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APSTRAKT

Gljive su poslednjih decenija postale jedan od vodecih uzro¢nika bolesti kod
ljudi. Obzirom na opSteprisutnost u vazduhu i Zivotnom prostoru (indoor i outdoor),
gljive su Cesti izazivaci gljivicnih oboljenja gornjih 1 donjih partija respiratornog trakta
(RT) gde dovode do hroni¢nih oboljenja. Gljive prisutne u prasini i vazduhu bolesnickih
soba, klima uredajima, vodovodnim cevima i vlaznim zidovima kupatila, predstavljaju
vazan rezervoar infekcije. Lako se $ire putem vazduha i imaju sposobnost da prodru do
najnizih delova donjih partija RT, ili da se zadrze u sinusnim Supljinama. Gljivicne
spore dimenzija 10 do 100 pum bivaju zaustavljene u sinusima, nosnom kavumu,
farinksu i larinksu i na ovim mestima stvaraju depozite. U RT vladaju tamni, topli i
vlazni uslovi koji predstavljaju idealne uslove za razmnozavanje plesni u plué¢ima.
Najces¢i "outdoor" izolati gljiva su vrste roda Aspergillus, Penicillium i Cladosporium,
dok su naj¢es¢i "indoor" izolati gljiva vrste roda Stachybotris, Fusarium i Rhodotorula.
IzloZenost ljudi "indoor" i "outdoor" gljivicnim sporama u vazduhu je neizbezna, a
inhalacija spora gljiva je jedan od ,,okidaca* za nastanak imunopatoloskih procesa u RT,
koji moze biti u vidu alergijske reakcije ili infekcije. Gljive koje uzrokuju oboljenja
ljudi se mogu podeliti na dve kategorije prema patogenom potencijalu: oportunisticke i
striktno patogene. Najces¢i izazivadi gljiviénih infekcija (GI) RT su oportunisticke
plesni.

Brzo i tatno dokazivanje prisustva gljiva u donjim i gornjim partijama RT je
veoma vazno zbog pravovremene primene terapije, skracenja trajanja bolesti, snizavanja
procenta nastanka komplikacija i spre¢avanja razvoja invazivnih Gl (IGI). Dijagnoza Gl
RT zavisi od brojnih faktora kao §to su stru¢nost klini¢ara da pravovremeno posumnja
na GI, pravilno odabran i uzorkovan klini¢ki materijal, vreme potrebno od uzorkovanja
do rezultata i senzitivnosti (Sn) i specifi¢nosti (Sp) postojecih dijagnostickih testova.
Kultivacija klini¢kih uzoraka iz gornjih i donjih partija RT predstavlja "zlatni standard"
za dijagnozu GI. Senzitivnost mikoloskih metoda za detekciju gljiva varira od vrste i
kvaliteta uzorka, prethodne obrade uzorka i iskustva i veStina laboranta i lekara.
Prednost kultivacije je moguénost izolacije, identifikacije uzro¢nika GI i izrada testa
osetljivosti gljiva na antimikotike. lako se gljive mogu izolovati iz nazalnog sekreta
zdravih ljudi, njihovo prisustvo u nazalnom sekretu ne predstavlja uvek dijagnosticki

kriterijum za dijagnozu Gl u gornjim partijama RT. Standardna mikrobioloska analiza
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klinickih uzoraka gornjih partija RT u cilju detekcije gljiva i bakterija podrazumeva: (i)
uzimanje brisa sluznice nosa kojim se uzorkuje nazalni sekret sa sluzokoze nosa, (ii)
zasejavanje ovog klinickog materijala na hranljive mikrobioloske podlogame i (iii)
makroskopska i mikroskopska identifikacija izolovanog mikroorganizma. Bris, kao
nesenzitivna 1 nespecificna metoda za detekciju gljiva u sinusima, sa niskom
pozitivnom i negativnom prediktivnom vrednoséu (PPV/NPV), ali ujedno
konvencionalna "standardna metoda", je vodeci problem u dijagnostici Gl sinusa. Nizak
procenat detekcije gljiva u brisu u cilju dijagnostike GI sinusa je pokazao loSu
korelaciju sa klini¢kim i radioloskim nalazima pacijenata sa sumnjom na gljivi¢ni
rinosinuzitis (GRS). Kako je pokazano da je bris nerelevantna metoda za detekciju
gljiva u gornjim partijama RT, od velikog klinickog znacaja je razvijanje novih metoda
za detekciju gljiva u sinusima. Dijagnosticke metode koje se primenjuju za uzorkovanje
I obradu Klinickog materijala iz donjih partija RT kod pacijenata sa sumnjom na
prisustvo gljiva u plu¢ima, predstavljaju odliCan model za formiranje i evaluaciju
dijagnostickih metoda za detekciju gljiva u gornjim partijama RT. Po modelu indukcije
sputuma, mucin i/ili sinonazalni sekret koji oblaze sinusne Supljine moze biti indukovan
primenom mukoliticke supstance (7% NaCl). Hipertoni¢ni NaCl smanjuje viskoznost
purulentnog mukusa, povecava aktivnost cilija gornjih partija RT, brzinu kretanja
mukusa kroz sinuse i olakSava izbacivanje sadrzaja. Na slican nacin kao S§to se vrsi
izbacivanje 1 uzorkovanje indukovanog sputuma, moze biti izvrS§ena metoda indukcije
sinonazalnog sekreta uz lavazu (ISNS L) izbacivanjem 1 kolekcijom direktno na
hranljivu podlogu ¢ime se smanjuje mogucénot kontaminacije plesnima iz vazduha.
Takode, po modelu bronhoskopije, gde se pod sterilnim uslovima aspirira/uzorkuje
sadrZaj iz bronhija, ISNS iz sinusa moze biti aspiriran (ISNS_A).

Obzirom da imaju filamentoznu gradu, gljive se na mukozi sinusa "ugrade” u
mucin ili tkivo nazalnih polipa (NP), ¢ime je njihovo ekstrahovanje otezano, a izolacija
gljiva iz takvog sadrzaja onemogucéena. Postojeci protokoli za obradu BAL-a i sputuma,
mogu biti modifikovani i primenjeni na mucin i ISNS iz sinusa. Primena novih
protokola za pravljenje jednocelijske suspenzije od tkiva NP bi znac¢ajno mogli da
povecaju Sn/Sp standardnih culture metoda za detekciju i izolaciju gljiva.

KoriS¢enje jednostavnih, jeftinih i1 reproducibilnih dijagnostickih modela za

detekciju gljiva u donjim partijama RT za formiranje novih dijagnosti¢kih modela za
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uzorkovanje klinickog materijala iz gornjih delova RT i detekciju gljiva, moze imati
znacajne implikacije na utvrdivanje znacaja prisustva gljiva u sinusima u fizioloskim i
patoloskim uslovima, a time pravovremenu dijagnozu GRS i sprecavanje razvoja
alergijskih reakcija na prisustvo plesni ili IGI. Novija istrazivanja bi trebalo da se
fokusiraju na razvoj i standardizaciju novih i pouzdanih metoda za indukciju,
uzorkovanje, i obradu ISNS_L i ISNS_A iz sinusa kod pacijenata sa sumnjom na Gl u
gornjim partijama RT, a u cilju rane i pravovremene dijagnoze.

Osnovni cilj istrazivanja je evaluacija novo-formiranih metoda za: (i) ISNS uz
lavazu i aspiraciju sekreta, (ii) obradu NP do jednocelijske suspenzije i (ii) interpretacija
nalaza gljiva u fizioloskim i patoloskim stanjima kod pacijenata sa hroni¢nim
rinosinuzitisom (HRS). U periodu od 01.02.2012. do 01.08.2014. uradena je hibridna
studija, kombinacija: (i) klini¢kog eksperimenta i (ii) studije serije slucajeva. Planirano
je da se evaluacija metode ISNS izvrsi na svim studijskim pacijentima, medutim zbog
opseznosti NP i indikovanog FESS-a kod odredenog broja pacijenata, metodoloski su
podeljeni u dve grupe. Studija je izvedena na grupi operisanih pacijenata sa HRS (grupa
FESS) i1 grupi neoperisanih pacijenata (grupa HRS). Grupu FESS su ¢inili pacijenti koji
su bili operisani putem FESS-a zbog prisustva NP i to pacijenti koji su prvi put imali
operaciju (pFESS grupa) i pacijenti koji su prethodno imali bar jednu operaciju sinusa
(reFESS grupa). Grupu HRS su ¢inili: (i) pacijenti kod kojih nije izvrSen pretretman
(PT) i toaleta nosnog kavuma pre primenjenih metoda uzorkovanja; (ii) pacijenti kod
kojih je izvrSen PT i toaleta nosnog kavuma pre primenjenih metoda uzorkovanja i (iii)
pacijenti koji su prosli samo prvu klini¢ko-epidemiolosku fazu studije, bez druge faze
koju su ¢inile mikoloske 1 radioloske analize.

Primenom 1 evaluacijom klini¢kih 1 alergoloSko-rinoloskih kriterijuma je
izvrSena selekcija HRS pacijenata 1 odredena teZzina HRS, a na osnovu kriterijuma
,»dokazane® gljive u sinusima i izvrSene regresione analize je izdvojeno 10 kriterijuma
koji vrse predikciju GRS (GRSindex2). Za svaki kriterijum je oformljen sistem bodovanja
za definisanje ,,major* (GRSindex2) i ,,minor< kriterijuma (GRSingex1). Pokazane su
sledece prevalencije za Republiku Srbiju: HRS (13.8%), NP (4.2%), FRS (2.8%),
alergijski GRS/AGRS (1.5%), nealergijski GRS (1.3%) i invazivni GRS (0%) kod
grupe HRS pacijenata.



Optimizovan je protokol za uzorkovanje i obradu: (i) tkiva - metoda
jednocelijske suspenzije NP i (ii) sekreta/mucina - ISNS_A, ISNS_L i ISNS_komb
(ISNS_A i ISNS_L istovremeno). Visok procenat nalaza gljiva je utvrden primenom
metode za obradu jednocelijske suspenzije do NP kod reFESS pacijenata (42.1%),
ISNS_L sa PT kod neoperisanih pacijenata (24.5%) i jednocelijske suspenzije NP kod
PFESS pacijenata (23.2%), a nizak kod neoperisanih pacijenata primenom ISNS_A sa
PT (10%) i kod neoperisanih pacijenata primenom brisa nosnog kavuma sa PT (5.3%).

U odnosu na 10 izdvojenih kriterijuma koji vrSe predikciju GRS (GRSindex) i
rezultata metoda ISNS (prisustvo gljiva u sinusima) izvrSena je evaluacija ISNS
metoda. Najvise vrednosti Sp/Sn su pokazane za ISNS_komb metod kada je primenjen
PT (89%; 96%), a najvise PPV/NPV su pokazane za ISNS_komb metod (94%; 93%) i
ISNS_L metod (93%; 87%) kada je primenjen PT. PredloZeni protokol za obradu ISNS
omogucava ekstrakciju gljiva iz mukopurulentnog sekreta kod pacijenata sa GRS i time
bolju detekciju i izolaciju gljiva. Predlozeni protokol za obradu tkiva NP do
jednocelijske suspenzije povecava verovatnocu izolacije gljiva iz NP. IzvrSena je
klasifikacija nalaza gljiva u sinusima na fizioloski nalaz (kolonizacija/mikrobiom
sinusa) i patoloski nalaz, a na osnovu: (i) pozitivnih nalaza gljiva u sinusima primenom
metode brisa nosnog kavuma, ISNS_L, ISNS_A i/ili ISNS_komb i (ii) definisanog
GRSindexz: (1) fiziolosko stanje (kolonizacija/mikobiom): jedan pozitivan nalaz gljiva u
brisu nosnog kavuma; (ii) patolosko stanje: jedan pozitivan nalaz gljiva u sinusima
primenom metoda jednocelijske suspenzije ili ISNS_A ili ISNS_komb ili dva uzastopna
pozitivna nalaza gljiva u sinusima ISNS_L metodom. Kod operisanih pacijenata sa NP,
primenom jednocelijske suspenzije, dokazano je 13 izolata: Aspergillus flavus (8/13),
A. niger (4/13) i Alternaria (1/13), a kod neoperisanih HRS pacijenata, primenom
ISNS_komb metode, dokazano je 57 izolata iz 6 rodova. Utvrdene vrste gljiva se nisu
razlikovale u fizioloSkim i patoloSkim stanjima, osim za A. fumigatus koji je znacajno
dominirao kod pacijenata sa AGRS.

Kljuéne reci: Gljive, fungalni rinosinuzitis, hroni¢ni rinosinuzitis, nazalna polipoza,
metode, indukcija sinonazalnog sekreta, aspiracija, lavaza, jednocelijska suspenzija
Naucna oblast: Mikrobiologija

UZa naucna oblast: Mikologija
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ABSTRACT

In recent decades fungi become one of the leading causes of disease in humans. Given
fungi are widespread in the air and in the living space (indoor and outdoor), fungi are
commonly cause fungal infections (FI) of the upper and lower respiratory tract (RT)
which lead to chronic infection. Fungi are present in dust and air of hospital rooms, air
conditioning and damp walls bathrooms, represent an important reservoir of infection. It
is easily spread through the air and have the ability to penetrate to the lowest parts of the
RT, or to be kept in the sinus cavities. Spore sized 10 to 100 microns are stopped in the
sinuses, nasal cavity, pharynx and larynx and in these places create deposits. The RT
ruled dark, warm and moist conditions that are ideal for the propagation of fungi in the
lungs. The most common outdoor isolates of fungi are Aspergillus, Penicillium and
Cladosporium, whereas the most common outdoor isolates are Stachybotris, Fusarium
and Rhodotorula. Human exposure to indoor and outdoor fungal spores in the air is
inevitable and the inhalation of fungal spores is one of the "trigger" for the development
of immunopathological processes in the RT, which can be in the form of allergic
reactions or infection. Fungi that cause diseases in humans can be divided into two
categories according to the pathogenic potential: opportunistic and strict pathogens. The
most frequent causes of FI of RT are opportunistic molds.

Detection of fungi in RT is crucial for timely initiation of therapy and positive outcome.
Diagnosis of FI in RT depends on numerous factors such as the expertise of clinicians to
make timely suspects Fl, properly selected and sampled clinical material, the time
required from sampling to results and sensitivity (Sn) and specificity (Sp) of existing
diagnostic tests. Cultivation of clinical samples from the upper and lower parts of the
RT is the "gold standard" for diagnosis of FI. Sn of mycological methods for the
detection of fungus varies with the type and quality of the sample, the pretreatment of
the sample and the experience and skills of laboratory technicians and doctors. The
advantage of cultivation is isolation and identification of antigen and possibility for
testing of antifungal susceptibility.

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

invasive FI (IFI). Although the fungus can be isolated from nasal secretions of healthy
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people, their presence in nasal secretions is not always diagnostic criteria for the
diagnosis of FI. Standard microbiological analysis of clinical samples of upper parts of
RT for detection of fungi and bacteria include: (i) taking a swab of nasal mucosa, (ii)
cultivation on nutrient media and (iii) macroscopic and microscopic identification of the
isolated microorganisms. Smear as insensitive and nonspecific methods for the
detection of fungi in the sinuses, with a low positive predictive value (PPV), but also
conventional "standard method", is the leading problem in diagnosis of FI of sinuses.
The low percentage of detection of fungi in swab showed poor correlation with clinical
and radiological findings of patients with suspected fungal rhinosinusitis (FRS). The
development of new methods for detection of fungi in the sinuses is of great clinical
importance. Diagnostic methods used for sampling and processing of clinical material
from the lower parts of RT in patients with suspected presence of fungi in the lungs,
represent an excellent model for the formation of diagnostic methods for the detection
of fungi in the upper parts of RT. According to the model of induction of sputum, mucin
and/or sinonasal secretion that coats the sinus cavity can be induced by using mucolytic
substances (7% NaCl). Hypertonic NaCl reduces the viscosity of purulent mucus,
increases the activity of the cilia of upper parts of the RT, the speed of movement of
mucus through the sinuses and facilitates ejection content. In a similar manner, ejecting
and induced of sinonasal secret can be performed by lavage (ISNS_L) and collection
directly into the nutrient medium which reduces possibility of contamination by mold
from the air. Also, the model of bronchoscopy, where is aspirated/sampled the contents
of the bronchi under sterile conditions, ISNS from the sinuses can be aspirated
(ISNS_A).

Fungi on the mucosa of the sinuses are incorporated in mucin or tissue of nasal polyps
(NP), which makes their extraction difficult and the isolation of fungi from such content
is disabled. Existing protocols for the treatment of BAL and sputum can be modified
and applied to the mucin and ISNS from the sinuses. The application of new protocols
for making single-cell suspensions (SSS) of tissue NP could significantly increase the
Sn/Sp of standard culture method for the detection and isolation of fungi.

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

significance of the presence of the fungus in the sinuses in physiological and
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pathological conditions, as well as for timely diagnosis of FRS and prevention and
development of allergies or IFI. Recent research should focus on the development and
standardization of new and reliable methods for induction, sampling, and processing of
ISNS_L and ISNS_A from the sinuses of patients with suspected FI in the upper parts
of RT, with the aim of early and timely diagnosis.

The main objective of the research was to evaluate the newly formed methods for: (i)
ISNS with lavage and aspiration of secretions, (ii) processing of NP to SSS and (ii)
interpretation of the findings of fungi in physiological and pathological conditions in
patients with chronic rhinosinustitis (CRS).

In the period from 01.02.2012 to 01.08.2014 hybrid study was carried out, the
combination of: (i) clinical experiment and (ii) a case-series. It is planned that the
evaluation methods ISNS performed in all study patients, however, due to the extensive
process of NP or induced FESS a certain number of patients, methodological were
divided into two groups. The study was performed on a group of treated patients with
CRS (FESS group) and a group of conservatively treated patients (group CRS). FESS
group consisted of patients who were operated by FESS because of the presence of NP.
CRS group consisted of: (i) patients who did not performed pretreatment (PT) of nasal
cavum before sampling method is applied; (ii) patients who have undergone PT and
toilets of nasal cavum before the sampling method is applied and (iii) patients who
finished only the first phase of clinical and epidemiological studies, without second
phase consisting of mycological and radiological analysis.

