e mleko (Zelene Doline, trajno, 3.5 % m. m.)
e kava Kerinba
e reagencne posode

e avtomatske pipete

Postopek dela:
Najprej smo pripravili in sterilizirali Brain Heart Broth gojisée. Gojis¢e smo razdelili v tri
reagencne posode. V eni smo pustili 0snovno gojisce, v drugo smo dodali 5 % mleka, v tretjo

5 % kave. Gojis¢a smo asepti¢no Vlili v petrijevke.

3.2 1ZOLACIJA CISTE KULTURE

Material:
e 4 sterilne vatirane pal¢ke za odvzem brisa sluznice ustne votline
e gorilnik
e stresalnik
e sterilne epruvete s fiziolosko raztopino

.....

e ¢EZa
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Postopek dela:

Stirim prostovoljkam smo posredovali sterilne vatirane pal¢ke in navodilo za pravilen odvzem
brisa vzorca sluznice ustne votline. Bris je potrebno opraviti zjutraj, Se pred umivanjem zob in
ga nato, dobro zaprtega, hraniti v hladilniku. Naslednji dan smo vsako pal¢ko z vzorcem
(Slika 7) pomocili v fiziolosko raztopino, stresali in vzorec asepti¢no z ezo nacepili na gojisce
z enojnim cikcakom. Za drugo, tretjo in Cetrto 0sebo smo (za vsako posebej) porabili 12
petrijevk (Slika 9) (YGC agar, YGC agar + 5 % kave, YGC agar + 5 % mleka, krvni agar,
krvni agar + 5 % kave, krvni agar + 5% mleka, Sabouraud agar, Sabouraud agar + 5 % kave,
Sabouraud agar + 5% mleka, Brain heart broth, Brain heart broth + 5 % kave, Brain heart
broth + 5 % mleka). Za prvo osebo pa 16 petrijevk (YGC agar, YGC agar + 5 % kave, YGC
agar + 5 % mleka, krvni agar, krvni agar + 5 % kave, krvni agar + 5% mleka, Sabouraud agar,
Sabouraud agar + 5 % kave, Sabouraud agar + 10 % kave, Sabouraud agar + 20 % kave,
Sabouraud agar + 5% mleka, Sabouraud agar + 10 % mleka, Sabouraud agar + 20 % mleka,
Brain heart broth, Brain heart broth + 5 % kave, Brain heart broth + 5 % mleka). Vseh 52

Slika 7: Odvzeti vzorci brisa ustne sluznice (Vir fotografije: osebni arhiv)
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Slika 9: Prelita gojis¢a (Vir fotografije: osebni arhiv)
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Slika 10: Asepti¢no prenasanje kultur (Vir fotografije: osebni arhiv)

Po inkubaciji smo izvedli katalazni test in zavrgli vse katalazno negativne kulture, ker smo
zeleli izolirati katalazno pozitivno C. albicans. Katalazno pozitivne kolonije smo prenesli na
petrijevke z ze izbranim selektivnim gojis¢em za kandido (PDA agar + kloramfenikol + 5 %
krvi), kjer so nam Ze prej uspeSno rasle le katalazno pozitivne kolonije kvasovk ter jih

inkubirali 2 dni pri temperaturi 37 °C .

Po koncani inkubaciji je bilo porast kulture opaziti samo na dveh petrijevkah, katerih kolonije
smo enostavno barvali ter mikroskopirali. Po znanih karakteristikah smo uspeli identificirati
C. albicans. C. albicans nam je uspelo na koncu vzgojiti samo na eni od vseh teh petrijevk in

sicer na 5 % krvnem PDA agarju z dodanim kloramfenikolom.
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3.3 IDENTIFIKACIJA C. albicans

B <ATALAZNI TEST

Katalazni test je eden od osnovnih biokemijskih testov za dokazovanje prisotnosti encima
katalaze v celicah organizmov. Encim katalaza razgrajuje toksicen H,O, (vodikov peroksid)
na vodo in kisik, ki nastaja v celicah tako prokariontov kot evkariontov in sicer kot stranski
produkt aerobnega metabolizma.
Material:

e Cista kultura

e cepilna zanka

e 3% vodikov peroksid

e petrijevka

Postopek dela:

S petrijevke smo s cepilno zanko prenesli eno poraslo ¢isto kolonijo ter nanjo kapnili eno
kapljico vodikovega peroksida. Ves ¢as procesa smo opazovali delovanje penjenje. Penjenje
potrjuje prisotnost kisika (slika 11), kot stranskega produkta katalazne reakcije s peroksidom.