Implementation and evaluation of clinical and allergy-rhinologic criteria selected HCRS
patients and specific CRS scoring system has been created, based on the criteria of
"proven" fungi in the sinuses and the regression analysis which releaved 10 criteria
important for prediction of FRS (FRSindex). Scoring system consists of "major"
(FRSindex2) and "minor" criteria (FRSindex1).

It is shown next prevalence: CRS (13.8%), NP (4.2%), FRS (2.8%), AFRS (1.5%), non-
allergic FRS (1.3%) and invasive FRS 0% in the group of CRS patients.

Next protocol for sampling and processing are optimized: (i) tissue - method SSS and
(if) secretion/mucin - ISNS_A, ISNS_L and ISNS comb (ISNS_A and ISNS L
simultaneously). A high percentage of finding of the fungi is determined by using SSS
in reFESS patients (42.1%), ISNS_L with PT in conservatively treated patients (24.5%),
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SSS in pFESS patients (23.2%) and low by using ISNS_A in conservatively treated
patients with PT (10%) and by swab with PT (5.3%) in conservatively treated patients.

Performed new ISNS methods were evaluated by comparation of 10 criteria that
perform prediction of FRS (FRSindex) and the results of the methods of ISNS (presence
of fungi in the sinuses). The highest values of Sp/Sn are shown in ISNS_comb method
with PT (89%; 96%) as well as highest value of PPVV/NPV are shown for ISNS_comb
method (94%; 93%) and ISNS_L method (93%; 87%) with PT. The proposed protocol
for ISNS allows the extraction of fungi from muco-purulent secretion in patients with
FRS for improved detection and isolation of fungi. The proposed protocol for the
treatment of NP tissue to SSS increases the likelihood of isolation of fungi from the NP.
The classification of the findings of the fungi in the sinuses is done on: (i) physiological
findings (colonization/microbiome of sinuses) based on one positive finding of fungi in
the sinuses by swab and (ii) pathological findings based on one positive finding of fungi
in the sinuses using SSS or ISNS_A or ISNS_comb or two consecutive positive findings
of fungi in the sinuses by ISNS_L method. In patients with NP 13 isolates of
Aspergillus flavus (8/13), A. niger (4/13) and Alternaria (1/13) are isolated by using of
SSS. In CRS patients treated conservatively, 57 isolates from 6 genera are isoalted by
using of ISNS_comb method. Identified fungal species did not differ in physiological
and pathological conditions, except for A. fumigatus, which is significantly dominated

in patients with allergic fungal rhinosinusitis (AFRS).

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

induction of sinonasal secretion, aspiration, lavage, single-cell suspension.
Scientific field: Microbiology

Scientific area: Mycology
UDK number: 4600/16
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SPISAK SKRACENICA

ABPA, alergijska bronhopulmonarna
aspergiloza

AGRS, alergijski gljiviéni rinosinuzutis
Al, intolerancija na aspirin

At, antitelo

BAL, bronhoalveolarni lavat

BLF, blankofor

BSN, bris sluznice nosa

CDA, hrom agar

CT, kompjuterizovana tomografija

Dg, dijagnoza

DMP, direktni mikroskopski preparat
DTM, dermato-test medium

EIA, enzyme immunoassay

ELISA, enzyme-linked immunosorbent
assay

Eo, eozinofili

FESS, funkcionalna endoskopija sinusa
FESSE-, operisani pacijenti sa
negativnim nalazom gljiva

FESSk+, operisani pacijenti sa
pozitivnim nalazom gljiva

F, gljive/fungi

Gl, gljivi¢na infekcija

GRS, gljivi¢ni rinosinuzitis = FRS,
fungalni rinosinuzitis

GRSindex, kriterijumi za predikciju GRS
H&E, hematoksilin eozin bojenje
HRS, hroni¢ni rinosinuzitis

HRSk., HRS pacijenti bez pozitivnog
nalaza gljiva (sa i bez PT)

HRSk+, HRS pacijenti sa pozitivnim
nalazom gljiva (sa i bez PT)

HRSpt-, HRS pacijenti bez PT
HRSpt-F-, HRS pacijenti bez PT i sa
HRSpt-F+, HRS pacijenti bez PT i sa

HRSpt+, HRS pacijenti sa PT
HRSpT+F-, HRS pacijenti sa PT i
negativnim nalazom gljiva
HRSpT+F+, HRS pacijenti sa PT i
pozitivnim nalazom gljiva

IA, inhalatorni alergeni

IgE, imunoglobulin E

IGI, invazivna gljivi¢na infekcija
ISNS, indukcija sinonazalnog sekreta
ISNS_A, ISNS i aspiracija
ISNS_komb, ISNS_A i 2x ISNS_L
ISNS_L, ISNS i lavaza

KA, krvni agar

KOH, kalijum hidroksid

LCB, Lacto phenol cotton blue boja
MR, magnetna rezonanca
negativnim nalazom gljiva

NP, nazalni polipi

NPV, negativna prediktivna vrednost
PCR, polymerase chain reaction
PDA, potato dekstroni agar

CA, Czapek agar

pFESS, prvi FESS

PH, patohistologija

pozitivnim nalazom gljiva

PPV, pozitivna prediktivna vrednost
PT, pretretman

reFESS, vise od 1 prethodni FESS
RT, respiratorni trakt

Rtg, rendgen

SDA, Saburo dekstrozni agar

SIgE At, specifi¢na IgE At

SPT, kozne probe (skin prick test)
UZ, ultrazvuk

VAS, vizuelno analogna skala
VRP, visoko rizi¢ni pacijenti
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1.1. Medicinski znacajne gljive

Gljive su ubikvitarni eukariotski mikroorganizmi koji opstaju i kao saprofiti i kao
invazivni mikroorganizmi u tkivima ljudi i biljaka. Poslednjih decenija, gljive su postale
jedan od vodeéih uzrocnika bolesti kod ljudi (Portnoy i sar., 1993; Ebbens i sar., 2007).
Obzirom na opSteprisutnost rezervoara gljiva u vazduhu i zivotnom prostoru (indoor i
outdoor), gljive su Cesti izazivaci gljiviénih oboljenja gornjih i donjih partija respiratornog
trakta (RT), a zbog svoje specificne grade i neefikasnosti humanog imunoloskog odgovora,
za razliku od bakterija i virusa, ¢esto dovode do hroni¢nih infekcija RT. Do skoro, najc¢es¢im
uzro¢nicima oboljenja gornjih i donjih puteva RT smatrane su bakterije i virusi (Bosch i sar.,
2013). Medutim, poslednje dve decenije, kako su se razvijale metode za uzorkovanje i
izolaciju gljiva, a samim tim sprovoden i sve veéi broj istrazivanja, gljivama se daje sve veci
znaCaj U oboljenjima gornjih i donjih partija RT, posebno u alergijskim i

imunokompromitovanim stanjima (Ebbens i sar., 2007).

1.1.1. Podela gljiva - Indoor i outdoor gljive u vazduhu

Kod imunokompromitovanih pacijenata, gljive prisutne u prasini i vazduhu
bolesnickih soba, klima uredajima, vodovodnim cevima i1 vlaznim zidovima kupatila ili

suvom cvecu i hrani, predstavljaju vazan rezervoar infekcije (tabela 1) (Pana i sar., 2014).

18



Tabela 1. Podela indoor gljiva prema nivou vlage materijala koji nastanjuju

A) Veoma vlazna sredina

Rod/vrsta

Kupatila
Vodovodne cevi
Vlazni zidovi

Kuvano povrée

Alternaria alternata
Aspergillus fumigatus
Epicoccum spp.
Exophiala spp.
Fusarium moniliforme
Mucor plumbeus
Phoma herbarum
Phialophora spp.
Rhizopus spp.
Stachybotrys chartarum (S. atra)
Trichoderma spp.
Ulocladium consortiale
Rhodotorula spp.
Sporobolomyces spp.

B) Umereno vlazna/suva sredina

Rod/vrsta

Zemlja
Namestaj
Kuéno cvece

Aspergillus flavus

Aspergillus versicolor
Cladosporium cladosporioides
Cladosporium herbarum
Cladosporium sphaerospermum
Mucor circinelloides

Rhizopus oryzae

C) Prasina i vazduh

Rod/vrsta

Gradevinski materijali
Klime
Suve biljke

Alternaria citri

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

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

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

Copenhagen, Denmark



1.1.2. NajceS¢e oportunisticke i striktno patogene gljive uzrocnici respiratornih infekcija

Gljive predstavljaju taksonomsko carstvo sastavljeno od eukariotskih organizama.
Imaju Sirok morfoloski diverzitet veli¢ine od jednocelijskih do visecelijskih. Postoje u formi
mikrogljiva (vidljive samo mikroskopski) i u formi makrogljiva. Identifikovano je oko
69.000 rodova, 1.5 milion vrsta (Ryan KJ i Ray CG, 2004; Bernstein i sar., 2012) i preko 100
razli¢itih sojeva kod pojedinih vrsta (San-Blas i Calderone, 2008). Motfoloski se dele na
kvasnice i plesni, a medicinski znacajne plesni se nalaze u 3 razdela (Phylum):
(1) Zigomycotina,
(it) Ascomycotin i
(iii) Basidiomycotina.
Filamentozne plesni su najceS¢e saprofitni ili simbiotski mikroorganizmi, ali postoje vrste

koje su striktno ili oportunisticki patogeni i one su od najveceg znacaja za humanu medicinu

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

Tabela 2. NajceSc¢e oportunisticke i striktno patogene gljive uzro¢nici infekcija RT

KOSMOPOLITSKE VRSTE* ENDEMSKE VRSTE**

B) TAMNE PLESNI D) BIFAZNE GLJIVE

A) HIJALINE PLESNI (BLACK MOLDS) C) KVASNICE
Aspergillus fumigatus Alternaria alternata Cryptococcus spp. Histoplasma capsulatum
Aspergillus flavus Bipolaris spp. Pneumocystis spp. Blastomyces dermatitidis
. . Cladosporium sp. Coccidioides immitis
Aspergillus niger ..
cladosporioides sp.
Aspergillus nidulans Curvularia geniculata
Chrysosporium zonati Curvularia lunata
Fusarium solani Scopulariopsis brevicaulis
Fusarium oxysporum Stachybotrys chartarum

Penicillium chrysogenum
Schizophyllum commune
Absidia corymbifera
Mucor spp.
Rhyzopus oryzae

*QOportunisticke vrste; **Striktno patogene vrste. Reference: Ryan KJ i Ray CG, 2004; San-Blas i Calderone,
2008

Ciklus razmnozavanja pojedinih gljiva ima dve faze: seksualni i aseksualni. Gljive koje se
reprodukuju seksualnim putem se nazivaju "fungi perfecti” i one su telemorfne. Reprodukcija

gljiva rezultuje formiranjem seksualnih spora (San-Blas i Calderone, 2008). Gljive koje se
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razmnozavaju isklju¢ivo aseksualno su klasifikovane kao "fungi imperfecti” (San-Blas i
Calderone, 2008; Bernstein i sar., 2012). Gljive koje se razmnozavaju asecksualno su
anamorfne i ovaj proces rezultuje produkcijom konidija.

Sirenje gljiva se vrsi putem seksualnih spora i aseksualnih konidija. U zavisnosti od
vrste variraju u veli¢ini (2-70 um), obliku (sferne, koke, lanci), a njihov fenotip moze biti
koriS¢en za diferencijaciju vrsta (Park i sar., 2004). Zbog svoje veliCine, specificne grade i
ubikvitarnosti u prirodi, lako se Sire putem vazduha i imaju sposobnost da prodru do najnizih
delova donjih partija RT, ili da se zadrze u sinusnim Supljinama. Gljive koje imaju male
spore/konidije imaju sposobnost da inhalacijom budu unesSene do najudaljenijih segmenata
donjih partija RT (alveola i bronhiola). Veé¢ina spora/konidija se zadrzava na nivou bronhija

ili nosa/sinusa zahvaljujuci trepljastim epitelnim ¢elijama (slika 1).

) - TaloZenje u
Inhalacija e alveolama i
gljivicnih = bronhiolama
spora :

Diseminacija u
krvotok i centralni
nervhi sistem

o -~
=~ Reprezentativan

uzorak za
detekciju gljiiva

Rezervoari gljiva

A
Slika 1. Inhalacija gljivi¢nih spora iz Zivotnog okruZenja

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

Veli¢ina gljivicnih spora varira u zavisnosti od vrste, a od veli€ine spora zavisi primarno
mesto kolonizacije RT gljivama. Partikule dijametra do 10 um prolaze gornje partije RT i
zaustavljaju se u gornjim delovima pluca, najcesc¢e u bronhijama, dok najsitnije Cestice (5-1
um) prodiru do najnizih partija pluca, do bronhiola i alveola (Park i sar., 2004). U RT vladaju
tamni, topli i vlazni uslovi koji predstavljaju idealne uslove za razmnoZzavanje plesni U

plu¢ima (tabela 3) (Nygaard i sar., 2004; Denning i sar., 2014; Nielsen i sar., 2014).
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Tabela 3. Geografska distribucija gljiva uzroénika oboljenja pluéa

Rod i vrste

Geografska distibucija

Reference

A) HIJALINE PLESNI*

Velika Britanija

Denning i sar., 2014

Aspergillus flavus
Aspergillus fumigatus Skotska Warris A, 2014
Aspergillus nidulans Kalifornija, SAD He i sar., 2015
Aspergillus niger Indijq_ Ali i_sar., 2013
Tanzanija Pohl i sar., 2013
Chrysosporium zonati Uta_h, S.'.A‘D Lanspa i Hatton, 2014
Nigerija Ekkena i sar., 2007
Fusarium oxysporum Italija Tortorano i sar., 2014
Fusarium solani Texas, SAD Terasaki i sar., 2014
Danska Nielsen i sar., 2014
Penicillium chrysogenum Japan Oshikata i sar., 2013
Austrija Geltner i sar., 2013
Mucor Spp. Brazil Neto i sar., 2014
Rhizopus microspores Massachusetts, SAD Tsyrkunou i sar., 2014
Rhizopus oryzae Koreja Kimi sar., 2014
Srbija Vidovi¢ i sar., 2013
B) TAMNE PLESNI (BLACK MOLDS)*
Bipolaris spicifera Japan Kobayashi i sar., 2008
Alternaria alternata Indija Shashikala i sar., 2013
Cladosporium cladosporioides Fmska Leino I sar., 2013
Tajvan Chen i sar., 2014
Malezija Satyavani i sar., 2010

Scopulariopsis brevicaulis

C) KVASNICE*

Cryptococcus spp.

Minesota, SAD
Juzna Afrika

Kaplan i sar., 2015
Grahnert i sar,. 2014

Pneumocystis spp.

Singapur

Chew i sar., 2015

D) BIFAZNE GLJIVE**
. Centralna i zapadna Afrika ,Raselll, 2(,)13 .
Histoplasma capsulatum . - Gonzalez-Gonzélez i sar.,
Latinska Amerika 2014

Bariola i sar., 2011

- SAD
Blastomyces dermatitidis Juzna Afrika Youssef i sar, 2013
Arizona, SAD Leake i sar., 2000

Coccidioides immitis

Kalifornija, SAD

Baron i sar., 1996

* Oportunisti¢ke i kosmopolitske vrste; ** Striktno patogene i endemske vrste

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

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

2013; Shin i sar., 2007; Knutsen i sar., 2012).
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Tabela 4. Geografska distribucija gljiva uzro¢nika oboljenja sinusa

Rod i vrste

Geografska distibucija

Reference

A) HIJALINE PLESNI*

Aspergillus flavus

Velika Britanija

Denning i sar., 2014

Skotska Warris A, 2014
Aspergillus fumigatus Taj\{tan Chii sa_r., 2014
Indija Upadhyay i sar., 2014
Tunis Shahed i sar., 2014
Aspergillus niger Kina Yanisar., 2014

Hjuston, SAD

Porter i sar., 2014

Fusarium oxysporum

Velika Britanija

Stammberger, 2000

Fusarium solani Poljska Twaruzek i sar., 2014
Penicillium chrysogenum Indija Jainisar., 2014
Penicillium marneffei Kalifornija, SAD Murr | sgr., 2012
Iran Hashemia i sar., 2012
Francuska Bellanger i sar., 2010
Absidia corymbifera Indija Mouhammed i sar., 2004
Brazil Severo i sar., 2002
Brazil Neto i sar., 2014
Indija Kini i sar., 2012
Mucor spp. Korej:_i_ Cho i_sar., 2014
Australija Lazar i sar., 2014
Belgija Dusart i sar., 2013
Oregon, SAD Monroe i sar., 2013
Rhizopus microspores Francuska Penicaud i sar., 2013
Rhizopus oryzae Indi.J:a Abilka§sgm i sar., 2013
Srbija Pekic i sar., 2010
B) TAMNE PLESNI (BLACK MOLDS)*
Stachybotris chartarum (atra) Kanada Bitnun i Nosal, 2000
Culvularia lunata Misuri, SAD Knutsen i sar., 2012
Koreja Chang i sar., 2013
Alternaria alternata Kanada Maloney i sar., 2010
Srbija Pesic i sar., 2015
. . Koreja Shin i sar., 2007
Cladosporium cladosporioides Spanija Resano i sar., 1097
Scopulariopsis brevicaulis Francuska Sattler i sar., 2014

* Oportunisticke i kosmopolitske vrste

Brojni autori su se u svojim studijama bavili determinacijom vrsta "indoor" i
"outdoor” gljiva i njihovih elemenata, u cilju odredivanja koncentracije spora u vazduhu (Al-
Suwaine i sar., 1999; Kurup i sar., 2000). Prevalencija gljivicnih spora u vazduhu zavisi od
geografske lokalizacije, pra¢eno razlikama u sezonskim, temperaturnim, prostornim i
meteoroloskim karakteristikama (Mitakakis i McGee, 2000; Bergamini i sar., 2004). lako
sezonsko variranje koncentracija gljiviénih spora u vazduhu nije drasti¢no kao variranje

koncentracije alergena polena trava i korova, ipak je najvisa koncentracija zabelezena u
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prole¢nim i letnjim mesecima. Prose¢na koncentracija gljivi¢nih spora u vazduhu po jednom
m® se kreée oko 101-105. Najées¢i "outdoor" izolati gljiva su vrste roda Aspergillus,
Penicillium i Cladosporium, dok su najc¢es¢i "indoor" izolati gljiva vrste roda Stachybotris,
Fusarium i Rhodotorula (Kurup i sar., 2000; De Hoog, 2000). Takode, zna¢ajni rezervoari
gljiva u zivotnom okruzenju/bolnicama su vlazne prostorije 1 zidovi, klima uredaji,
vodovodne cevi, kupatila i suvog cveca i biljaka (tabela 1A). Ovi uslovi predstavljaju idealna
staniSta za pojedine vrste gljiva. Najubikvitarnije gljive pripadaju trec¢oj grupi koju ¢ine gljive
najcesce izolovane iz vazduha, gradevinskog materijala i klima uredaja, kao Sto su vrste
rodova Aspergillus, Penicillium i Fusarium (tabela 1C i tabela 2). Koncentracija kuénih
"indoor" gljivi¢nih alergena je 0ko pet puta niza od "outdoor” koncentracije spora gljiva,
mada ovaj odnos varira u zavisnosti od prisustva visoke vlage pre svega u prostorijama, ali i
napolju (Salo i sar., 2005). Indoor koncentracija i tip gljivicnih spora zavisi od prisustva
vlage, tepiha, ku¢nih ljubimaca i starog drvenog namestaja (Salo i sar., 2005). Outdoor
gljiviéne spore takode mogu biti nadene u zatvorenom prostoru, a njihova koncentracija
zavisi od ventilacije 1 zagadenja spoljasnjeg vazduha koji ulazi u prostoriju prilikom
provetravanja. Izlozenost ljudi "indoor" i "outdoor" gljivicnim sporama u vazduhu je
neizbezna, a inhalacija spora gljiva je jedan od ,,0kidaca“ za nastanak imunopatoloskih
procesa U RT, koji moze biti u vidu alergijske reakcije individue (imunokompetentna, Th2

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

1.1.3. Podela gljiva prema patogenom potencijalu za ljude

Gljive koje uzrokuju oboljenja ljudi se mogu podeliti na dve kategorije prema
patogenom potencijalu (tabela 2): oportunistic¢ke i striktno patogene.
1. Oportunisti¢ke gljive Siroko rasprostranjene u prirodi, koje mogu da izazovu bolesti RT
kod imunokompromitovanih pacijenata, i alergije kod imunokompetentnih osoba. Ovoj grupi
pripada veliki broj hijalinih i tamnih plesni koje rastu na ~28°C, ali i pojedine kvasnice.
Poseban rod gljiva, koji ima sposobnost da izaziva infekcije RT najéeSce
imunokompromitovanih osoba, predstavlja Pneumocystis sp., koja je klasifikovana kao gljiva
nalik kvasnici odnosno "yeast-like" (De Hoog, 2000). Od oko 70.000 vrsta gljiva samo neki
rodovi hijalinih i tamnih plesni, kvasnica i "yeast-like" gljiva uzrokuju ¢esto oboljenja ljudi
(tabela 2).
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2. Striktno patogene gljive koje predstavljaju bifazne ili dimorfne gljive, imaju dve faze
rasta - jednu na 28°C kao plesni i drugu na 37°C kao kvasnice. U ovu grupu spadaju rodovi
Blastomyces, Histoplasma, Paracoccidioides, Coccidioides. One su endemske za podrucje
Amerike, Afrike 1 Azije i najceS¢e dovode do infekcija plu¢a kod imunokompromitovanih
pacijenata, ali i imunokompetentnih osoba (tabela 2) (Kaplan i sar., 2015).

Najcesci izazivaci gljiviénih infekcija RT su oportunisticke plesni. Ovoj grupi pripada
veliki broj filamentoznih gljiva (tabela 2), ¢ije se spore i konidije nalaze Siroko
rasprostranjene u vazduhu i inhalacijom dovode do kolonizacije sluznice RT. Kolonizacija
sluznice RT moze da vodi ka razvoju hipersenzitivnosti na prisustvo gljivi¢nih alergena kod
imunokompetentnih  Th2 osoba, ili do razvoja infekcije kod osoba sa
imunokompromitovanim statusom. Broj osoba kod kojih su gljive znac¢ajan uzrok morbiditeta
i/ili mortaliteta je u stalnom porastu (Mendoza i sar., 2014) zbog Cega je vazna njihova

detekcija i eliminacija.

1.2. Metode za dokazivanje prisustva gljiva u respiratornom traktu

Detekcija gljiva u RT je kljuéna za pravovremeno zapocinjanje terapije i pozitivan
ishod le¢enja. Dijagnoza gljivicnih infekcija (GI) RT zavisi od brojnih faktora kao $to su
stru¢nost klini¢ara da pravovremeno posumnja na GI, pravilno odabran i uzorkovan klini¢ki
materijal, vreme potrebno od uzorkovanja do rezultata i senzitivnosti (Sn) i specifi¢nosti (Sp)
postojecih dijagnostickih testova (Steinbach i sar., 2003). Dijagnosticke metode za detekciju
gljiva su u stalnom razvoju, medutim, sve ¢eS¢a primena imunosupresivnih lekova u terapiji
pacijenata sa malignitetima, veci broj dijagnostikovanih slucajeva AIDS-a, kao i neselektivna
primena antibiotika Sirokog spektra, doveli su do porasta incidencije GI, posebno
oportunistickih (Douglas i sar., 2015).

Dijagnoza Gl u RT je jo§ uvek izazov, obzirom na nisku Sn/Sp brisa. Posledica toga
je odlozeno zapocinjanje lecenja ili odsustvo dijagnoze Gl. Brzina dijagnostickih procedura,
ali 1 visoka pozitivna 1 negativna prediktivna vrednost, klju¢ne su odrednice tacne i
pravovremene dijagnoze GI RT (Barnes i sar., 2008).

Dijagnoza Gl RT podrazumeva klinicku i laboratorijsku dijagnostiku (grafikon 1).
Klinicka dijagnostika obuhvata klinicki pregled i metode vizuelizacije, od kojih je
kompjuterizovana tomografija (CT) od posebnog znacaja.
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Laboratorijska dijagnoza Gl obuhvata uzorkovanje reprezentativnog klinickog

materijala, pravilnu obradu uzorka i primenu odgovaraju¢e metode (standardnih mikoloskih,

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

Dijagnoza gljivicnih infekcija

]

|

Klinicka

\ * Anamneza

*Skoring sistem |

I

+Klini¢ki pregled|

lMetode vizuelizacije |

|

|

| Laboratorijska

Odgovarajaci laboratorijski uzorci iz disajnog
trakta: indukovani sputum, sputum, BAL, aspirat
sinusa, lavat sinusa, tkivo polipa, bioptat, krv

|
*
&)

Rtg

MR

Uz

DNK gljiva *Citologija *Izolacija Detekcija Ag||* Kozne probe na

PCR

gljiviéne alergene

Grafikon 1. Dijagnoza gljivi¢nih infekcija gornjih i donjih partija RT

* Metode koje su korisc¢ene u ovom radu

Za pravovremenu dijagnozu Gl veoma je vazno kako klinicko tako i laboratorijsko

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

oslanja primarno na mikoloSke i patohistoloske metode za detekciju gljiva koje

podrazumevaju citologiju 1 izolaciju gljiva (tabela 5). Paralelno sa razvojem sve veceg broja

novo-identifikovanih gljivicnih vrsta od znacaja za humanu patologiju, razvijale su se 1 nove,

imunoloske 1 molekularne metode za identifikaciju i1 detekciju gljiva koje su svojim

mogucnostima 1 brzinom prevaziSle standardne mikoloSke metode. Medutim, ove, “non

culture” metode imaju mali znacaj u standardnoj dijagnostici GI u donjim i gornjim

partijama RT, obzirom na ubikvitarnost gljiva i mogu¢nost kontaminacije, ali i visoku cenu

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

Dokazivanje prisustva gljiva u klinickom materijalu
Vrste metoda Vrsta analize
Citologija DMP
Nativni
KOH
FR
Bojeni
LCB
Fluorescencija
BLF
PH
Gomori methenamin silver
Grocott methenamin silver
Fontana-Masson

H&E
I1zolacija gljiva Kultura
SDA
PDA
CDA
CA
GACA
Imunologija
Detekcija Ag gljiva Latex aglutinacija
ELISA
EIA

Imunodifuzija
Detekcija anti-gljivicnih At ELISA
Imunodifuzija
Intradermalni test
Molekularna
Detekcija DNK gljiva PCR

1.2.1. Mikoloske i patohistoloske metode za detekciju gljiva

Kultura, direktni mikroskopski preparat (DMP) i patohistoloske analize (PH) su
najcesce koris¢ene metode za detekciju gljiva u klinickom materijalu. KoriS¢enje mikoloskih
podloga kao i posebnih bojenja za PH i DMP omoguéavaju vizuelizaciju i detekciju svih
gljiva, kao i njihovu kultivaciju (osim Rhinosporidium seeberi i Pneumocystis spp. koji se ne
kultivisu) (Pal i sar., 2014). Senzitivnost mikoloskih metoda za detekciju gljiva varira od
vrste 1 kvaliteta uzorka, prethodne obrade uzorka i iskustva i veStina laboranta 1 lekara.

Kultivacija klini¢kih uzoraka iz gornjih i donjih partija RT predstavlja "zlatni standard™" za
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dijagnozu GI (Hsin i sar., 2008). Prednost kultivacije je moguénost izolacije i identifikacije
uzro¢nika Gl. lzolacija patogena na kulturi omoguéava izradu testa osetljivosti gljiva na
antimikotike (AM). Medutim, kori$¢enje kultivacije za dijagnozu Gl RT ima znacajne
limitacije. Kultivacija je dijagnosti¢ki metod koji zahteva vreme, pa od uzorkovanja do
izdavanja finalnog rezultata moze da prode nekoliko dana do nedelja, obzirom na specifican
nadin i tempo razmnozavanja filamentoznih plesni. Cesto, pri sumnji na diseminovanu Gl
gljivom roda Aspergillus, hemokultura ostane negativna sve do kasne faze infekcije, §to je
pokazano u preko od 50% slucajeva (Fraser i sar., 1992; Ostrosky-Zeichner i Pappas, 2006;
Ostrosky-Zeichner, 2012), ali i pozitivan nalaz ¢esto moze biti posledica kontaminacije
(Kontoyiannis 1 sar., 2000). Sa druge strane specificno za GI RT, uzorci indukovanog
sputuma ili aspirata sinusa u preko 80% slucajeva pokazuju pozitivan nalaz ukoliko zaista
postoji infekcija (Deepe, 2010). Kod gljiva koje ne spadaju u grupu oportunistickih, metod
kultivacije pokazuje mnogo visu pozitivhu prediktivnu vrednost (PPV), o ¢emu govore
podaci 0 oko 86% pozitivnih sputuma i 92% BAL-a kod pacijenata sa sumnjom na plué¢nu
blastomikozu (Chapman i Sullivan, 2010). Sa druge strane nepravilan rad u laboratoriji sa
klini¢ckim materijalom iz pluéa i sinusa predstavlja biolosku opasnost, a posebnu ukoliko su u
uzorku prisute retke endemske gljive kao $to je npr. Blastomyces sp. pa rad sa ovom vrstom
materijala zahteva najvisi nivo ekspertize laboratorijskog osoblja 1 koriS¢enje zaStitne opreme

(Seitz i sar., 2015).

1.2.1.1. Citologija

Od najveceg znacaja za detekciju gljiva su: (1) pravilan odabir klini¢kog uzorka, (ii)
pravilna obrada klinickog uzorka i (iii) primena odgovaraju¢ih metoda - citologije i/ili
izolacije (Kozel i sar., 2014; Frickmann i sar., 2015; Warhurst i sar., 2015).

DMP predstavlja najbrzi nacin za detekciju gljiva, Sto je omoguceno olakSanom
vizuelizacijom putem “obelezavanja“ ili bojenja gljiva specifi¢nim bojama koje se vezuju za
¢elijski zid gljiva 1 imunofluorescentnim obelezivacima gljiviénih struktura (Aslanzadeh,
2002). Klinicki materijal sa sumnjom na prisustvo gljiva se posmatra na svetlosnom
mikroskopu na uveliCanju od 10x i 40x, bojen ili nativan direktan, ili bojen ili nativan

indirektan nakon porasta na kulturi (Kozel i sar., 2014). Takode, koris¢enjem fluorescentnih
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boja kao $to je Blankofor (BLF) ili Calcifluor white, gljive se vizuelizuju i lako detektuju na
fluorescentnom mikroskopu (Posteraro i sar. 2013).

Medutim, s obzirom na specificnu filamentoznu gradu gljiva koje, one se
inkorporiraju u mucin Kkoji ispunjava sinuse i bez primene posebnih metoda za njihovu
obradu i ekstrakciju, DMP nece detektovati njihovo prisustvo jer boja nece biti u moguénosti
da se veze za gljive. Takode, mana DMP je 1 nemoguénost determinacije vrste, Sto

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

1.2.1.2. Kultivacija

Mikoloski, podloge se dele na: opste, specijalne i diferencijalne. Postoji preko 30
razlicitih vrsta, a razlikuju se u zavisnosti od vrste i morfologije gljiva za ¢iju se izolaciju
koriste. Gljive su ubikvitarni mikroorganizmi i rastu na najve¢em broju materija organskog
porekla. Idealni uslovi za rast gljiva su organske materije sa visokim procentom peptona i
Secera (dekstroza) (Brand i sar., 2010; Nevalainen i sar., 2014). Saburoad dekstrozni agar
(SDA) sa 4% glukoze ispunjava sve uslove neophodne za rast gljiva i predstavlja osnovnu
podlogu za kultivaciju gljiva u medicinskoj mikologiji. SDA ima kiseli pH (5.6) koji inhibira
rast veéine bakterija, medutim vrlo cCesto, bakterije iz klinickih uzoraka predstavljaju
propratni nalaz na SDA (Nevalainen i sar., 2014). Takode, pojedine plesni mogu dati porast
na bakterioloskim podlogama kao $to je krvni agar (KA) sa 5-7% dodatka govede ili ov¢ije
krvi. Specijalna podloga za rast plesni je Potato dekstrozni agar (PDA) koja omogucava
produkciju spora i pigmenata (Brand i sar., 2010). Pregled naj¢es¢e koris¢enih opstih,
posebnih i diferencijalnih podloga u mikologije dat je u tabeli 6.

Za izolaciju mikroorganizama iz uzoraka iz gornjih i donjih partija RT treba koristiti
vise razli¢itih podloga, obzirom da mnoguci uzorénici infekcije mogu biti plesni, kvasnice ili
bakterije (Bailey i Scott, 2014). Brojne studije su potvrdile prednost metode kultivacije kao
najznacajnije u dijagnostici GI gornjih partija RT (tabela 7).
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Tabela 6. Standardne podloge za izolaciju gljiva

Uslovi za rast vecéine

Opsta mikoloska lesni i kvasnica Plesni, kvasnice i Izolacija
P odredene bakterije Kultivacija
(4% glukoza) C L
uvanje sojeva
Specijalna Sporulacija i Izolacija
produkcija Plesni Kultivacija
pigmenata Identifikacija
Cuvanje sojeva
Diferencijalna Izolacija
Diferencijacija vrsta Candida spp. Kultivacija
Identifikacija
Specijalna Izolacija
Produkcija C. albicans Kultivacija
hlamidospora C. dubliniensis Identifikacija
Razlikovanje C.
Specijalna neoformans od Izolacija
Candida spp.; C. neoformans Kultivacija
Produkcija kapsule C. ' Identifikacija
neoformans
Speciialna Selektivna za Izolacija
pecl) dermatofite Grupa dermatofita Kultivacija
(promena boje Identifikacija
podloge)
Uslovi za rast vecine Bakterije, odredene Izolacija
Opsta bakterioloska  bakterija; 5-7% govede plesni i kvasnice Kultivacija

ili ov¢ije krvi

Referenca: Johnson A.J. BD Diagnostics. 2" Edition. Manual od Microbiological Culture Media, 2009. BDC, Maryland
USA. *Podloge koje su koris¢ene u ovoj studiji
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Tabela 7. Zastupljenost gljiva u klini¢kim uzorcima iz gornjih partija RT pacijenata sa

HRS koris¢enjem tri metode za detekciju gljiva

Studija

Twaruyek i
sar., 2014

Challai sar.,
2014

Buzinai sar.,
2003

Gao i sar.,
2007

Polzelhl i
sar., 2005

Kennedy i
sar., 2005

* Baraé i
sar., 2015
Braun i sar.,
2003
Buzinai sar.,
2003

Zemlja

Poljska

Indija

Austrija

Kina

Nemacka

SAD

Srbija

Austrija

Austrija

Uzorak

ISNS L
maksilarnih
sinusa

ISNS L
maksilarnih
sinusa

ISNS L
maksilarnih
sinusa
ISNS_L
maksilarnih
sinusa
ISNS_L
maksilarnih
sinusa
ISNS_A
maksilarnih
sinusa

Tkivo NP

Tkivo NP

Tkivo NP

Vrsta
mukolitika

Hipertonican
fizioloski
rastvor
Hipertonican
fizioloski
rastvor

Hipertonican
fizioloski
rastvor

Dithiotreitol
Izotonican

fizioloski
rastvor

Izolacija

(%)

67

60.8

91.3

44

44

45.5

23.2

91.3

84

Citologija
DMP (%) PH (%)
/ /
/ 40
/ 76.4
/ 78
/ /
/ 35.1
1.8 /
/ 75.5
4.3 70.2

* Podaci dobijeni u ovom doktoratu

1.2.2. Imunoloske i molekularne metode za detekciju gljiva

Razli¢ite imunoloske 1 molekularne metode se koriste za detekciju gljiva u klinickom

materijalu ili za ispitivanje odgovora domacina na prisustvo gljiva (tabela 5). Najcesce se

koriste brzi i pouzdani seroloski imunoloski testovi kao §to su ELISA, EIA, imunodifuzija i

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

razvoj molekularnih metoda kao $to su PCR ili DNK probe je omogucio brzu, senzitivniju i

specifi¢niju dijagnostiku Gl (Lass-Florl C, 2007). Medutim, mana ovih dijagnosti¢kih metoda

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

dijagnozu Gl gornjih partija RT retko koriste. Prikaz ucestalosti primene mikoloskih,
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patohistoloSkih, imunoloSkih i molekularnih metoda za dokazivanje prisustva gljiva u

gornjim partijama RT dat je u tabeli 8.