S tem potrdimo dejstvo, da nasa aerobna kultura sintetizira encim katalazo ter s tem vodikov

Slika 11: Penjenje kulture pri katalaznem testu (Vir fotografije: osebni arhiv)
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B ENOSTAVNO BARVANJE

Opazovanje neobarvanih preparatov je pogosto neuspe$no, saj so nekontrastni in je zato
morfologija celic manj vidna. Ena izmed pogostejsih metod barvanja, ki nam omogoca lazjo
identifikacijo in diferenciacijo predvsem, ko Zelimo videti jasne oblike mikroorganizmov je
enostavno barvanje. Pri tem barvanju uporabljamo le eno vrsto barvila. Za boljsi kontrast smo

uporabili metilensko modrilo.

Material:

e metilensko modrilo

e gorilnik

e cepilna zanka (ali eza)

e objektno stekelce

e papirnata brisaca ali vata
e odlagalnik za objektna stekelca
e kadicka za spiranje

e puhalka z destilirano vodo
e rokavice

e mikroskop

e imerzijsko olje

e kultura

Postopek dela:

Mikroskopske preparate smo pripravili tako, da smo majhen del kulture z ezo nanesli na
objektno steklo in naredili tanek razmaz po sredini stekla. Razmaz smo fiksirali z nekaj potegi
¢ez ogenj. Na fiksiran razmaz smo nato kapnili kapljico metilenskega modrila. Metilensko
modrilo smo pustili delovati 60 sekund. Po odlitju barvila smo preparat rahlo sprali z
destilirano vodo. Osusen preparat smo nato pogledali pod mikroskopom, najprej pri manjsih
povecavah in po dodatku imerzijskega olja Se pod imerzijskim objektivom z najvecjo

povecavo mikroskopa (1000-kratna).

Z mikroskopiranjem smo glede morfoloskih lastnosti (oblika celic) preverjali prisotnost C.
albicans v nasih vzorcih. Preparate smo opazovali pod 40-, 100-, 400- in 1000-kratno

povecavo.
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3.4 DIFUZIISKI ANTIBIOGRAM

I ~RIPRAVA PERKOLATOV

3.4.1.1 PERKOLAT ZELENEGA CAJA

Material:
e perkolator
e vata
e zeleni ¢aj (22,27 g)
e prekuhana voda (100 mL)

e erlenmajerico

Postopek dela:

S pomocjo laboratorijske steklovine in drugih pripomockov smo sami izdelali perkolator za
ekstrakcijo trdnih snovi. Najprej smo zaprli odprtino perkolatorja ter posusene delce zelenega
¢aja namestili med dve plasti vate (Slika 12). To smo prelili z vro¢o vodo in pustili stati pol
ure. Odprtino perkolatorja smo nato odprli in pocakali, da je perkolat pocasi stekel v

erlenmajerico (Slika 13).

Slika 12: Priprava perkolata zelenega ¢aja (Vir fotografije: osebni arhiv)
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Slika 13: Perkolat zelenega ¢aja (Vir fotografije: osebni arhiv)
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3.4.1.2 PERKOLAT SEMEN GRENIVKE

Material:
e perkolator
e vata
e grenivkine peske (1,81g)
e prekuhana voda (20 mL)
e (aSa
e terilnica
e injekcija za mikrofiltracijo

e mikrofiltri velikosti por 0,45 um

Postopek dela:

Najprej smo semena grenivke (peske) strli v terilnici na ¢im manjse delce (Slika 14). Nato
smo sestavili perkolator, zaprli odprtino perkolatorja ter zmlete peske dali med dve plasti
vate. Vse skupaj smo pocasi zalili z vro¢o vodo in pustili stati dve uri, da je ekstrakcija lahko
dobro potekala. Odprtino smo nato odprli in pocakali, da se je perkolat pocasi nakapljal v
predlozko (Slika 15). Oba perkolata smo nato prefiltrirali skozi mikrofilter Chromafil za
vodne ali polarne medije z velikostjo por 0,45 um (Slika 16). Prefiltrirali smo jih v sterilne
epruvete. Prefiltrirane vzorce ekstraktov smo nato takoj uporabili za nadaljnje delo

antibiograma.