Tabela 8. Prikaz ucestalosti primene pojedina¢nih metoda za dokazivanje prisustva

gljiva u gornjim partijama RT

Mikrobioloske i PH metode

Klasi¢ne
I1zolacija/Kultura

Citologija/PH

Citologija/DMP

PDA

SDA

CA

CDA

Gomori methenamin silver
Grocott methenamin silver
Fontana-Masson

H&E

Blankofor

Lactophenol cotton blue
KOH

FR

* Ucestalost primene metoda za detekciju
gljiva u sinusima
(broj radova o pojedina¢noj metodi/ukupan
broj metodoloskih radova)

44% (559/1270)

64.5% (820/1270)

7% (81/1270)

Imunoloske metode za detekciju At/Ag gljiva

ELISA
Imunodifuzija

Intradermalni test

Latex aglutinacija

EIA

4% (55/1270)

Molekularne
PCR

Detekcija DNK gljiva

10% (124/1270)

* |zvor: Pubmed (po 27.03.2015; kljuéne reci: metode, gljive, sinusi, detekcija)

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

metoda

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

vazno zbog pravovremene primene terapije, skracenja trajanja bolesti, snizavanja procenta

nastanka komplikacija i spreCavanja razvoja invazivnih gljivicnih infekcija (IGI). Siguran

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

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

patohistoloskih i/ili mikoloskih metoda (Frickmann i sar., 2015). lako se gljive mogu
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izolovati iz nazalnog sekreta zdravih ljudi, njihovo prisustvo u nazalnom sekretu ne
predstavlja uvek dijagnosticki kriterijum za dijagnozu Gl u gornjim partijama RT
(Chakrabarti i sar., 2009). Standardna mikrobioloska analiza klini¢kih uzoraka gornjih partija
RT u cilju detekcije gljiva i bakterija podrazumeva: (i) uzimanje brisa sluznice nosa (BSN)
kojim se uzorkuje nazalni sekret sa sluzokoze nosa, (ii) zasejavanje ovog klinickog materijala
na hranljivim podlogama i (iii) makroskopska i mikroskopska identifikacija izolovanog
mikroorganizma (Lopez-Diaz i sar., 1997; Rogers i sar., 2003).

Bris, kao nesenzitivna i nespecificna metoda za detekciju gljiva u sinusima, sa niskom
pozitivnom prediktivnom vrednos$¢u (PPV), ali ujedno konvencionalna "standardna metoda”,
je vodeci problem u dijagnostici Gl sinusa (Adoga i sar., 2010). Uzorci uzeti standardnim,
pamuc¢nim brisom, koji predstavlja naj¢es¢i metod uzorkovanja, nisu reprezentativni obzirom
da ova vrsta brisa ima moguénost uzorkovanja samo sadrzaja sa povrSine sluznice nosnog
kavuma, Sto je bez dijagnosti¢kog znacaja. Analogno ovoj proceduri, bilo bi uzimanje brisa
grla u cilju dokazivanja prisustva gliva u plu¢ima, $to nije klinicki i dijagnosti¢ki zna¢ajno
(Chovanec i sar., 2014). Nizak procenat detekcije gljiva u BSN u cilju dijagnostike Gl sinusa
je pokazao losu korelaciju sa klini¢kim i radioloskim nalazima pacijenata sa sumnjom na
gljiviéni rinosinuzitis (GRS) (Lund, 1997; Rogers i sar., 2003; Adoga i sar., 2010). Takode,
dosadasnja istrazivanja su pokazala nizak procenat izolovanih sojeva gljiva, te se smatra da
broj dokazanih GRS ovom metodom predstavlja samo vrh ledenog brega (Rogers i sar., 2003;
Soler i sar., 2008). Kako je pokazano da je BSN nerelevantna metoda za detekciju gljiva u
gornjim partijama RT, patohistoloski preparati Cesto loSeg kvaliteta zbog loseg uzorka,
rinoskopski 1 CT znaci nespecifi¢ni, od velikog klinickog znacaja je razvijanje novih metoda
za detekciju gljiva u sinusima ili primena postoje¢ih metoda za uzorkovanje klinickog
materijala iz drugih regija i za dijagnostiku drugih patoloskih stanja (Adoga i sar., 2010).
Tako, na primer, koris¢enje briseva sa Cetkicom za screeping ili brisa sa gustim Cetkastim
pokrovom od najlonskog ili silikonskog materijala, koji su do sada koriS¢eni za uzorkovanje
cervikalnog brisa za Papa-Nikolau test ili pri sumnji na genitalnu infekciju bakterijom roda
Chlamydia, mogu biti od velikog znafaja za dobijanje reprezentativnog uzorka bogatog

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

Primena za
Vrsta brisa Tehnicke Reprezentativnost Primena u detekciju gljiva u
karakteristike uzorka/mane medicini sinusima
(literatura)
Pamudni
Drveni/plasti¢ni Niska apsorptivna Prgmene. na _ .
bris sa pamu¢nim mo¢, kozi, noktima, Sulaiman i sar.
krajem Nizak Dg znacaj jeziku i bukalnoj 2014
sluznici
Sa ¢etkicom
/ e Bris za Papa-
‘ A Plasticni bris sa - gyqlitetan klinicki Nikolaou,
| silikonskom materijal (skreping) detekciju
cetkicom za hlamidija i /
skreping Visok Dg znacaj gonoreje,
cervikalni, analni
i kornealni bris
* Sa Cetkastim
vlaknima
Tanak
plasti¢ni/metalni Visoka apsorptivna Nazofaringealni
bris sa najlonskim mo¢ Perinazalni Nys i sar. 2010
Cetkastim Uretralni Vaginalni
pokrovom Visok Dg znadaj Bris usne duplje
Transportni
Plasticni bris sa Transport Teéni medijum za

epruvetom sa
transportnom
podlogom

mikroorganizama koji
zahtevaju posebne
uslove

Visok Dg znacaj

transport virusa,
aerobni i anareobni
uslovi za transport
bakterija

* Bris kori§¢en u ovoj studiji

Dijagnosticke metode koje se primenjuju za uzorkovanje i obradu klinickog materijala iz
donjih partija RT kod pacijenata sa sumnjom na prisustvo gljiva u plu¢ima, predstavljaju

odli¢an model za formiranje i evaluaciju dijagnostickih metoda za detekciju gljiva u gornjim
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partijama RT (Dickson i sar., 2014). Po modelu indukcije sputuma, mucin i/ili sinonazalni
sekret koji oblaze sinusne Supljine moze biti indukovan primenom mukoliticke supstance kao
S§to je 7% hipertoni¢ni fizioloski rastvor (NaCl). Hipertoni¢ni NaCl smanjuje viskoznost
nepurulentnog i purulentnog mukusa, povecava aktivnost cilija gornjih partija RT, brzinu
kretanja mukusa kroz sinuse i nosni kavum i olakSava izbacivanje sadrzaja (Ponikau i sar.,
1999; Buzina i sar., 2009). Na slican nacin kao S§to se vr$i izbacivanje i uzorkovanje
indukovanog sputuma, moze biti izvr§ena metoda indukcije sinonazalnog sekreta uz lavazu
(ISNS_L) izbacivanjem i kolekcijom direktno na hranljivu podlogu ¢ime se smanjuje
mogucnot kontaminacije plesnima iz vazduha. Takode, po modelu bronhoskopije, gde se pod
sterilnim uslovima aspirira/uzorkuje sadrzaj iz bronhija, ISNS iz sinusa moze biti aspiriran
(ISNS_A) pod sterilnim uslovima i sauvan za mikolosku obradu i analizu (Dickson i sar.,
2014).

Obzirom da imaju filamentoznu gradu, gljive se na mukozi sinusa "ugrade" u mucin ili
tkivo NP, ¢ime je njihovo ekstrahovanje otezano, a izolacija gljiva iz takvog sadrZaja
onemoguéena (Hsin i sar., 2008). Kako je sastav mucina u sinusima veoma sli¢an BAL-U i
sputumu u plu¢ima, postojeci protokoli za obradu BAL-a i sputuma, mogu biti modifikovani i
primenjeni na mucin i ISNS iz sinusa (Dickson i sar., 2014). Primena novih protokola za
pravljenje jednocelijske suspenzije od tkiva NP bi mogli zna¢ajno da poveéaju Sn/Sp
standardnih culture metoda za detekciju i izolaciju gljiva.

KoriS¢enje jednostavnih, jeftinih i1 reproducibilnih dijagnostickih modela za detekciju
gljiva u donjim partijama RT za formiranje novih dijagnosti¢kih modela za uzorkovanje
klini¢kog materijala iz gornjih delova RT i detekciju gljiva, moze imati zna¢ajne implikacije
na utvrdivanje znacaja prisustva gljiva u sinusima u fizioloSkim i patoloSkim uslovima, a time
pravovremenu dijagnozu GRS i sprecavanje razvoja alergije ili 1GI (Hsin i sar., 2008). Novija
istrazivanja bi trebalo da se fokusiraju na razvoj i standardizaciju novih i pouzdanih metoda
za indukciju, uzorkovanje, i obradu ISNS_L i ISNS_A iz sinusa kod pacijenata sa sumnjom

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

Infekcije RT se dele na akutne i hroni¢ne. Akutne infekcije gornjih i donjih partija RT
su najces¢e prouzrokovane prisustvom bakterija i virusa, a hroni¢ne helmintima, gljivama ili
bakterijama (npr. Mycobacterium spp.) (slika 2).

Uzroci hroni¢nih parenhimatoznih oboljenja RT (plu¢a) mogu biti infektivne (gljive,
paraziti, bakterije) i neinfektivne prirode (sarkoidoza, karcinomi, kolagenoza, fibroza) (tabela
10). Uzroci hroni¢nih parenhimatoznih oboljenja RT (sinusa) mogu biti infektivne (gljive,
bakterije) i neinfektivne prirode (tumori, ciste, NP) (tabela 10).

Hroni¢ne infekcije RT traju dugo, njihovo lecenje je skupo, diferencijalna dijagnoza
teSka, a terapija Cesto bez efekta. Komplikacije hroni¢nih infekcija RT su este, posebno kod
pacijenata sa imunosupresijom (leukemije, karcinomi, transplantacije organa) i mogu biti
fatalne. Razvoj agresivnih formi hroni¢nih gljivicnih infekcija RT povecavaju troSkove

bolnickog lecenja i stopu mortaliteta (Denning i sar., 2014).

Tabela 10. NajceS¢i uzroci hroni¢nih parenhimatoznih oboljenja RT

Pluéa Sinusi
Infektivni Neinfektivni Infektivni Neinfektivni
Gljive Sarkoidoza Gljive Tumori
Helminti Kolagenoza Bakterije Ciste
Bakterije (Mycobacterium Fibroza (S. aureus) NP
spp.) Destrukcije kosStanog
tkiva

Reference: Denning i sar., 2014; Hopkins i sar., 2013
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VIRUSI - INFEKCIJE GORNJIH BAKTERIJE - INFEKCIJE

DISAJNIH PUTEVA GORNJIH DISAJNIH PUTEVA
Rhinovirus SO Streptococcus pt?eumoma
> LY—— Streprococcus piogenes

i 2 > Haemophilus influenzae
Parainfluenca virus — = >
2 Moraxella catarrhalis
Influenca virus _—
. G g Sy Staphylococcus aureus
Respiratorni sincicijalni virus "
) " Enterobacteriaceae spp
Herpesvirus 5
Adenovirus P
Coxsackie virus =
o
o)
[
=
=
N\

VIRUSI - INFEKCIJE DONJIH

<-BAKTERIJE - INFEKCIJE
DISAJNIH PUTEVA

DONJIH DISAJNIH PUTEVA

Influenca virus

Streptococcus pneumoniae
Parainfluenca virus

Streprococcus piogenes

Adenovirus Haemophilus influenzae
Bocavirus Moraxella catarrhalis
Metapneumovirus Staphylococcus aureus
Respiratorni Enterobacteriaceae spp
sincicijalni virus Mycoplasma pneumoniae

Chlamidia pneumoniae
Legionella pneumophila
Mpycobacterum tuberculosis

Slika 2. Bakterije i virusi naj¢es¢i izazivaci akutnih oboljenja RT

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

Prisustvo gljiva u gornjim partijama RT moze biti fiziolosko (kolonizacija) i
patolosko (infekcija ili alergija). Kolonizacija sluznice nosa i sinusa gljivama i bakterijama
predstavlja normalan mikrobiom ove regije, a prisustvo spora i konidija gljiva moze da ukaze
na udahnute gljivicne elemente iz vazduha, bez patoloskih promena. Prisustvo gljiva u
sinusima moze predstavljati i patolosko stanje, u slucaju da su gljive svojim prisutvom na
sluznici dovele do razvoja infekcije ili izazvale alergijsku reakciju. Bolesti nastaju usled
prolongiranog kontakta gljiva sa sluznicom RT predisponiranih osoba saa alergijskom
konstitucijom (Bergamini i sar., 2004). Jedno od patoloskih stanja izazvanog prisustvom
gljiva u sinusima je GRS. GRS predstavlja zapaljenje sluznice paranazalnih sinusa i sluznice
nosnog kavuma uzrokovano prisustvom gljiva.

Za le¢enje GRS u SAD godi$nje potrosi 5.8 milijardi dolara (Lund, 1997), simptomi
GRS su intenzivni, a kvalitet zivota i radna sposobnost pacijenata sa ovim oboljenjem je

znacajno smanjena (\Wensing i sar., 2001).
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1.3.1. Fiziolo$ko prisustvo gljiva u respiratornom traktu

Kolonizacija predstavlja fiziolosko prisustvo gljiva na sluznici RT koje ¢ine normalan
mikrobiom donjih i/ili gornjih partija RT bez pokretanja imunopatoloskog odgovora (Pana i
sar., 2014).

1.3.2. Prisustvo gljiva u respiratornom traktu i alergija

Kod predisponiranih osoba kolonizacija mukoze plu¢a i sinusa gljivama dovodi do
razvoja alergije (Tokunaga i sar., 2015) i predstavlja ozbiljan problem. Danas, 25%
populacije pati od nekog oblika alergije RT: (i) donji RT (astma, alergijska
bronhopulmonalna aspergiloza/ABPA) ili (ii) gornji RT (hroni¢ni rinosinuzitis/HRS, hroni¢ni
rinosinuzitis sa nazalnom polipozom/HRS+NP, alergijski gljivicni rinosinuzitis/AGRS)
(Edmondson i sar., 2005; Tokunaga i sar., 2015). Gljive kao alergeni dovode do
hipersenzitivnosti regije sa kojom su dosle u kontakt, a to je sluzokoza RT. Veli¢ina
udahnutih spora gljiva odreduje da li ¢e biti zadrzane u gornjim ili donjim partijama RT. Oko
80 rodova gljiva moze da uzrokuje alergije RT (Edmondson i sar., 2005; Nierman i sar.,
2005; Schwienbacher 1 sar., 2005), a smatra se da su 25-30% alergijskih astmi pokrenute
gljivicnim alergenima (Kurup i sar., 2002; Vijay i Kurup, 2004). Vijabilnost gljivi¢nih spora
nije neophodna za razvoj alergijske reakcije, pa i nevijabilne spore i hife imaju sposobnost da
izazovu hipersenzitivnu reakciju.

Plesni su potentni alergeni, jer poseduju brojne proteine, glikoproteine i ugljene hidrate
koji imaju sposobnost da stimuliSu imunski sistem 1 da se specificno vezuju za IgE At koja
znacajno produkuju kod predisponiranih osoba kao odgovor na prisustvo odredene vrste
gljiva (Esch 1 sar., 2004). Kompleksna biologija gljiva je usporila istraZivanja i
standardizaciju testova za ispitivanje hipersenzitivnosti na gljivi¢ne alergene u odnosu na
istrazivanja vezana za druge inhalatorne alergene. Kao rezultat toga, ne postoje dijagnosticke
metode 1 protokoli koji bi odredili znacaj konstantne inhalacije spora gljiva iz vazduha
zivotnog prostora. Postojece dijagnosticke metode su fokusirane na mali broj vrsta gljiva.
Zbog toga, odredivanje hipersenzitivnosti na gljivi¢ne alergene na osnovu in vivo i/ili in vitro

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

koncentracije eozinofila (Eo), specifi¢nih i ukupnih IgE At (Tokunaga i sar., 2015).

1.3.3. Prisustvo gljiva u respiratornom traktu i infekcija

Imunokompromitovano stanje pacijenta je najc¢eS¢a osnova za razvoj gljivicnih
infekcija gornjih i donjih partija RT (Vijay i Kurup, 2004). Kada spore gljiva jednom dodju u
unutrasnjost alveola, one mogu slobodno da se kre¢u izmedu susednih alveola i prostora
izmedu ¢elija. Ovaj prodor kroz alveole pokrec¢e imunski sistem da odgovori produkcijom
neutrofila koji imaju odbrambenu ulogu. Neutrofili ubijaju gljive i produkuju citokine, a
pokretanuta zapaljenska reakcija dovodi do eliminacije gljiva (Vijay i Kurup, 2004).
Medutim, kod osoba u neutropeniji, ova aktivnost izostaje, pa se gljive nesmetano
razmnozavaju 1 vrSe invaziju parenhima pluca ili sinusa, prodiru u cirkulaciju i uzrokuju I1Gl

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

Q@ ..
0.9 InPa}iicya s Invazija hifau
Y %0 gljiiviénih konidija e \«} -

diseminacija //’ 7

N

Aktivirani
Prolazak konidija do e a . | neutrofili
/) [ donjih partija Invazija tkiva hifama
/ i \ )\ respiratornog trakta " ‘
l Germinacija AL \ u

- g konidijau hife =

\ .
0%

3 ‘ Aktivirani neutrofili
o

e

Aktivacija neutrofila ‘
na prisustvo konidija

Slika 3. Uloga neutrofila u razvoju invazivne gljivi¢ne infekcije - od inhalacije do
diseminacije spora

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

invazivna gljivi¢na infekcija (1GI)

Hroni¢ne i neleCene gljivi¢ne infekcije RT predstavljaju rizik za razvoj IGl. Kod
visokorizi¢nih pacijenata (VRP) smrtni ishod od IGI je 20-40% kod pojedinih vrsta gljiva pa
do 90% kod reda Mucorales (Due i sar., 2006; Lestner i sar., 2015). IGI se razvija najcesce
kod pacijenata sa neutropenijom, leukemijom, transplantiranim solidnim organima,
primarnim ili sekundarnim imunodeficijencijama, cisticnom fibrozom, neonatusima i
prevremeno rodenom decom (Pana i sar., 2014; Lestner i sar., 2015). VRP za oportunisticke
Gl su pacijenti sa: HIV-om, transplantiranim organima, pacijenti na imunosupresivnoj, hemo
i radioterapiji terapiji (Neto i sar., 2014; Vidovi¢ i sar., 2013). Kolonizacija gljivama je prva
faza za razvoj IGI kod VRP, te je od izuzetnog znacaja njihova pravovremena detekcija u RT
(Portnoy i sar., 1993) (slika 3). Razvoj metoda za pravilno uzorkovanje reprezentativhog
klini¢kog materijala i analiza mikrobioma gornjih i donjih partija RT i dokazivanje gljiva u
spoljas$njoj i zivotnoj sredini su znacajne za prevenciju IGl kod VRP (Summerbell 1990;
Baxter i sar., 2011).

Infekcije gornjih i donjih partija RT treba posmatrati kao "bolesti ujedinjenih disajnih
puteva", zbog svoje fizi¢ke i funkcionalne povezanosti (Licari i sar., 2014). Prisustvo gljiva u
plu¢ima i njihov znacaj u fizioloskim (mikobiom) i patoloskim stanjima (alergija, micetoma,
infekcija, 1GI), kao i metode za uzorkovanje i detekciju gljiva iz donjih partija RT, su
poslednjih decenija bili predmet istrazivanja brojnih studija i o njima postoje brojni podaci
(Morris i sar., 2014; Baxter i sar., 2011; Chardle i sar., 2012). Medutim, podaci 0 metodama
za uzorkovanje reprezentativnih uzoraka iz gornjih partija RT kao i za detekciju gljiva kod
pacijenata sa sumjnom na GRS su limitirani, a metodoloski protokoli su nestandardizovani.

Kako za donje partije RT postoje formirani kvalitetni protokoli i razvijene metode za
uzorkovanje klinickog materijala, plu¢a su odlican "model" 1 uzor za formiranje novih
metoda za indukciju i uzorkovanje reprezentativnog sadrzaja iz sinusa u cilju izolacije gljiva i

odredivanja znacaja njihovog prisustva u fizioloSkim 1 patoloSkim uslovima.
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1.3.5. Gljivi¢ni rinosinuzitis (GRS)

Paranazalni sinusi su Supljine ispunjene vazduhom iz kojih se drenira sadrzaj u nosni
kavum putem sinusnih otvora (slika 4). Sposobnost sinusa da dreniraju normalnu koli¢inu
mukusnog sekreta zavisi od tri glavna fizioloska parametra: (i) prohodnosti sinusnih otvora,

(ii) cilijarne funkcije i (iii) sastava/gustine mukusa (Lanza i sar., 1997).
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Slika 4. Paranazalni sinusi

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

Nastanak patofizioloSkog procesa i gubitak funkcije bilo kojeg od tri navedena parametra
vodi ka oStecenju sluznice sinusa. Posledica toga moze biti: inflamacija, edem,
kolonizacija/infekcija bakterijama i/ili gljivama, mukocilijarna disfunkcija i opstrukcija
protoka vazduha.

HRS karakteriSe zadebljanje mukoze sinusa, uvecanje nosne Skoljke i okluzija sinusnih
otvora. Takode, prisustvo inhaliranih gljiva iz vazduha na mukozi gornjih partija RT
negativno utie na sva tri navedena parametra koja omogucavaju normalnu drenazu sinusa.
Zadebljala mukoza paranazalnih sinusa onemogucéava pravilan protok vazduha i drenazu
sekreta, zbog Cega se povecava pritisak unutar sinusa (Shin i sar., 2005). Takode, protok krvi
u sinusnoj sluznici je znacajno usporen i dovodi do razvoja edema (Drettner i sar., 1989).
Snazna konstrikcija vodi ka nastanku bola zbog pritiska edematozne mukoze sinusa na
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senzorne receptore. Sastav mukusa je takode znacajno izmenjen u HRS, povecane je
viskoznosti ¢ime se smanjuje mogucnost za pravilnu drenazu sinusa (Ali 1 sar., 2005; Kim i
sar., 2011).

"Fungalna hipoteza™ je bila prvi pokusaj da se objasni etiologija HRS, u kojoj je HRS
smatran intenzivnim imunskim i1 zapaljenskim odgovorom sluzokoze nosa i1 paranazalnih
sinusa na Ag gljiva iz roda Alternaria (Ponikau i sar., 1999; Sasama i sar., 2005). Uloga
gljiva u nastanku HRS je predmet istrazivanja mnogih klini¢ko-laboratorijskih studija, ali i
predmet kontroverzi. Gljive su prisute u sinonazalnom sekretu, kao i na povrsini sluznice
nosa od 26.7% do 93% (Tosun i sar., 2007). Pojedini autori smatraju da se ovde primarno
radi o gljivicnoj kolonizaciji sluznice, bez znacaja u etiopatogenezi HRS ili GRS. lako su
pojedini istrazivaci odbacili ovu teoriju, drugi autori smatraju da bi upravo gljive mogle
predstavljati najvazniji faktor rizika koji dovodi do ponavljanja zapaljenskih promena u
mukozi sinusa, (rekalcitrantnog HRS) i nastanka GRS (Ponikau i sar., 1999; Barac¢ i sar.,
2015).

Gornji delovi RT su u otvorenoj komunikaciji sa spoljasnjom sredinom sa jedne strane i
plu¢ima sa druge strane. Odrzavanje normalnog mikrobioma sinusa je od velikog znacaja za
odrzavanje ravnoteze medu saprofitnim mikroorganizmima sluznice RT, koja predstavlja
prvu liniju odbrane (Chakrabarti sar., 2009). Celije sluznice RT, zahvaljujuéi svojim cilijama,
imaju sposobnost da zadrze vecinu sitnijih i sve krupnije gljivi¢ne spore i time onemoguce
njihov prodor u organizam (Knowles i sar., 2013).

Uticaj gljiva na razvoj HRS nije potpuno razjasnjen, iako rezultati novijih istrazivanja idu
u prilog tvrdnji da je samo prisustvo gljiva u sinusima i na sluznici nosa pokretac
imunopatoloskog procesa koji vodi razvoju HRS+/-NP kao i ABPA (Vennewald i sar, 1999;
DeShazo i sar., 1998; Hirotsu i sar, 2014; Telmesani i sar., 2009). Tvrdnje da gljive mogu da
dovedu do IGI invazijom tkiva i razaranjem kostiju sinusa, ali i da prisustvo gljiva u sinusima
ne mora uvek da vodi razvoju GRS ili IGI, pa ¢ak ni pokretanju inflamacije sluznice sinusa,
podrzano je brojnim studijama (Hirotsu i sar, 2014; Vennewald i sar, 1999; deShazo i sar.,
1998). Medutim, nije jo$ uvek razjasnjeno na koji nacin gljive mogu da perzistiraju na
sluznici sinusa bez pokretanja imunopatoloskog procesa (DeShazo i sar., 1998; Ponikau i sar.,
1999). O tome da je GRS jos uvek nedovoljno ispitan entitet, kao i da predstavlja predmet
brojnih istrazivanja, govore i brojne klasifikacije GRS koje su se ¢esto menjale (Bent i Kuhn,
1999; Bent i Kuhn, 2005, Chakrabarti sar., 2009) a GRS je dugo bio nazivan "Aspergillus
sinusitis" (DeShazo, 1997). Ovakav naziv poti¢e od Cinjenice da je Aspergillus godinama bio
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predominantan rod izolovan iz sinusa pacijenata. Danas, medutim, postoji veliki broj studija
o naj¢e$¢im rodovima gljiva izolovanim iz sinusa pacijenata gde se, pored vrsta roda
Aspergillus (Chi i sar., 2014; Porter i sar., 2014), kao uzro¢nici FRS navode i druge rodove
kao $to su Alternaria (Chang i sar.,, 2013), Fusarium (Stammberger i sar., 2000),
Cladosporium (Shin i sar., 2007) i druge. Takode, dat je i odgovor na pitanje zasto pojedine
gljive vise "vole" sinuse nego pluca, te se ¢eS¢e mogu izolovati iz gornjih partija RT (tabela

4).

1.3.6. Metode vizuelizacije sinusa (CT)

lako je CT zlatni standard za dijagnozu GRS i HRS, nije $iroko rasprostranjen kao
dijagnosticka procedura u zemljama sa nizim socio-ekonomskim statusom i Cesto se radi tek
nakon neuspelog FESS-a kada se planira ponavljanje procedure ili ukoliko postoji
komplikacija HRS (Phillips i1 sar., 1995). Pokazano je da CT ima prednost nad drugim
dijagnostickim procedurama u detekciji promena u nosnom kavumu, ostiomeatalnom
kompleksu i1 paranazalnim sinusima, a znacajan je i kao vizuelizaciona metoda koja olaksava
sprovodenje endoskopije sinusa. Takode se smatra pouzdanom metodom za pracenje toka i
oporavka pacijenata sa HRS i GRS, kao i pojave komplikacije (Bhattacharyya i sar., 2010).
Postoje publikacije o korelaciji simptoma GRS i mikoloskog i CT nalaza (Bhattacharyya i
sar., 2010; Hopkins i sar., 2007; Bhattacharyya i sar., 2007). Neke studije su pokazale da
patoloski CT nalaz paranazalnih sinusa ne korelira i sa mikoloskim nalazom GRS (Kenny i
sar., 2001; Bhattacharyya i sar., 2007), dok su druge studije pokazale suprotno (Stewart i sar.,
2000). Takode, nije precizno utvrden znacaj Lund McKey skora za CT nalaz, i njegove
korelacije sa klini¢kim i mikolo§kim nalazom kod GRS (Basu i sar., 2005; Hoolbrok i sar.,
2005).

Zbog nepreciznosti, potrebno je korelirati klini¢ki rinoloski i alergoloski nalaz,
subjektivnu ocenu simptoma i mikoloski nalaz sa rezultatima CT skora u donoSenju zakljucka
o dijagnozi GRS (Basu i sar., 2005; Havas i sar., 1988). Trebalo bi usmeriti istraZivanja na
modifikaciju postoje¢ih CT skorova i ispitivanja korelacije CT skora sa klini¢kim nalazom i
subjektivnim simptomima (VAS skala) u cilju formiranja dijagnostickog protokola koji bi

olakSao dijagnostiku GRS.
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1.4. Nauéni doprinos disertacije

Siguran dokaz za GRS u sinusima je detekcija gljiviénih elemenata u aspiratu, NP ili tkivu
mukoze sinusa (patohistoloskim i/ili mikoloskim metodama). Sa druge strane, gljive se mogu
izolovati iz nazalnog sekreta zdravih ljudi, ali njihovo prisustvo ne predstavlja dijagnosticki
kriterijum za dijagnozu GRS (DeShazo i sar., 1998). Utvrdivanje znacaja prisustva gljiva na
sluznici u NP i/ili nazalnom sekretu i formiranje dijagnostickog protokola za GRS u odnosu
na lokalizaciju izolovanih gljiva je od ogromnog znacaja za profilaksu i primenu
odgovarajuce terapije.

Etiopatogenetski mehanizmi nastanka oboljenja RT koje izazivaju gljive nisu jo§ uvek
dovoljno naucno ispitani, dijagnosticki kriterijumi nisu jasno definisani a terapija je veliki
problem. Ova multidisciplinarna studija o evaluaciji metoda za indukciju sinonazalnog
sekreta u cilju detekcije gljiva kod pacijenata sa HRS u fizioloskim i patoloskim uslovima je
prva u Republici Srbiji i regionu, a deo je projekta Ol 175034 koji finansira Ministarstvo
prosvete, nauke 1 tehnoloskog razvoja Republike Srbije. Glavna grupa pacijenata kojom se
Projekat bavi su VRP za razvoj IGI, ali imaju¢i u vidu da su sinusi ¢esto primarno mesto
lokalizacije gljiva kod ovih pacijenata, mogué¢nost njihovog jednostavnog i pouzdanog
dokazivanja je od velikog znacaja za prevenciju IGI, njihov razvoj ili letalan ishod.

Nau¢ni doprinos kandidata i zna¢aj istraZivanja je u uvodenju, primeni i evaluaciji
novih, pouzdanih, senzitivnih i reproducibilnih metoda za dokazivanje gljiva u sinusima, kao
1 formiranje kritrijuma za interpretaciju njihovog nalaza u fizioloSkim 1 patoloSkim stanjima
kod pacijenata sa HRS. Od velikog znacaja je i1 formiranje klinickih algoritama,
laboratorijskih protokola i utvrdivanje faktora rizika za GRS. Time ¢e biti omoguéeno
dizajniranje novih istrazivanja, a pre svega onih koja prate klinicki tok GRS i
primenu/efikasnost antigljivi¢ne terapije, pre svega lokalne.

Prakticni znacdaj istraZivanja je unapredenje klinicke, radioloske i
mikolosko/citoloske dijagnostike kroz: (i) Razvijanje protokola za ISNS kod pacijenata sa
HRS, (ii) razvijanje protokola za uzorkovanje sekreta iz sinusa putem lavaze (ISNS_L) i
aspiracije (ISNS_A), (iii) razvijanje protokola za obradu ISNS_A, (iv) razvijanje protokola za
obradu NP do jednocelijske suspenzije, (v) detekcija gljiva iz obradenih uzoraka, (v)
utvrdivanje prevalencije GRS kod HRS i (vi) razvijanje algoritma za interpretaciju nalaza

gliiva u fizioloSkim (kolonizacija/mikrobiom sinusa) 1 patoloskim stanjima
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(infekcija/alergija) u Kkorelaciji sa faktorima rizika, klinickim i sociodemografskim

karakteristikama 1 kvalitetom Zivota pacijenata sa GRS.
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2. CILJ ISTRAZIVANJA
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Imaju¢i u vidu nau¢nu osnovu problema i radnu hipotezu, definisan je osnovni cilj
istrazivanja: Kod pacijenata sa HRS, dokazati prisustvo gljiva u sinonazalnom sekretu,
nakon indukcije, lavaze i aspiracije sekreta i u tkivu NP, nakon FESS-a, i interpretirati

znacaj njihovog prisustva u fiziolo§kim i patolo§kim stanjima.

Ostali ciljevi istrazivanja su:

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

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

aspiracije (ISNS_A) i dokazivanje gljiva

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

ISNS_A i detekcija gljiva

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

5. Uporediti razvijene metode i ispitati senzitivnosti i specifi¢nosti u odnosu na "bris

metod", kao 1 u odnosu na klinicki dijagnostikovan GRS

6. Utvrdivanje prevalencije GRS kod HRS 1 odredivanje prediktivne vrednosti razvijenih

dijagnostickih metoda

7. Razvijanje  algoritma za interpretaciju nalaza gljiva u  fizioloskim
(kolonizacija/mikrobiom sinusa) 1 patoloskim stanjima (infekcija/alergija) u korelaciji
sa faktorima rizika, klini¢kim i sociodemografskim karakteristikama i kvalitetom

Zivota pacijenata sa GRS
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3. MATERIJAL | METODE

48



3.1. Mesto i period odrZavanja

U periodu od 01.02.2012. do 01.08.2014. uradena je hibridna studija, kombinacija: (i)
klinickog eksperimenta i (ii) studije serije slucajeva. Planirano je da se evaluacija metode
ISNS izvr$i na svim studijskim pacijentima, medutim zbog opseznosti procesa NP i
indikovanog FESS-a kod odredenog broja pacijenata, metodoloski su podeljeni u dve grupe.
Studija je izvedena na grupi operisanih pacijenata sa HRS (grupa FESS) i grupi neoperisanih
pacijenata (grupa HRS) u razli¢itim vremenskim intervalima (slika 5). Grupu FESS su ¢inili
pacijenti koji su bili operisani putem FESS-a zbog prisustva NP. Grupu HRS su ¢inili: (i)
pacijenti kod kojih nije izvrSen pretretman (PT) i toaleta nosnog kavuma pre primenjenih
metoda uzorkovanja (grupa HRSet.); (ii) pacijenti kod kojih je izvrSen PT i toaleta nosnog
kavuma pre primenjenih metoda uzorkovanja (grupa HRSpt+) 1 (iii) pacijenti koji su prosli
samo prvu klinicko-epidemiolosku fazu studije, bez druge faze koju su ¢inile mikoloske i
radioloSke analize (HRS pacijenti koji su odustali od daljeg ispitivanja). Studija je
sprovedena: (i) na Klinici za ORL i MFH KCS; (ii) na Klinici za Alergologiju KCS; (iii) u
Centru za radiolosku dijagnostiku Stomatoloskog Fakulteta Univerziteta u Beogradu i (iv) u

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

VREMENSKI TOK STUDIJE

NEOPERISANI PACIJENTI
(grupa HRS, n=136)

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

+odustali pacijenti, n=24

OPERISANI PACIJENTI
(grupa FESS, n=43)

I—- |

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

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

U studiji su ucestvovali pacijenti sa HRS, dijagnostikovanim u skladu sa preporukama
"EPOS 2012" (Fokkens i sar., 2012).

3.2.1. Inkluzioni kriterijumi

Selekcija ispitanika za studijsku grupu je vrSena u odnosu na major i minor inkluzione
kriterijume. Za ulazak u studiju potrebno je da pacijenti ispunjavaju sve major i najmanje dva
minor Kriterijuma.

Major inkluzioni kriterijumi: 1) pacijenti >16 god; 2) tegobe >12 nedelja; 3) pozitivan CT
nalaz (zadebljanje mukoze sinusa/hiperatenuacija u sinusima); 4) dugotrajna terapijska
upotreba antibiotika/kortikosteroida (>12 nedelja); 5) imunokompetentnost; 6) odsustvo IFI.
Minor inkluzioni kriterijumi: 1) bol/pritisak u predelu sinusa/glavobolja; 2) nazalna
kongestija; 3) fetor ili smanjen/potpun izostanak mirisa; 4) anamnesticki podatak o prisustvu
nazalnog sekreta (curenje iz nosa ili slivanje niz zadnji zid Zzdrela); 5)
rinoskopski/endoskopski nalaz (nalaz NP, inflamacija/hipertrofija sluzokoze, prisustvo

mucina).

3.2.2. Ekskluzioni kriterijumi

Pacijenti koji su imali sledece ekskluzione kriterijume su iskljuceni iz studije:

1) pacijenti <16 god; 2) terapija topikalnim ili sistemskim AM i/ili kortikosteroidima u
prethodne 4 nedelje; 3) diabetes mellitus; 4) imunodeficijentna stanja.