Slika 14: Trenje grenivkinih pesk (Vir forografije: osebni arhiv)
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Slika 15: Perkolator (Vir fotografije: osebni arhiv)

Slika 16: mikrofiltri ranje perkolatov (Vir fotografije: osebni arhiv)

BRI PRAVA ANTIMIKOTICNIH DISKOV

Material:
e propolis brez alkohola (Medex)
e perkolat zelenega Caja
e perkolat grenivkinih pesk

e sterilni diski
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Potek dela:
Najprej smo pripravili dvoplastne okrogle diske iz filtrirnega papirja. Prenesli smo jih v
sterilizator in jih sterilizirali za 1 uro na 180 °C. Nato smo jih asepti¢no pomo¢ili v vse tri

pripravke potencialnih antimikoti¢nih uc¢inkovin (perkolat zelenega caja, perkolat semen

grenivke, vodno suspenzijo propolisa) in jih v suSilniku 2 uri susili pri temperaturi 50 °C
(Slika 17).

Slika 17: Namakanje sterilnih diskov v propolisu (Vir fotografije: osebni arhiv)

Bl ZVEDBA DIFUZIJSKEGA ANTIBIOGRAMA

Material:
e fizioloska raztopina
e gojisce s kulturo
e petrijevke z gojis¢em 5 % krvni PDA agar s kloramfenikolom

e antimikoti¢ni diski

* eza
e gorilnik

e hokejke

e stresalnik
e pipeta
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e 7ogica za pipetiranje

Potek dela:

Z ezo smo Vv epruveto s 5 mL fizioloske raztopine prenesli z gojisca po dve izolirani koloniji
C. albicans in stresali na stresalniku. Nato smo na ugotovljeno najugodnejse gojisce (5 %
krvni PDA agar s kloramfenikolom) asepti¢no odpipetirali 2 mL suspenzije celic C. albicans
ter s hokejko razmazali po celi povrSini gojis¢a. Nato smo na sredino vsake polovice
petrijevke nanesli en disk (dve paralelki). Za vsako u¢inkovino smo porabili 3 petrijevke in 6
diskov, kar pomeni 6 paralelk za vsak vzorec pripravka, potencialnega antimikotika. Gojisca

smo inkubirali 3 dni pri 37 °C.
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4 REZULTATI

4.1 REZULTATI PO PRVI NACEPITVI, INKUBACIJI in
KATALAZNEM TESTU

V fazi prve nacepitve smo gojiS¢em dodali potencialne spodbujevalce rasti za glivo C.
albicans. Odlocili smo se za dodatek kave in mleka, saj sta ti dve hranili v dieti za bolnike s
kandido, pogosto odsvetovani. Na Sabouraud maltose agarju smo pri prvi osebi uspeli vzgojiti
dobro vidno razrast pri dodatku 5 % kave (Tabela 1). Pri 10 % in 20 % dodanega mleka pa
smo opazili majhne svetlece kolonije kvasovk. Pri drugi in tretji osebi na tem gojiS¢u kolonij

ni bilo (Tabela 2,3).

Tabela 1: Rezultati kultivacije kvasovk brisa ustne sluznice osebe 1

MORFOLOSKE LASTNOSTI: oseba 1

GOJISCA brez dodatka
SAUBORAUD(maltose | ni ocitne rasti | 5% kave: 10% kave: 20% kave
agar) dobro vidna razrast | dobro vidna
razrast
5% mleka: 10% mleka: 20%mleka:
ni ocitne rasti majhne, svetlee | majhne, svetlece
kolonije kolonije
kvasovk kvasovk
YGC-agar 5% kave 5% mleka
KRVNI AGAR dobro vidna | 5% kave: 5% mleka:
(PDA gojisce s krvjo in | razrast dobro vidna razrast | dobro vidna
antibiotikom kvasovk, po celotnem razrast
kloramfenikolom) kolonije so gojiscu, kvasovke
velike
BRAIN-HEART 5% kave: 5% mleka:
BROTH
spremema barve sprememba
gojisca barve gojisca
Legenda:

- Sivo obarvane celice tabele predstavljajo razrast kulture, ki je bila katalazno negativna in smo jo po analizi zavrgli. Ce
razrasti ni bilo, so celice tabele prazne, v nasprotnem primeru smo razrast razdelili na: ni ocitne razrasti/dobro vidna
razrast/razrast po celotnem gojiscu.

- Barvasto obarvane celice tabele predstavljajo razrast kulture, ki je katalazno pozitivna in, ki smo jo obdrzali za naslednje
preiskave. Rdeca barva predstavlja kavo in temnejsa kot je barva, vecja koncentracija le te je bila dodana gojiséu. Modra
barva predstavlja mleko. Enako velja, da temnejSa barva pomeni vecjo koncentracijo v gojis¢u. Neobarvane celice tabele

prikazujejo razrast na osnovnem gojiscu.
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Tabela 2: Rezultati kultivacije kvasovk brisa ustne sluznice osebe 2

MORFOLOSKE LASTNOSTI: oseba 2

GOJISCA brez dodatka
SAUBORAUD(maltose 5% kave 10% kave: 20% kave
agar)
5% mleka 10% mleka: 20%mleka:
ni o€itne rasti ni o€itne rasti
YGC-agar 5% kave 5% mleka
KRVNI AGAR 5% kave: 5% mleka
(PDA gojisce s krvjo in dobro vidna razrast
antibiotikom kolonij, domnevno
kloramfenikolom) kvasovke
BRAIN-HEART sprememba | 5% kave: 5% mleka:
BROTH barve sprememba barve sprememba
gojisca gojisca barve gojisca

Tabela 3: Rezultati kultivacije kvasovk brisa ustne sluznice osebe 3

MORFOLOSKE LASTNOSTI: oseba 3

GOJISCA brez dodatka
SAUBORAUD(maltose 5% kave 10% kave 20% kave
agar)
5% mleka 10% mleka: 20%mleka:
ni o€itne rasti ni ocitne rasti
YGC-agar 5% kave 5% mleka
KRVNI AGAR razrast po 5% kave: 5% mleka:
(PDA gojis¢e s krvjo in | celotnem dobro vidna razrast | razrast po
antibiotikom 20jis¢u majhnih kolonij celotnem gojiséu
kloramfenikolom)
BRAIN-HEART 5% kave 5% mleka
BROTH
Legenda:

- Sivo obarvane celice tabele predstavljajo razrast kulture, ki je bila katalazno negativna in smo jo po analizi zavrgli. Ce
razrasti ni bilo, so celice tabele prazne, v nasprotnem primeru smo razrast razdelili na: ni ocitne razrasti/dobro vidna
razrast/razrast po celotnem gojiscu.

- Barvasto obarvane celice tabele predstavljajo razrast kulture, ki je katalazno pozitivna in, ki smo jo obdrzali za naslednje
preiskave. Rdeca barva predstavlja kavo in temnejSa kot je barva, vecja koncentracija le te je bila dodana gojis¢u. Modra
barva predstavlja mleko. Enako velja, da temnejSa barva pomeni ve¢jo koncentracijo v gojis¢u. Neobarvane celice tabele

prikazujejo razrast na osnovnem gojiscu.
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Tabela 4: Rezultati kultivacije kvasovk brisa ustne sluznice osebe 4

MORFOLOSKE LASTNOSTI: oseba 4

GOJISCA brez dodatka
SAUBORAUD(maltose 5% kave 10% kave: tri 20% kave:
agar) velike kolonije, ki | velika
spominjajo na kolonija, Ki
plesen, vrsajasta | spominja na
razrast plesen,
vrSajasta
razrast
5% mleka: 10% mleka: 20%mleka:
velika okrogla 4 kolonije, dobro | ena vecja
kolonija bele barve vidna razrast, ki kolonija, bela
spominja na
plesen
YGC-agar 5% kave 5% mleka
KRVNI AGAR 9 kolonij, 5% kave: 5% mleka:
(PDA gojisce s krvjo in | domnevno razrast majhnih belih | 11 majhnih belih
antibiotikom kvasovke kolonij ¢ez celotno kolonij, ki so
kloramfenikolom) petrijevko domnevno
kvasovke
BRAIN-HEART 5% kave 5% mleka
BROTH
Legenda:

- Sivo obarvane celice tabele predstavljajo razrast kulture, ki je bila katalazno negativna in smo jo po analizi zavrgli. Ce

razrasti ni bilo, so celice tabele prazne, v nasprotnem primeru smo razrast razdelili na: ni ocitne razrasti/dobro vidna

razrast/razrast po celotnem gojiséu.