Studija je odobrena od strane Etickog komiteta Klinickog centra Srbije (5030/5) 1 Etickog
komiteta Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu (29/V1-3). Svi pacijenti su potpisali

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

U periodu od 01.02. do 01.08.2012. uradena je studija u cilju evaluacije novo-
formiranog dijagnostickog protokola za dobijanje jednocelijske suspenzije od tkiva NP
(Barac 1 sar., 2015). U studiju su ukljucena 43 konsekutivna pacijenta sa HRS+NP operisana
putem FESS-a na Klinici za Otorinolaringologiju i maksilofacijalnu hirurgiju (ORL i MFH)
Klini¢kog Centra Srbije (KCS) (grupa FESS). Studija je odobrena od strane Etickog komiteta
KCS i Medicinskog Fakulteta Univerziteta u Beogradu (Br. 5030/5).

Dizajn studije: (i) prikupljanje demografsko-epidemioloskih podataka o pacijentima;
(i) anamnesti¢ki podaci o broju prethodnih FESS-ova, trajanju HRS, duzini kori$¢enja
kortikosteroida i antibiotika, komorbiditeti (astma, aspirin intolerancija/Al, hipersenzitivnost
na inhalatorne alergene) i (iii) prospektivno uzorkovanje NP tokom FESS-a za mikoloSku
analizu. Pacijenti su podeljeni u dve grupe u zavisnosti od broja prethodnih FESS-ova.
Pacijenti sa jednim ili viSe prethodnih operacija sinusa su pripadali grupi reFESS, dok su
pacijenti bez prethodnih operacija pripadali grupi pFESS. Na osnovu rezultata mikoloske

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

[ Girupd FESS ]\\
/

[ reFESS ] [ prtes ]

FESS
Tkivo NP

Obrada tkiva NP
%

1. Obrada NP mrezicom do jednocelijske suspenzije

\/
2_Vortex 30s

W
3. Centrifugiranje 3000 rpm/10 min
\

4. Odbacivanje supematanta

\V
{Sa. Zasejavanje sedimenta na "trostruke }

N ) ) ()
—J ) ) ) ==y

podloge" (28°/37°C. 7 dana)

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

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

3.2.4.1. Grupa HRSpt-

U periodu od 01.03. do 01.06.2013. godine uradena je studija serije slucajeva u koju je
uklju¢eno 65 konsekutivnih pacijenata sa potvrdenom dijagnozom HRS, grupa HRSe-, od
ukupno 470 pacijenata koji su u navedenom periodu ambulantno leCena na Klinici za
alergologiju i imunologiju KCS. Svih 65 pacijenata su prosli (i) klini¢ko-epidemiolosku 1 (ii)

mikolosko-radiolosku fazu studije bez primene pretretmana (PT) (sheme 2- 6).

3.2.4.2. Grupa HRSpT+

U periodu od 01.03. do 01.08.2014. godine uradena je studija serije slucajeva u koju je
ukljucen 71 konsekutivni pacijent sa potvrdenom dijagnozom HRS od ukupno 515 pacijenata
koji su u navedenom periodu ambulantno leceni na Klinici za alergologiju i imunologiju
KCS. Od ukupno 71 pacijenta 47 je proslo obe faze studije: (i) klini¢ko-epidemiolosku 1 (ii)
mikolosko-radiolosku fazu studije sa primenom PT (grupa HRSpt+). Ostala 24 pacijenta su

prosla samo prvu klini¢ko-epidemiolosku fazu studije (Sheme 2-6).
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Shema 2. Dizajn studije (HRS pacijenti)
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Shema 3. Dizajn | faze studije (HRS pacijenti)
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Shema 4. Grafi¢ki prikaz dizajna I faze studije (HRS pacijenti)
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Shema 5. Dizajn 11 faze studije (grupa HRS)

54



Shema 6. Graficki prikaz dizajna Il faze studije (grupa HRS)

3.3. Metodologija studije

Grupa FESS je prosla kroz dve faze studije:

1) klini¢ko-epidemioloska

Anamnesti¢ki su prikupljeni podaci o komorbiditetima, trajanju bolesti, terapiji
sociodemografiji pacijenata.

2) hirur$ko-mikoloska faza
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Izvr$ena je operacija paranazalnih sinusa zahvacenih polipozom putem FESS-a, ekstrakcija

tkiva NP, mikoloska obrada NP i analiza jednocelijske suspenzije NP.

Grupa HRS je prosla kroz dve faze studije:

1) klini¢ko-epidemioloska

Pacijenti su popunjavali klini¢ko-epidemioloske upitnike (prilog 2-8): (i) vizuelno analognu
skalu (VAS); (ii) ,, Sinonasal Outcome Test* (SNOT-22); (iii) opsti sociodemografski upitnik
i uraden je (iv) alergolosko-laboratorijski i (v) rinoloski pregled.

2) radioloSko-mikoloska faza

Pacijentima je uradeno CT snimanje paranazalnih sinusa i uzorkovanje, mikoloska obrada i
analiza ISNS_L i1 ISNS_A i BSN. Grupi HRSpt- i HRSpT+ su primenjivane iste metode
uzorkovanja, ali pod izmenjenim uslovima — grupi HRSpt- nije raden PT i toaleta nosnog
kavuma pre uzorkovanja, dok je grupi HRSpt+ raden PT. Uzorkovanje klinickog materijala iz
sinusa je uradeno: (i) BSN (standardna metoda) i primenom novo-ispitivanih metoda za ISNS
(i1) lavaza/ISNS_L i (iii) aspiracija/ISNS_A. Klinicki materijali iz sinusa su obradeni
modifikovanim protokolom za obradu ISNS_A i ispitani na prisustvo gljiva i bakterija
standardnim mikrobioloSkim metodama (kultivacija).

Grupa HRSpt-: Pacijenti sa pozitivnim nalazom gljiva u ISNS_A su ¢inili HRSF+pT- grupu,
a pacijenti sa negativnim nalazom gljiva HRSk-/p1- grupu.

Grupa HRSpt+: Pacijenti sa pozitivnim nalazom gljiva u ISNS_L i/ili ISNS_A su ¢inili
HRSF+pT+, @ pacijenti sa negativnim nalazom gljiva HRSF-pt+ grupu.

Cilj: Razvijanje pouzdanih, reproducibilnih i bezbednih metoda za uzorkovanje i obradu
ISNS ispitivanjem Sn i Sp metode za uzorkovanje ISNS.

U cilju formiranja dijagnostickog protokola za GRS izvrSena je korelacije
laboratorijskog nalaza jednocelijske suspenzije NP, BSN, ISNS_A, ISNS_L i ISNS_komb
(istovremena primena ISNS_A i ISNS_L) sa klini¢kim i epidemiolo§kim podacima, kako bi
se definisali klini¢ki dijagnosticki kriterijumi za GRS. Na osnovu nalaza gljiva u ISNS
definisani su kriterijumi koji predstavljaju: (i) fizioloski nalaz (mikrobiom sinusa) ili (ii)

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

U cilju kvantitativne i kvalitativne analize , indoor” gljiva koje su prisutne u

zivotnom/radnom prostoru pacijenata vrSena je izolacija gljiva iz zivotnog prostora pacijenata

sa HRS.

3.4. Podloge, reagensi i aparatura

3.4.1. ,,Trostruki® set podloga za uzorkovanje i izolaciju gljiva i bakterija

Kori$¢ene su hranljive podloge, koje se sastoje od: (i) Sabouraud dekstroznog agra/SDA
(Himedia, Indija), (ii) krompirovog dekstroznog agra (Potato dextrose agar/PDA, Biolab,
Madarska) i (iii) krvno-govedeg agra/KA (Torlak, Srbija).

SDA je modifikovani agar sa dodatkom dekstroze koji je prvi opisao Sabouraud (Sabouraud i
sar., 1892). SDA se koristi za rast komensalnih i patogenih plesni i kvasnica.Visoka
koncentracija dekstroze i kiseli pH u sastavu SDA doprinose rastu gljiva (Jarett i sar., 1980).
SDA je mikrobioloska podloga u obliku praha; za 1L podloge potrebno je 30 g praha u 1L
destilovane vode. Ohladena podloga (55°C) se razliva u jednu treéinu trostruke petri Solje
(SIGMA Aldrich, SAD) u debljini od minimalno 5 mm.

PDA je modifikovani agar sa dodatkom dekstroze i krompirovog ekstrakta koji doprinose
rastu gljiva. Koristi se za izolaciju komensalnih i patogenih plesni, jer stimuli$e sporulaciju
koja olakSava mikroskopsku 1 makroskopsku identifikaciju plesni. PDA je mikrobioloska
podloga u obliku praha; za 1L podloge potrebno je 39 g praha u 1L destilovane vode.
Ohladena podloga (55°C) se razliva u jednu tre¢inu trostruke petri Solje u debljini od
minimalno 5 mm.

KA je modifikovani agar sa dodatkom govede krvi. Koristi se za izolaciju bakterija. KA je
mikrobioloska podloga u obliku praha; za 1L podloge potrebno je 43 g praha u 1L
destilovane vode. Sterilisanoj i ohladenoj podlozi (40°C) dodaje se pod asepti¢nim uslovima
5-7% sterilne defibrinisane krvi, dobro promesa i razlije u jednu tre¢inu trostruke petri Solje u

debljini od minimalno 5 mm (slika 6).
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Dizajniran je ,.trostruki® set za uzorkovanje i izolaciju gljiva i bakterija, u sastavu od SDA,
PDA i KA na po 1/3 trostruke petri ploce.

Slika 6. ,, Trostruki“ set za uzorkovanje i izolaciju gljiva i bakterija

3.5. Rastvori za indukciju sinonazalnog sekreta

35.1. Hipertonic¢ni fizioloSki rastvor

Hipertoni¢ni fizioloski rastvor (7% NaCl) je mukoliti¢ko sredstvo. Smanjuje viskoznost
nepurulentnog i purulentnog mukusa. Hipertoni¢ni NaCl povecéava aktivnost cilija gornjih
partija disajnih puteva, brzinu kretanja mukusa u bronhijama i olaksava izbacivanje sadrzaja
iz sinusa. Priprema se rastvaranjem 7g NaCl u 100 ml sterilne destilovane vode (Apoteka
»Zvezdara, KBC Zvezdara, Beograd, Srbija).

3.5.2. Sputasol
Sputasol (ditiotreitol 1.4%) je snazan mukolitik koji sadrzi sulfihidrilne grupe (SH) u sastavu
ditiotreitola i koristi se za obradu viskoznog mucina dobijenog aspiracijom iz sinusa

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

3.6.1. Ultrazvuéna kada

Ultrazvu¢na (UZ) kada (Easy Clean, Velika Britanija) radi po principu ultrazvucne
kavitacije u teCnosti. Snaga proizvedena sonifikatorom, generiSe u tecnosti brojne mikro-
balone koji ubrzavaju emulgaciju i rastvaranje. UZ kada je koriS¢ena u procesu obrade
uzoraka ISNS, a u cilju ekstrakcije gljiva iz tkiva i mucina i njihove lakse izolacije (\VVollmer i
sar., 2008). Kristal turmalina koji se nalazi u sastavu UZ kade fizicki deformiSe strukturu
tkiva/bioloskog materijala pod dejstvom elektricne energije, usled oscilacije na datoj

frekvenciji.

3.6.2. Mukus ekstraktor

Mukus ekstraktor (Ultramed, Egipat) sluzi za sterilnu kolekciju aspiriranog sadrzaja iz
sinusa radi mikrobioloske dijagnostike. Sastoji se od sterilne zatvorene posude kapaciteta 25
ml i dve mekane PVC cevi duzine 40 c¢cm i debljine 10FG locirane na suprotnim krajevima
posude. Jedna cev sadrZi nastavak kojim se prikljucuje za aspirator, a druga cev bez nastavka
sluzi za uzorkovanje ISNS (slika 7). Pacijent je u leze¢em poloZaju sa glavom nagnutom
unazad za 30 stepeni. Cev se manuelno uvodi pod uglom od 90 stepeni kroz nozdrvu u sinuse
(Sharma R. i sar., 2008).

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

PARI-SINUS inhalator (PARI GmbH, Nemacka) je specijalno dizajniran inhalator za
inhalaciju sinusa, sa snaznim rasprSivaéem koji vr$i snaznu disperziju tecnosti do
mikrometarske veli¢ine od 1 do 5 pm i plasira je u unutra$njost sinusa (Dalby R., 2011) (slika
8). Pumpica se stavlja direktno u nozdrvu, te¢nost se sipa u posudu koja je sastavni deo
pumpice i rasprsivanje leka zapocinje uklju¢ivanjem aparata u struju. Inhalacija kroz svaku
nozdrvu pojedinacno traje 5 minuta i vrsi se sa 5 ml hipertoni¢nog fizioloSkog rastvora (7%
NaCl). Tokom rada se poStuju sva pravila asepse i rada u laboratoriji, kako se pumpica ne bi
kontaminirala. Pacijent je u leze¢em polozaju sa glavom nagnutom unazad za 30 stepeni.
Svakom pacijentu se za svaku nozdrvu plasira prethodno sterilisana pumpica. Nakon

ukljucivanja prekidaca pokrece se rasprSivanje kapljica kroz pumpicu.

Slika 8. PARI-sinus inhalator (preuzeto sa http://www.inel.co.rs/sr/proizvodi/)
3.6.4. Aspirator
Za aspiraciju sinusa kori$¢en je portabilni aspirator (Miniaspeed Portable Aspirator Plus,

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

vrila kolekcija sadrzaja.
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3.7. Laboratorijske dijagnosticke procedure

3.7.1. Kozne probe (Skin prick test/SPT)

SPT na inhalacione alergene je koris¢en u svrhu dijagnostike hipersenzitivnosti na
inhalacione alergene. KoriS¢en je set sa 15 inhalacionih alergena u boc¢icama od 2 ml,
pozitivnom probom (histamin) i negativnom probom (fizioloski rastvor) (Alk-Abello,
Danska). Kod svih ispitanika kozna preosetljivost je testirana metodom uboda (“prick”).
Vrste alergena i njihove koncentracije prikazane su u tabeli 11. Na pacijentovoj podlaktici se
hemijskom olovkom obeleze brojevi od 1 do 15 u dve kolone kao i1 “+” za pozitivnu kontrolu

313

1 negativnu kontrolu. Na svako obelezeno mesto se stavi po jedna kap rastvorenih
alergena. Kroz svaku kap se lancetom napravi blagi povrsni ubod, a zatim se kap ukloni
papirnum ubrusom sa koze. Nakon 15-20 minuta vrs$i se oCitavanje rezultata SPT. Postojanje
preosetljivosti na inhalatorne alergene procenjivano je na osnovu veli¢ine papule i eritema u
mm (slika 9). Kao pozitivan rezultat uzimana je vrednost kozne reakcije koja je bar za 3 mm

veca od negativne kontrole.

Slika 9. KozZne probe

61



Tabela 11. Alergeni koriSc¢eni za koZne probe

Vrsta alergena Naziv alergena Koncentracija
- Dermatophagoides farinae 30 HEP
Grinje - .
Dermatophagoides pteronyssinus 30 HEP
Betula verucosa 30 HEP
Olea europea 30 HEP
Cupressus arizonica 30 HEP
Polen
Phleum pratense 30 HEP
Ambrosia artemisia 1:100 w/V
Artemisia vulgaris 10 HEP
Alternaria alternata 30 HEP
: Penicillium notatum 1:20 w/V
Plesni )
Cladosporium herbarum 1:20 w/V
Aspergillus fumigatus 1:20 w/V
Horse epithelia 10 HEP
Dlaka Cat epithelia 10 HEP
Dog epithelia 10 HEP
Histamin (pozitivna proba) 10 mg/ml
Probe +/- Fizioloski rastvor (negativna proba) 2 ml

Skracenice: HEP, Histamine equivalent prick

3.7.2. Ukupna IgE At u serumu

Koncentracija ukupnih IgE At u serumu je merena ELISA metodom (Euroimmun AG,
Nemacka) iz uzoraka seruma pacijenata. Procedura za izvodenje ELISA testa je data u
prilogu (prilog 9). Rezultati su tumaceni kao: (i) negativan (<100 1U/ml), (ii) nisko pozitivan
(100-500 1U/ml); (iii) pozitivan (500-1000 1U/ml) i (iv) visoko pozitivan (>1000 1U/ml).

3.7.3. Specifi¢na anti-gljivicna IgE At

Koncentracija specificnih anti-gljivicnih IgE At za smeSu gljivicnih alergena (A.
fumigatus, C. herbarum, A. alternata i P. notatum) iz uzoraka seruma pacijenata je
odredivana RIDA Allergy screen testom (R-Biopharm, Darmstadt, Germany) po uputstvu
proizvodaca. Klasifikaciona skala za specifi¢na anti-gljivicna IgE At je bila:

- klasa 0 (< 0.35 IU/ml)

- klasa 1 (0.35-0.7 1U/ml)
62



- klasa 2 (0.7-3.5 1U/ml)

- klasa 3 (3.5-17.5 1U/ml)

- klasa 4 (17.5-50 1U/ml)

- klasa 5 (50-100 IU/ml)

- klasa 6 (100 1U/ml)

Rezultat je tumacen kao: (i) negativan (<0.35 1U/ml; klasa 0); (ii) umereno znacajno (0.35 —
3.5 IU/ml; klasa od 1 do 2) i (iii) visokoznacajno (>3.5 IU/ml; klasa od 3 do 6).

3.7.3. Eozinofili (Eo) u perifernoj krvi

Odredivanje broja eozinofila u perifernoj krvi je vrSeno bojenjem krvi sa 10% eozinom i
brojanjem u komori. Merena je koli¢ina eozinofila u komori u mm?, i klasifikovana kao: (i)

normalna (0-349 mm?3); (ii) visoka (>350 mm?®) i (iii) jako visoka (>500 mm?q).

3.8. Klinicke dijagnosti¢ke procedure

3.8.1. Rinoskopski pregled

Pacijenti su pregledani od strane specijaliste otorinolaringologije. Svi pacijenti su
ambulantno pregledani putem prednje rinoskopije pomocu spekuluma. Belezeno je prisustvo
slede¢ih parametara: (i) edem, (i1) inflamacija/edem/kruste, (ii1) pre/post nazalni drip 1 (iv)

prisustvo NP.