- Barvasto obarvane celice tabele predstavljajo razrast kulture, ki je katalazno pozitivna in, ki smo jo obdrzali za naslednje

preiskave. Rdeca barva predstavlja kavo in temnejsa kot je barva, veja koncentracija le te je bila dodana gojis¢u. Modra

barva predstavlja mleko. Enako velja, da temnej$a barva pomeni veéjo koncentracijo v gojis¢u. Neobarvane celice tabele

prikazujejo razrast na osnovnem gojiscu.
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Sabouraud maltose agar

m porast = nirazrasti

Grafikon 1: Prikaz porasti C. albicans na Sabouraud maltose agarju

YGC agar

= ni razrasti

Grafikon 2: Prikaz porasti C. albicans na YGC agarju
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Krvni agar

® porast = nirazrasti

Grafikon 3: Prikaz porasti C. albicans na krvnem agarju

Brain-heart broth

m porast = nirazrasti

Grafikon 4: Prikaz porasti C. albicans v Brain-heart broth agarju

Pri Cetrti osebi smo na gojis¢u z 10 % in 20 % kave opazili velike kolonije, ki so spominjale
na plesen (Tabela 4). Na YGC gojiscu ni bilo razrasti. Na krvnem agarju so pri prvi osebi na
petrijevki brez dodatkov, z dodatkom 5 % mleka in kave prisotne kolonije, ki so porasle celo
povr$ino petrijevk in spominjajo na kvasovke (Tabela 1). Pri drugi osebi je vidna razrast
kolonij, domnevno kvasovk le na gojis¢u z dodatkom 5 % kave (Tabela 2). Tudi pri tretji
osebi je razrast kolonij po celem gojis¢u na petrijevki brez dodatka in na petrijevki z

dodatkom mleka in kave (Tabela 3). Pri Cetrti osebi je bilo na gojis¢u brez dodatkov prisotnih

.....

38



Lara Markelj, Neza Perko, Masa Repinc. Dokazovanje antimikoti¢nega delovanja vodnih ekstraktov na kvasovko
Candida albicans. Biotehniski center Naklo — Srednja $ola, 2020

porasle celotno povrsino petrijevke (Tabela 4). Na Brain-Hearth Broth gojis¢u se je pri vzorcu
prve osebe v epruveti z dodatkom 5 % mleka in 5 % kave spremenila barva gojis¢a, prav tako
se je to zgodilo pri vzorcu druge osebe (Tabela 1,2). Pri vzorcu tretje in Cetrte osebe

sprememb ni bilo (Tabela 3,4).

4.2 PO DRUGI NACEPITVI IN INKUBACIJI

.....

pozitivne vzorce (20) prenesli na selektivno gojis¢e: krvni agar (PDA gojisce s krvjo in
antibiotikom kloramfenikolom), ki smo ga sami sestavili na podlagi nasih ugotovitev
poskusov uspesne rasti (Tabela 1-4). Z ezo smo z gojis¢a vzeli po dve kulturi, jih dali v
sterilno fiziolosko raztopino, stresali na stresalniku, prenesli na gojisce in asepti¢no s hokejko
razmazali po gojiscu. Preparate smo enostavno barvali z metilenskim modrilom in
mikroskopirali ter nasli vecje okrogle kvasovke — C. albicans. Kolonije so na gojis¢u majhne,
bele, okroglaste, rahlo izboc¢ene, neprosojne in enotne strukture z rahlim leskom (Slika 18).

Celice kvasovk C. albicans lahko prepoznamo po okrogli obliki. Celi¢na stena celic prevzame
modro barvo metilenskega modrila, zato se lepo modro obarvajo (Slika 19). S pomocjo
enostavnega barvanja in opazovanja pod mikroskopom smo ugotovili, da je njihova velikost

celic 5 um.

POR« 5% KRy v

KORAMFENIRQ)L

105, - 3. macepmen

Slika 18: Gojis¢e (5% krvni PDA agar s kloramfenikolom) s kultivacijo C. albicans (Vir fotografije: osebni arhiv)
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Slika 19: Kandida pod 400x povecavo (Vir fotografije: osebni arhiv)

4.3 REZULTATI DIFUZIJSKEGA ANTIBIOGRAMA

Po inkubaciji smo primerjali in izmerili inhibicijske cone vseh treh ucinkovin (perkolat
zelenega Caja, perkolat grenivkinih semen, vodna suspenzija propolisa) ter ugotovili, da
najmanj zaviralno na rast C. albicans deluje ekstrakt zelenega ¢aja, Kjer so kolonije zrasle
Cisto ob disku in porasle celotno povrsino gojiséa (Slika 20). Inhibicijska cona pri grenivkinih
peskah je imela povprecen premer inhibicijske cone 15 mm (Slika 21). Najboljsi
antimikoti¢en uéinek na C. albicans pa je imel vodni ekstrakt propolisa, Kjer je povprecen
premer inhibicijske cone meril 22,5 mm (Slika 22). Za vsak primer difuzijskega antibiograma

smo opravili po 2 paralelki enakih diskov potencialnih antimikoti¢nih u¢inkovin (tabela 5).
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Tabela 5: Rezultat inhibicijskih con- ugotavljanje antimikoti¢nega delovanja na kvasovko C. albicans

ANTIMIKOTICNA _
. PREMER INHIBICIJSKE CONE (2 paralelki)
UCINKOVINA
L Vodni ekstrakt zelenega ¢aja 0 mm gm
2. \Jodni ekstrakt semen grenivke 17mm 12
3. Vodni ekstrakt propolisa 23 mm 22
PREMERI INHIBICIJSKIH CON RAZLICNIH VODNIH
EKSTRAKTOV V mm
25
20
15 vodni ekstrakt propolisa
10 vodni ekstrakt semen grenivke
> y 4 y 4 vodni ekstrakt zelenega ¢aja
0
paralelka 1 paralelka 2

M vodni ekstrakt zelenega Caja B vodni ekstrakt semen grenivke M vodni ekstrakt propolisa

Figure 5: Premeri inhibicijskih con razli¢nih vodnih ekstraktov v mm na gojiséu poraslem s C. albicans
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‘ ZELENI (A)

Slika 20: Difuzijski antibiogram zelenega ¢aja na gojis¢u 5% krvnega PDA s kulturo C. albicans (Vir fotografije:
osebni arhiv)

GRENINKA

Slika 21: Difuzijski antibiogram semen grenivke na gojis¢u 5% krvnega PDA s kulturo C. albicans (Vir
fotografije:osebni arhiv)
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Slika 20: Difuzijski antibiogram propolisa na goji$¢u 5% krvnega PDA s kulturo C. albicans (Vir fotografije: osebni

arhiv)
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5 RAZPRAVA

Cilj nase raziskovalne naloge je bil ugotoviti, katera naravna u¢inkovina najbolj zavira rast C.
albicans. Primerjali smo vodne ekstrakte treh naravnih snovi: zeleni ¢aj, grenivkine peske in
propolis, saj so se te najpogosteje pojavljale v prebrani literaturi kot mozne ali celo u¢inkovite
pri zdravljenju glivicnih obolenj. C. albicans je gliva, ki povzro¢a kandidozo. Lahko se

razraste v ustih, noznici ali na kozi in nam povzroca tezave.

Na =zaCetku raziskovanja smo si z raziskovalno nalogo z naslovom “Dokazovanje
antimikoticnega delovanja vodnih ekstraktov na kvasovko Candida albicans”, prizadevali
izolirati Cisto kulturo omenjene glive iz vzorcev brisov ustne votline $tirih razlicnih oseb. Ker
je bila naSa zelja pridobiti ¢im vecjo razrast za uporabo kolonij pri nadaljnem raziskovanju,
smo poleg $tirih gojis¢ (Sauboraud maltose agar, krvni agar, YGC, Brean-Hearth broth),
dodajali Se dodatek kave in mleka. Prav tako smo vzporedno pripravili tudi eksperiment, kako
razli¢ne koncentracije dodatkov kave in mleka vplivajo na rast. Ker smo dobili razrast kolonij
na skoraj vseh petrijevkah, njihove morfoloske lastnosti pa so se med seboj razlikovale, smo
opravili tudi biokemijske in morfoloske teste identifikacije C. albicans. Katalazno pozitivne

kolonije smo preverili pod mikroskopom z obarvanjem preparatov z metilenskim modrilom.