3.8.2. Kompjuterizovana tomografija (CT)

Pacijentima je uraden CT glave i1 paranazalnih Supljina 1 analiziran od strane specijaliste
radiologije. Vizuelizovani su frontalni, maksilarni, sfenoidni i etmoidni sinusi (slika 10). CT
daje podatke o strukturi tkiva, hipo-, izo- ili hiperdenzitivnosti, o obliku i veli¢ini sinusa.
BelezZen je: (i) denzitet sadrzaja u sinusima izrazen u HU, (ii) ispunjenost sinusa izrazena u

procentima i (iii) zadebljanje mukoze sinusa (Lund i sar., 1993).
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Slika 10. CT paranazalnih sinusa pacijenta sa HRS+NP

3.9. Dizajn metoda uzorkovanja

Pacijentima su uradene mikrobioloske analize iz klinickog materijala uzorkovanog na 4
nacina:
e Grupa FESS
1. FESS
e Grupa HRS
2. BSN
3. ISNS_L, primenom hipertonog fizioloskog rastvora i direktnim izbacivanjem sadrZaja na
hranljive podloge

4. ISNS_A, inhalacijom hipertonog fizioloskog rastvora i aspiracijom (tabela 12).
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Tabela 12. Pretretman (PT), uzorkovanje i obrada klinickog materijala iz sinsa u cilju

dokazivanja gljiva

*NP *NP
Intraoperativno
BSN
(FESS)
. . Sadrzaj sa
Tkivo polipa

mukoze nosa

1-2 cm?® *NP

1. Pravljenje
jednocelijske
suspenzije pomoc¢u
mrezice
2. Homogenizacija *NP
(Vortex)
3. Koncentrovanje
(centrifugiranje)

"Trostruki” set "Trostruki” set
podloga podloga
Minimalna,

uzorkovanje pod _
o i Visoka
asepti¢nim uslovima

u hirurskoj sali

*NP, nije primenjeno.

3.9.1. FESS

Ukoliko je rinoskopski nalaz ukazao na opseznu nazalnu polipozu i ukoliko je indikovana
operacija, pacijentima je raden FESS. FESS se radi u opstoj endotrahealnoj anesteziji, u

leZe¢em polozaju pacijenta, uvodenjem opti¢kog instrumenta u kavum nosa - endoskopa, pod
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uglom od 0 ili 30°, pomo¢u kog se jasno vide paranazalne Supljine pod uvelicanjem.
Strukturu endoskopa €ini niz cilindriénih so€iva ugradenih u dvostruku metalnu koSuljicu
kroz koju prolaze opticka vlakna za intenzivno osvetljenje sa vidnim poljem Sirine od 90° u
svim pravcima i mogucim uvecanjem slike. KoriS¢eni su tanki osvetljeni endoskopi prec¢nika
od 2,7 do 4 mm ¢iji vrthovi omogucavaju gledanje pod razli¢itim uglovima (0 ili 30°) i sadrze
hladna seciva za uklanjanje NP i obolele mukoze. Endoskop se pazljivo stavlja u nos i
prilikom svakog prolaska kroz nosne hodnike. FESS-om su ekstrahovani NP iz zahvaéenih
sinusa i pod sterilnim uslovima odstranjeni u sterilnu posudu. Najkasnije 2h nakon operacije,
operativni materijal je dostavljan u NRLUM, Medicinskog Fakulteta Univerziteta u

Beogradu.

3.9.2. Bris sluznice nosa (BSN)

Bris (Copan diagnostics, SAD) je uziman posebno za levu i posebno za desnu nozdrvu.
Bris je plasiran do oko 2 cm u nozdrvu i uzorak je uzet rotirajuci brisom po nazalnoj sluznici
(slika 11). Transport u NRLUM, Medicinskog Fakulteta Univerziteta u Beogradu je izvrSen u

roku od 2 sata na sobnoj temperaturi.

Slika 11. Uzorkovanje brisa sa sluzokoZe nosa i mikrobiolosko ispitivanje
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3.9.3. Lavaza indukovanog sinonazalnog sekreta (ISNS_L)

Pre ISNS_L pacijentima su brisom detaljno obrisani nosni kavumi kako bi se smanjila
mogucnost kontaminacije 1 povecala verovatno¢a uzorkovanja sadrzaja direktno iz sinusa.
Pacijenti su zatim rasprSivali hipertoni¢ni rastvor NaCl putem sterilisanog rasprSivaca u
svaku nozdrvu po 3 puta. Nakon rasprSivanja spreja u svaku nozdrvu, pacijenti su bili
zamoljeni da snaznim izduvavanjem kroz nos izbace sadrzaj direktno na KA i SDA, posebno
za svaku nozdrvu (slika 12). ISNS_L je radena dva puta, u razmaku od 7 dana, a pozitivnim

nalazom je smatran 2 puta ponovljen nalaz istog izolata.

Slika 12. Protokol uzorkovanja ISNS_L

3.9.4. Aspiracija indukovanog sinonazalnog sekreta (ISNS_A)

Svaki ispitanik je inhaliran sa 5 ml hipertoni¢nog rastvora NaCl putem PARI-SINUS
inhalatora tokom 10 minuta u kvadripedalnom polozaju (slika 13). Kvadripedalni polozaj
olaksava drenazu sadrZaja iz paranazalnih sinusa (Ford i sar., 2011). Nakon inhalacije svake
nozdrve pojedina¢no, mucin iz sinusa je uziman putem aspiracije u lezeCem polozaju sa
glavom zabacenom u nazad pod uglom od 30°. ISNS_A je sterilno uzorkovan pomo¢u mukus
ekstraktora. Mukus ekstraktor se jednim krajem nadovezuje na aparat za aspiraciju, dok se
drugi kraj plasira, pod pravim uglom kroz nosne hodnike do sinusa. Tokom aspiracije sadrzaj

1z sinusa se pokretanjem papucice na aspiratoru uvlaci kroz mukus ekstraktor 1 zadrzava u
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sterilnoj posudi koja je njen sastavni deo (slika 13). Aspiracija se vrsi posebno za leve i
posebno za desne paranazalne sinuse.

Aspiracija sadrzaja iz sinusa je pravilna ukoliko je koli¢ina aspiriranog sadrzaja 1 ml ili viSe.

Slika 13. Protokol uzorkovanja ISNS_A

3.9.5. Uzorkovanje vazduha iz Zivotnog/radnog prostora pacijenata

Pacijenti su zamoljeni da ostave otvorenu jednu petri Solju sa PDA tokom 1 h na sobnoj
temperaturi u prostoriju u kojoj borave, i jednu petri Solju sa PDA u prostoriji u kojoj rade
(slika 14). Zatvorene petri Solje i pri¢vrséene parafilmom (Sigma-Aldrich, SAD) su
dostavljane u NRLUM radi dalje analize. PDA podloge koje sadrze uzorke vazduha su

postavljene u inkubator na 28°C, a rezultati su evidentirani nakon 7 dana.

Slika 14. Uzorkovanje vazduha
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3.10. Uzorci

U odnosu na grupe pacijenata, kori$¢eni su slede¢i uzoreci:

1. Grupa FESS: (i) obradeno tkivo NP (JCS)

2. Grupa HRS:
HRSpT-: (i) ISNS_A,; (ii) ISNS_L i (iii) BSN bez PT
HRSpt+: (1) ISNS_A; (ii) ISNS_L i (iii) BSN sa PT

3.10.1. Obrada uzoraka

3.10.1.1. Obrada tkiva NP do jednoc¢elijske suspenzije

Tkivo NP je obradivano po novo-formiranom protokolu za dobijanje jednocelijske
suspenzije (slika 15). Nakon obrade tkiva NP do jednocelijske suspenzije zasejano je 50 ul na
svaki od tri dela trostruke hranljive podloge, u duplikatu, radi inkubacije na 28 °C i 37°C.
Obelezene podloge su postavljene u inkubator na 28 °C i 37°C, a rezultati su evidentirani

nakon 24h za bakterije i nakon 7 dana za plesni.

Algoritam za obradu tkiva NP do jednocelijske suspenzije (slika 15):

a) Detekcija NP na CT snimku

b) Uklanjanje NP pod asepti¢nim uslovima putem FESS-a i transportovanje u laboratoriju u
sterilnoj plasti¢noj posudi

c) Priprema jednocelijske suspenzije u petri Solji pomocu mrezice za obradu tkiva, snaznim
pritiskom NP tkiva na mreZicu 1 pomeranjem u levu i desnu stranu

d) Smesa jednocelijske suspenzije i ekvivalentne koli¢ine 1.4% ditiotreitola. Homogenizacija
sadrZaja vorteksovanjem 30s 1 taloZenje sedimenta na sobnoj temperaturi 15 minuta

e) Centrifugiranje JCS na 3000 rpm tokom 10 minuta; odbacivanje supernatanta; kori$éenje

sedimenta za mikolosku kultivaciju 1 direktni mikroskopski pregled
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Slika 15. Algoritam za obradu NP

3.10.1.2. Obrada brisa sluznice nosa (BSN)

U komori za sterilan rad, bris je nanet pojedinano na svaki od tri dela trostruke podloge u
jednom potezu u naizmeni¢nom pravcu. BSN je zasejan u duplikatu, radi inkubacije na 28 °C
i 37°C.
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3.10.1.3. Obrada ISNS_L

Nakon uzorkovanja ISNS_L, SDA podloga koja sadrzi ISNS_L je postavljena u inkubator na
28°C, a KA podloga koja sadrzi ISNS_L je postavljena u inkubator na 37°C.

3.10.1.4. Obrada ISNS_A

ISNS_A je obraden po modifikovanom protokolu (Ponikau i sar., 1999). Aspiriranom
sadrzaju je dodata ekvivalentna koli¢ina 1.4% ditiotreitola. SadrZaj je homogenizovan na
vortex mesSalici tokom 60s, a zatim je posuda mukus ekstraktora sa ISNS_A postavljena u
UU kadu u uspravnom polozaju i obradivana ultrazvucima od 42 kHz, na temperaturi od
50°C tokom 480s (slika 16 i1 17). Nakon obrade ISNS_A po 50 pl je zasejano na svaki od tri
dela trostruke hranljive podloge, u duplikatu, radi inkubacije na 28 °C i 37°C. Obelezene
podloge su postavljene u inkubator na 28 °C i 37°C, a rezultati su evidentirani nakon 24h za
bakterije i nakon 7 dana za plesni.

Polovina ukupnog sadrzaja ISNS_A je ispitana mikrobioloski, a druga polovina je sacuvana u

banci uzoraka na -70°C.

[5505)
lglglﬂ o

Slika 16. Obrada ISNS_A
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Slika 17. Protokol za uzorkovanje i obradu ISNS_A
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3.10.2. lzolacija i identifikacija gljiva i bakterija

3.10.2.1. Podloge za izolaciju

Za izolaciju bakterija i gljiva iz: (i) jednocelijske suspenzije NP, (ii) BSN i (iii) ISNS_A
koriséene su ,.trostruke podloge*.
Za izolaciju bakterija i gljiva iz ISNS_L kori$¢ene su KA i SDA hranljive podloge.

Za izolaciju gljiva iz uzorka vazduha kori$¢ena je hranljiva podloga sa PDA (slika 18).

3.10.2.2. Temperatura inkubacije

Nakon zasejavanja uzoraka, obelezene podloge su postavljene u inkubator na
28°C i 37°C, a rezultati su evidentirani nakon 24h za bakterije i svakodnevno tokom 7
dana za plesni. Nakon 24h bakterioloski nalaz je izdavan kao negativan ukoliko nije
bilo porasta bakterija ili ukoliko je bila prisutna fizioloska mikroflora i pozitivan
ukoliko je bilo porasta patogenih bakterija. Nakon 7 dana mikoloski nalaz je izdavan
kao negativan ukoliko nije bilo porasta i pozitivan ukoliko je bilo porasta gljiva (slika
18).

3.10.2.3. Identifikacija bakterija i gljiva

Bakterije su identifikovane putem makroskopskih, mikroskopskih i enzimskih
karakteristika do nivoa vrste nakon 24h od postavljanja u inkubator.

Gljive su identifikovane putem makroskopskih i mikroskopskih karakteristika
do nivoa vrste nakon 7 dana od postavljanja u inkubator. Mikroskopska identifikacija je
vr$ena pravljenjem mikroskopskog preparata sa kulture bojenjem sa Lactophenol cotton
blue/LCB (Hardy Diagnostics, SAD) i 20% NaCl i posmatranjem pod svetlosnim
mikroskopom (40x, 100x; Leica, SAD).

Izolati gljiva su sacuvani u kolekciji znacajnih gljiva u: (i) destilovanoj vodi na

sobnoj temperaturi i (ii) Skim milk-u (HiMedia, Indija) na -20 °C.
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UZORAK

Tkivo NP

PODLOGE

Trostruke

28°C

37°C

28°C

37°C

28°C

37°C

VvV VvV Vv VvV

28°C

37°C

Slika 18. Izolacija gljiva iz klini¢kih uzoraka (podloge, vreme i temperatura)

3.11. Instrumenti merenja

Za sve pacijente su prikupljeni:

(i) sociodemografski podaci (upitnici Al, A2, E)

(11) klinicki podaci - alergoloskim, prednje-rinoskopskim 1 radioloskim pregledom (upitnici

A3, B, C)
(ii1) mikrobioloski nalazi (upitnik D).
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Kandidat je na osnovu anamnestickih podataka dobijenih od pacijenata popunjavao upitnike
Al, A2 i E, dok su upitnike A3, B, C i D popunjavali kandidat i lekari specijalisti iz oblasti

alergologije, orl, radiologije i mikrobiologije.

Upitnik Al predstavlja subjektivna vizuelno analogna skala (VAS) za odredivanje tezine
HRS na osnovu Sest vodecih simptoma. VAS skala se sastoji od jedne linije duzine 10 cm
podeljene na 10 podeoka od po lcm, koja je na pocetku obelezena sa "0" (bez tegoba), a na
kraju sa "10" (intenzivne tegobe) (prilog 2). Ispitanik treba da subjektivni osecaj tegoba izrazi
kroz numerizaciju izmedu ove dve krajnje tacke. U studiji je kori$¢ena tzv. "Smile” VAS
skala. "Smile" skala na samom pocetku i kraju linije, sadrzi crteZze koji odslikavaju bolno
stanje pacijenta, dok su izmedu ova dva crteza numericke oznake. Pojedina¢no dobijeni
skorovi za svaki simptom, od kojih se svaki boduje od 0 do 10, su sabrani i podeljeni sa
ukupnim brojem simptoma (5) i na taj nadin se dobija ukupna vrednost (od 0-10) Sto
predstavlja skor VAS skale. Na osnovu ukupne vrednosti, tezina HRS se izrazava kao: (i)
blaga (0—4), (ii) umerena (5-6) i (iii) teska (7-10) (Soler i sar., 2008) (prilog 2).

Upitnik A2 predstavlja SNOT-22, koji su formirali Hopkins i saradnici, u formi upitnika o
QoL ukljucujuéi 22 najcesca simptoma HRS i sluzi za odredivanje tezine HRS (Hopkins i
sar., 2009). Originalna engleska verzija upitnika je prevedena na srpski (od strane dva
prevodioca) potom je formirana zajednicka srpska verzija prevoda koja je vracena na engleski
(takode od strane dva prevodioca). Engleske verzije upitnika su poslate autoru (dr Hopkins)
koji je nakon uvida dao odobrenje da se upitnik moZze koristiti u naSem ispitivanju.

Svi ispitanici su anketirani od strane istog lekara. Najpre su ukratko objasnjeni svrha i na¢in
popunjavanja upitnika, da bi se potom, uz njihov pristanak, pristupilo popunjavanju upitnika.
SNOT-22 je upitnik specifi¢an za oboljenje, primarno namenjen proceni kvaliteta Zivota
obolelih od HRS. Za ispitivanje je koris¢ena verzija koju popunjava ispitiva¢, a period na koji
se odnose pitanja upitnika iznosio je dve nedelje (po uzoru na izvornu verziju SNOT-22).
Pacijenti su zamoljeni da subjektivno ocene 22 najcesce tegobe za HRS prema tezini: (i) O -
bez tegoba; (ii) 1 - veoma slabe tegobe; (iii) 2 - slabe tegobe; (iv) 3 - umerene tegobe; (v) 4 -
izrazene tegobe i (vi) 5 - nepodnosljive tegobe (prilog 3). SNOT-22 je podeljen na 5 domena:
1. nazalni simptomi (kijanje, curenje iz nosa, vlazan nos, prisustvo vodenastog sekreta u
nosu, prisustvo gustog sekreta u nosu, blokada/otezano disanje na nos, smanjen osecaj mirisa,
neprijatan miris iz nosa); 2. orofaringealni simptomi (kasalj, vrtoglavica, ose¢aj punoée u
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uSima, bol u usima); 3. facijalni simptomi (bol ili pritisak na nekom delu lica); 4. simptomi
vezani za spavanje (isprekidan san, no¢no budenje zbog otezanog disanja, osetaj umora
prilikom budenja, smanjena koncentracija, iscrpljenost/zamor, smanjena produktivnost tokom
dana, poteskoce vezane sa spavanjem); 5. sistemski simptomi (anksioznost/nervoza, lose
raspolozenje). Za sva pacijente je odredivan ukupan SNOT-22 skor sabiranjem ocena za
svaku od 22 tegobe iz upitnika. Vrednosti ukupnog SNOT-22 skora se kre¢u od 0-110, pri
¢emu visa vrednost SNOT-22 skora ukazuje na losiji ishod HRS. Skorovanje je izvrSeno na
slede¢i nacin: (i) 0-35 lak HRS, (ii) 36-75 umeren HRS i (iii) 76-110 tezak HRS (DeConde i

sar., 2014) (prilog 3).

Upitnik A3 se odnosi na alergoloski klinicki nalaz i popunjava ga lekar. Obuhvata rezultate
SPT, nalaz ukupnih IgE At u serumu pacijenata, nalaz specifi¢nih IgE At u serumu pacijenata
na mix gljiviénih alergena, broj Eo u serumu pacijenata i rezultat metaholinskog testa (prilog
4).