Ceprav je znano, da je kandida del obi¢ajne mikroflore ¢loveka, je bil najteZji del naloge
ravno vzgojiti le-to na gojiscu. Vse osebe so imele le sum na to, da imajo kandidozo, kajti za
to niso opravili direktnih testov. Bris smo vzeli §tirim razliénim osebam ter kvasovke gojili na
ve¢ kot petdesetih petrijevkah. Na koncu smo C. albicans identificirali le na eni od teh.
Potrdili smo jo na podlagi pozitivnega katalaznega testa in morfoloSkih znacilnosti, vidnih

pod 400x povecavi mikroskopa.

Da smo zavrgli sum na razrast kakrSnekoli vrste bakterij, smo uporabili selektivno gojisce
PDA z antibiotikom kloramfenikolom. Temu smo dodali defibrinogenizirano ov¢jo kri, saj
smo ugotovili, da kandida na krvnem agarju najbolje uspeva. Priprava gojis¢a je zahtevala
veliko natancnosti in hitrega dela. Pozorni smo morali biti na temperaturo gojisc¢a preden smo

mu dodali kri, saj se gojisce s segrevanjem do 40 °C ne utekocini, ov¢ja Kri pa pri temperaturi
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nad 45 °C koagulira. Za pripravo gojis¢a in nato prelivanje smo morali torej loviti

temperaturo okrog 42 °C.

Razrast kulture na petrijevki s PDA krvnim agarjem, kjer smo izolirali in identificirali C.
albicans, je bila dovolj velika, da nam je ni bilo treba ponovno namnozevati. Tako smo se
lahko takoj lotili izvedbe metode difuzijskega antibiograma. Najprej smo pripravili perkolate
rastlinskih pripravkov. Perkolacija je trajala toliko ¢asa, dokler niso kapljice prenehale
kapljati v ¢aso pod perkolatorjem. Tu smo se sprasevali ali bi bila ekstrakcija uspesnejsa, ce
bi bioloski material (zeleni ¢aj, zdrobljene peske grenivke) zalili z vroco vodo. Mi smo se

namre¢ odlocili, da bomo bioloski material zalili s toplo vodo, okrog 35 °C.

Za izvedbo difuzijskega antibiograma smo uporabili krvni agar, saj se je C. albicans na njem
najbolje razrasla. Najvecjo tezavo nam je pri antibiogramu predstavljala razrast C. albicans, Ki
ni bila tako konfluentna, kot smo zeleli. Vendar, ¢e bi na gojis¢e nanesli ve¢ kot 2 mL
suspenzije, bi diski plavali nad gojis¢em in uéinkovine ne bi enakomerno difundirale v
gojisc¢e. Verjetno smo pripravili prenizko koncentrirano suspenzijo s celicami kvasovk za
razmaz po gojis¢u za antibiogram. Zato tudi razrast ni bila popolnoma strnjena oz.
konfluentna. Poleg tega pa bi bilo potrebno v bodoc¢e gojis¢u dodati Se 5 % ekstrakta kave na

celoto gojisc¢a kot dodatnega stimulansa rasti.

Skozi celotno laboratorijsko delo bi se morale zavzemati za boljSe slike, da bi bile kolonije in
njihova porast lepSe vidne, predvsem pa pri difuzijskem antibiogramu, da bi bile inhibicijske
cone opaznejSe. Prav tako bi v prihodnje morale dobiti vzorce vecih oseb s sumom na
kandido, saj bi bili rezultati bolj podrobni in reprezentativni, vendar smo Ze zdaj imele teZavo

najti prostovoljce s sumom na okuzbo s kandido.
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6 ZAKLJUCEK

Z raziskovalno nalogo smo postavili nekaj delovnih hipotez. Na osnovi literature, da je gliva
C. albicans del normalne flore pri ¢loveku, smo sklepali, da bomo vzorce za identifikacijo
Ciste kulture lahko pridobili z brisom ustne votline. Hipotezo lahko potrdimo, saj smo na
koncu iz brisa ene osebe uspeli izolirati in identificirati omenjeno biokulturo in na njej izvesti

metodo difuzijskega antibiograma.

Naslednjo hipotezo, kjer smo domnevali, da bosta kava in mleko kot dodatek gojiscu
omogocila boljso rast kvasovke C. albicans lahko delno potrdimo, vendar se razrast razlikuje
po koli¢ini dodanih spodbujevalcev rasti. Opazili smo tudi, da je pri veéini oseb kava (5%
dodatka ekstrakta kave) pozitivno vplivala na razrast kulture. Pri dodatku mleka ni bilo

izjemnih rezultatov rasti kvasovk.

Na$o hipotezo, da bomo kvasovko C. albicans lahko identificirali na podlagi enostavnega
barvanja z metilenskim modrilom ter mikroskopiranja in ugotavljanja aktivnosti encima
katalaze, lahko delno sprejmemo. Po prvi nacepitvi smo na koloniji vsake izmed petrijevk
izvedli katalazni test in obdrzali le katalazno pozitivne kolonije, saj smo Vv literaturi zasledili,
da so celice kvasovk C. albicans katalazno pozitivne. Po opravljenem biokemijskem testu
smo kolonije iz preostalih petrijevk fiksirali na objektno steklo in jih enostavno pobarvali z
metilenskim modrilom ter opazovali celice kvasovk poobliki in velikosti. Po izvajanju teh
dveh identifikacijskih metod, nam je ostalo 20 petrijevk. Kolonije iz teh petrijevk smo najprej
prenesli v fizioloSko raztopino, jih stresali, nato pa prenesli na nova gojis¢a PDA z dodatkom
antibiotika kloramfenikola in dodatkom 5 % krvi. PDA gojiscu, ki je gojisce za razrast gliv
smo dodali antibiotik, da bi preprecil rast bakterij, kri pa smo dodali, da bi se priblizali
naravnim pogojem rasti ze omenjene kvasovke. Po tridnevni inkubaciji sta nam preostali le Se
dve petrijevki, porasli z belimi okroglimi kolonijami. Prisotnost glive C. albicans smo s
pomoc¢jo mikroskopiranja dokazali samo $e na eni petrijevki. Kolonije iz petrijevke, na kateri
smo dokazali prisotnost kandide, smo uporabili za nadaljna testiranja z diski za difuzijski

antibiogram.

Hipotezo, da bodo perkolat grenivkinih pesk, perkolat zelenega ¢aja in vodni ekstrakt

propolisa na rast kvasovke C. albicans ucinkovali zaviralno, lahko delno potrdimo.
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Pricakovali smo, da bodo vse tri u¢inkovine delovale zaviralno. Perkolat zelenega Caja ni
zaviral rast kandide. Zaviralen ucinek je bil prisoten pri ekstraktu grenivkinih pesk, najbolj pa

pri propolisu, pri katerem so bile inhibicijske cone najvecje.

Skozi raziskovalno nalogo smo dokazali, da je pot do izolacije ¢iste kulture C. albicans
kompleksna ter zahteva veliko razli¢nih metod laboratorijskega dela. Ob koncu eksperimenta
lahko potrdimo, da je C. albicans mozno kultivirati na PDA krvnem agarju z dodatkom
antibiotika kloramfenikola. Rast pa lahko Se dodatno vzpodbudimo z dodatkom vsaj 5%
dodatka ekstrakta kave gojis¢u. Kvasovka je precej agresivna, saj so izbrane antimikoti¢ne
ucinkovine v najboljSem primeru delovale zaviralno na rast, a je niso popolnoma preprecile.
Pri zelenem caju, ki ni deloval zaviralno, so se kolonije razrasle popolnoma do diska, vecje
inhibicijske cone pa smo zabelezili pri perkolatu grenivkinih pesk in Se vecje pri ekstraktu

propolisa.

Na podlagi rezultatov, osebam, ki trpijo za kandidozo sluznic, odsvetujemo uZivanje kave, Saj

je pri nekaterih osebah pozitivno vplivala na razrast C. albicans.

Po rezultatih difuzijskega antibiograma pa lahko za zdravljenje kandidoze (v primeru koznih
in sluzni¢nih okuzb) svetujemo zunanjo uporabo vodne suspenzije propolisa ali perkolata

grenivkinih pesk, saj zavirata rast kandide.
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Pridobljeno 10. marca 2020 s https://www.gorenjske-lekarne.si/svetovanje-clanek/zeleni-

caj.
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