Rezultat SPT na inhalatorne alergene je skorovan na sledeci nacin:
(i) Negativni svi inhalatorni alergeni - 0 bodova
(i) Pozitivna do 2 inhalatorna alergena — 1 bod

(iii) Pozitivna 3 i viSe inhalatorna alergena — 2 boda

Nalaz ukupnih IgE At u serumu pacijenata je skorovan na sledeci nacin:
(i) Negativna - 0 bodova

(it) Pozitivan (>100 IU/ml) — 1 bod

(iii) Visokopozitivna (>1000 1U/ml) — 2 boda

Nalaz specifi¢nih anti-gljivi¢nih IgE At u serumu pacijenata je skorovan na sledeci nacin:
(i) Negativno (<0.35 IU/ml) - 0 bodova

(i1) Umereno znacajno (klasa od 1 do 2) (0.35 — 3.5 IU/ml) — 1 bod

(ii1) Visokoznacajno (klasa od 3 do 6) (>3.5 IU/ml) — 2 boda

Broj Eo u serumu pacijenata je skorovan na slede¢i nacin:
(i) Normalni (0-349 mm?3) - 0 bodova
(i) Visoki (>350 mm?®) — 1 bod
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(iii) Jako visoki (>500 mm®) — 2 boda

Upitnik B se odnosi na klinicke podatke vezane za HRS (anamnesticki i rezultati
endoskopskog/rinoskopskog pregleda) i sluzi za odredivanje rinoskopskog skora. Sadrzi 5
anamnestickih pitanja i 4 rinoskopska parametra i odgovori se pojedina¢no skoruju od 0 do 2,
odnosno od 0 do 3. Upitnikom su dobijeni anamnesticki podaci o tezini HRS: (i) duzina
trajanja tegoba (glavobolja/bol u predelu sinusa, nazalna drenaza, otezano disanje), (ii) duzina
koriS¢enja lekova (antibiotici, topikalni koritkosteroidi, antihistaminici), (iii) intenzitet
simptoma, (iv) prethodne operacije sinusa i (v) uzrast u kom su pocele tegobe.

Klini¢kim rinolo$kim pregledom je dobijen podatak o — prisustvu edema, eritema i pre-post
nazalnog dripa (leva i desna strana) (prilog 5). Prisustvo svake od promena na rinoloskom
nalazu nosi 1 bod, a odsustvo 0 bodova, te je maksimalan skor 3, a minimalan 0. Skorovanje
klinickog rinoloskog nalaza je izvrSeno na slede¢i nacin: (i) 0-1 lak HRS, (ii) 2 umeren HRS i
(iii) 3 tezak HRS (prilog 5).

Upitnik C se odnosi na CT nalaz endokranijuma (paranazalnih sinusa). Obuhvata 5
parametara koji ukazuju na oc€uvanost kontinuiteta zida sinusa, sadrzaj sinusa i1 gustinu
sadrzaja u sinusima. Ispunjenost sinusa je odredivana posebno za maksilarne sinuse i posebno
za ostale sinuse (etmoidalni, sfenoidalni, frontalni) (Lund i sar., 1993) (prilog 6).
Za odredivanje tezine HRS koris¢en je novo-formirani ,,Skor za procenjivanje ispunjenosti
maksilarnih sinusa®, odredivanjem procentualnih vrednosti slede¢ih parametara putem
kompjuterskog programa:
(i) Zadebljanje mukoze maksilarnih sinusa, skorovano na slede¢i nacin: (i) od 0 do 33% - 0
bodova, (ii) od 33 do 66% - 1 bod i (iii) od 66 do 100% - 2 boda.
(ii) Ispunjenost maksilarnih sinusa, skorovana na sledeé¢i naéin: (i) od 0 do 33% - 0 bodova,
(if) od 33 do 66% - 1 bod i (iii) od 66 do 100% - 2 boda. Procentualna ispunjenost
maksilarnih sinusa je procenjivana putem kompjuterskog programa Box count metodom
kojom se odreduje fraktalna dimezija kao mera zauzetosti prostora sinusne Supljine (“space
filling”) (Heinz-Otto i sar., 2004).
Za navedene parametre racunat je zbirni skor, a odredivanje intenziteta promena je raunato
na slede¢i nacin:
(1) Bez zadebljanja sluznice i bez sadrzaja u sinusima - 0 bodova
(i1) Zadebljanje sluznice 33-66% i/ili ispunjenost sinusa 33-66% - 1 bod
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(iii) Zadebljanje sluznice 66-100% i/ili ispunjenost sinusa 66-100% - 2 boda

Upitnik D se odnosi na mikrobioloske nalaze jednocelijske suspenzije NP, BSN, ISNS L,
ISNS_A i uzorka vazduha iz Zivotnog/radnog prostora pacijenata. Belezi se prisustvo gljiva i
bakterija na kulturi jednocelijske suspenzije NP, BSN, ISNS_L, ISNS_A i uzoraka vazduha,

kao i njihova makroskopska i mikroskopska identifikacija (prilog 7).

3.2.8. Upitnik E sadrzi osam pitanja koja se odnose na sociodemografske podatke pacijenata
(pol, uzrast, mesto stanovanja, zanimanje, prisustvo vlage/budi u zZivotnom prostoru,
komorbiditeta, koris¢enje cigareta, trajanje HRS). Pacijenti su klasifikovani u sedam uzrasnih
grupa: (i) 16-20, (ii) 21-30, (iii) 31-40, (iv) 41-50, (v) 51-60, (vi) 61-70 i (vii) >70 (prilog 8).

3.12. Statisticka analiza podataka

Statisti¢ka analiza podataka je obradena uz pomo¢ statistickog paketa SPSS 17.0 (Statistical
Package for the Social Sciences version 17.0). Varijable za bazu podataka su formirane
prema Al, A2, A3, B, C, D i E upitnicima. Formirana je online baza podataka sa softverom
za personalizovanu dijagnostiku i pracenje pacijenata sa HRS/FRS (e-SINONAZAL-LabNet;
MyCoMedLab Ltd., Beograd, Srbija) (slika 19).

e-SINONAZAL-LabNet

Dobrodosli

Slika 19. E-SINONAZAL-LabNet
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Za statisticku obradu dobijenih podataka koriS¢ene su metode deskriptivne statistike: mere
centralne tendencije - aritmeti¢ka sredina i medijana, mere varijabiliteta - standardna
devijacija, minimum i maksimum, interval poverenja, kao i graficko i tabelarno prikazivanje
rezultata. Atributivna obelezja posmatranja prikazana su apsolutnim i relativnim brojevima
(%).

Od metoda interferencijalne statistike primenjene su:

- Hi kvadrat test i McNemar test za analizu ucestalosti pojedinih ocena posmatranih
parametara izmedu grupa;

- t-test za nezavisne uzorke kod numerickih obeleZja posmatranja sa normalnom raspodelom,
za poredenje vrednosti izmedu analiziranih grupa; ANOVA test za poredenje razlika izmedu
tri ili vise grupa;

- za evaluaciju i poredenje dijagnostickih metoda uzorkovanja mikrobioloskog materijala
koriséena je ROC kriva (Receiver operating characteristic curve). U ROC krivi je prava
pozitivna stopa (Sn) prikazana u funkciji lazno pozitivnih rezultata (1-Sp). Svaka tac¢ka na
ROC krivi je predstavljena odnosom senzitivnost/specificnost. Povrsina ispod ROC krive
(AUC) je mera koliko dobro parametar moze razlikovati dve dijagnosti¢ke grupe
(oboleli/normalni). Sn je verovatno¢a da ¢e rezultat testa biti pozitivan kada je bolest
prisutna, a Sp je verovatnoca da ¢e rezultat biti negativan kada bolest nije pisutna.

Za odredivanje znacajnosti klinickih parametara za dijagnostiku FRS koris¢ena je
multivarijantna i linearna regresija.

Sve vrednosti p<0.05 uzete su kao statisticki znacajne.
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4. REZULTATI
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4.1. Sociodemografske karakteristike i grupe HRS pacijenata

U studiji je ispitano ukupno 179 HRS pacijenata. U cilju razvijanja metode
dokazivanja gljiva u tkivu (jednocelijska suspenzija NP) istraZivanje je izvrSeno na grupi
hospitalizovanih operisanih pacijenata (n=43, FESS grupa) (tabela 13, slika 20). U cilju
odredivanja prevalencije HRS, HRS+NP i GRS i evaluacije metoda ISNS istrazivanje je
izvrSeno na grupi ambulantnih neoperisanih pacijenata (n=136, HRS grupa) (tabela 14, slika
20).

4.1.1. Sociodemografske i klini¢ke karakteristike operisanih pacijenata (n=43)

Grupu operisanih pacijenata su pretezno Cinile osobe muskog pola (70%), prose¢nog uzrasta
36.7 godina sa prose¢nom duzinom HRS 14.5 godina. ReFESS je imalo 19/43 pacijenata
(44.1%).

Tabela 13. Sociodemografske i klinicke karakteristike operisanih pacijenata (n=43)

Sociodemografski podaci Grupa (n, %)
FESS (43, 100%0)

M 30 (69.8%)
Pol .
V4 13 (30.3)
Uzrast (u godinama), srednja vrednost=SD 36.7£12.8
Duzina HRS (u godinama), srednja vrednost £SD 14.5+6.2
reFESS 19 (44.1)
FESS
pFESS 24 (55.9)

*Mann-Whitney U test, p<0.05; **Hi-kvadrat test, p<0.05, statisti¢ki znacajna razlika.

4.1.2. Sociodemografske i klinicke karakteristike neoperisanih pacijenata (n=136)

U grupi neoperisanih pacijenata je zastupljenost polova bila skoro podjednaka (M:Z odnos

vvvvv

komorbiditet bila je astma (41.9%), dok je grupu Cinilo pretezno gradsko stanovniStvo
(72.1%).
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Tabela 14. Sociodemografske karakteristike neoperisanih pacijenata (n=136)

Demografski podaci Grupa (n, %)
HRS neoperisani (136, 100%0)
Pol
M 70 (51.5)
4 66 (48.5)
Uzrasna grupa (god.)
16-20 7(5.2)
21-30 38 (28)
31-40 22 (16.2)
41-50 38(27.9)
51-60 21 (15.4)
61-70 10 (7.3)
Godine (mean+SD)
38.47+13.56
Zanimanje (kontakt sa alergenima)
da 112 (82.4)
ne 24 (17.6)
Mesto stanovanja
grad 98 (72.1)
selo 38 (27.9)
Komorbiditet
astma 57 (41.9)
ABPA 1(0.7)
nema 78 (57.4)
Trajanje bolesti po kategorijama (god.)
<5 39 (28.7)
5-10 31 (22.8)
10-20 27 (19.8)
>20 39 (28.7)
Trajanje bolesti (god.) (mean+SD)
12.64+10.22

*Hi-kvadrat; **T-test, statisti¢ki znacajna razlika.

4.1.3. Karakteristike grupa operisanih HRS pacijenata i nalaz gljiva

Od 43 operisana pacijenta (FESS grupa), 44.2% su bili pacijenti sa prethodnim FESS-om
(reFESS grupa), dok su 55.8% pacijenata imali FESS prvi put (pFESS). Mikoloskim
analizama je pokazano da je 42.1% pacijenata sa reFESS-om imalo gljive u jednocelijskoj
suspenziji NP (reFESSk+grupa), dok je samo 8.3% pacijenata iz pFEES grupe pozitivan nalaz
gljiva (pFESSF-+ grupa) (slika 20).
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OPERISANIPACIJENTI-FESS
n=43
(uzorak - TKIVO)

T Ty

reFESSo pFESS
n=19;44.2% n=24; 55.8%

reFESSE. reFESSE. pFESSE. pFESSE.
n=8:42.1% n=11:57.9% n=2:8.3% n=22: 91.7%

Slika 20. Karakteristike grupa operisanih HRS pacijenata i nalaz gljiva

4.1.4. Karakteristike grupa neoperisanih HRS pacijenata i nalaz gljiva

U zavisnosti od toga da li je pre ISNS primenjen PT svih 136 neoperisanih pacijenata (HRS
grupa) je podeljeno u podgrupe: HRSpt- (n=65) i HRSpt+ (N=71). Takode, izdvojila se i
grupa pacijenta koji su odustali od druge faze ispitivanja (n=24).

U grupi HRSpr. pozitivan nalaz na gljive je bio kod 10 pacijenata (10/65, 15.4%) , a u grupi
HRSpt+ pozitivan nalaz gljiva je imalo 18 pacijenata (18/47, 38.3%) (slika 21).

NEOPERISANIPACIJENTI- HRS
n=136
(uzorak — SEKRET)

HRSpr. HRSpr.
n=65; 47.8% n=71;52.2%

HRSE., HRSy.
n=10; n=55;
15.4% 84.6%

HRSy+ HRSy.
n=18; n=29;
383% 61.7%

Slika 21. Karakteristike grupa neoperisanih HRS pacijenata i nalaz gljiva
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4.1.5. Povezanost sociodemografskih i klini¢kih karakteristika operisanih HRS (FESS,

n=43) pacijenata i nalaza gljiva

Trajanje HRS izmedu FESSr+ i FESSr. grupa se statisticki znacajno razlikovalo
(17.4£10.9 vs 10.4+7.0, redom) (p=0.033) dok se prosecan uzrast pacijenata izmedu FESSF+ i
FESSkF. grupa takode razlikovao (30.0 £14.8 vs 38.7+11.8, redom), ali bez statistickog znacaja
(p=0.059). Pacijenti iz FESSF+ grupe su imali statisticki duze trajanje HRS+NP i bili su mladi
u poredenju sa FESSr. grupom. U reFESS grupi pozitivan nalaz gljiva je naden u 8/19
(42.1%) pacijenata, dok je u pFESS grupi pozitivan nalaz naden u 2/24 (8.3%) a ova razlika
je visoko statisticki znacajna (p=0.01). Pacijenti iz FESSF+ gupe su ¢eS¢e imali reFESS u

poredenju sa FESSF. grupom (tabela 15).

Tabela 15. Povezanost sociodemografskih i klini¢kih karakteristika operisanih

pacijenata grupe FESS (n=43) i nalaza gljiva

Sociodemografski podaci Grupa (n, %)
FESSF-+ FESSE- P
(33, 76.7%) (10, 23.3%)
M 23 (69.7) 7 (70)
Pol . 0.985
Z 10 (30.3) 3 (30)
Uzrast (u godinama), srednja vrednost+SD 38.7£11.8 30.0 +14.8 0.059
Duzina HRS (u godinama), srednja vrednost £SD 10.4+7.0 17.4+10.9 *0.033
EAZSS 11/19 (57.9) 8/19 (42.1)
(n=19)
FESS DFESS **0.01
(n=24) 22/24 (91.7) 2124 (8.3)

*Mann-Whitney U test, p<0.05; **Hi-kvadrat test, p<0.05, statisti¢ki znacajna razlika.

4.1.6. Povezanost i sociodemografske karakteristike neoperisanih HRS pacijenata i

nalaza gljiva

U cilju utvrdivanja povezanost i sociodemografskih karakteristika neoperisanin HRS
pacijenata 1 nalaza gljiva izvrSena je analiza pola, starosti, zanimanja, mesta stanovanja,
prisutnih komorbiditeta i trajanja bolesti za grupe HRSpr+, HRSp1. i pacijenata koji su

odustali od druge faze studije.
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4.1.6.1. Sociodemografske karakteristike grupe neoperisanih pacijenata HRSp+ i
HRSpt- (N=112)

Grupu HRSk+ je u najveéem procentu (=40%) ¢inila mlada populacija (od 21-30 god), a
zastupljenost polova je bila skoro ravnomerna (M:Z odnos 1:1.2). Najées¢i komorbiditet u
HRSk+ grupi bila je astma prisutna kod 46% pacijenata. Trajanje HRS kod pacijenata sa
HRSk+je bilo statisticki znac¢ajno duze u odnosu na HRSk. grupu (p=0.05) (tabela 16).

Tabela 16. Povezanost sociodemografskih karakteristika neoperisanih pacijenata grupe
HRSp1+1 HRSpT- (N=112) i nalaza gljiva

Sociodemografski podaci Grupa (n, %)

HRSpt+ | HRSPT- HRSE. HRSE+ p

(112, 100%0) (84, 75%) (28, 25%)
Pol 0.29
M 56 (50) 37 (44) 19 (68)
Z 56 (50) 47 (56) 9 (32)
Uzrasna grupa (god.) 0.792
16-20 4 (3.6) 3(3.5) 1(3.6)
21-30 32 (28.6) 21 (25) 11 (39.3)
31-40 20 (17.9) 15 (17.8) 5(17.7)
41-50 31 (27.7) 25 (30) 6 (21.4)
51-60 16 (14.2) 13 (15.4) 3(10.8)
61-70 9 (8) 7 (8.3) 2(7.2)
Godine (meantSD) 0.422
38.37+13.32 38.95+13.35 36.61+13.29
Zanimanje (kontakt sa alergenima) 0.766
da 38 (34) 14 (16.7) 24 (85.7)
ne 74 (66) 70 (83.3) 4 (14.3)
Mesto stanovanja 0.124
grad 91 (81.3) 71 (84.5) 20 (71.4)
selo 21 (18.7) 13 (15.5) 8 (28.6)
Komorbiditet 0.115
astma 43 (38.5) 30 (35.7) 13 (46.4)
ABPA 1(0.9) 0 (0) 1(3.6)
bronhitis 0( 0(0) 0 (0)
nema 68 (60.6) 54 (64.3) 14 (50)
Trajanje bolesti (god.) 0.254
<5 30 (26.9) 26 (31) 4 (14.3)
5-10 22 (19.6) 17 (20.2) 5(17.9)
10-20 22 (19.6) 14 (16.7) 8 (28.6)
>20 38(33.9) 27 (32.1) 11 (39.3)
Trajanje bolesti (god.) (mean+SD) 0.672
13.77+10.67 12.99+10.69 16.11+10.47
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4.1.6.2. Sociodemografske karakteristike grupe neoperisanih HRS pacijenata (n=136) u

odnosu na uceSce pacijenata u ispitivanju

Imajuéi u vidu da je grupa pacijenta odustala od druge faze studije (n=24) izvrSeno je
ispitivanjem povezanosti njihovih sociodemografskih karakteristika 1 karakteristika
pacijenata koji su nastavili drugu fazu (HRSpt+i HRSpt., n=112). U odnosu na grupe HRSpt+
I HRSpT., za grupu pacijenata koji su odustali od druge faze studije je pokazana statisti¢ki
znacajna razlika u trajanju bolesti i mestu stanovanja. Grupu koja je odustala od druge faze
studije je Cinilo pretezno seosko stanovnistvo (p=0.000) sa kra¢im trajanjem HRS (p=0.005)
(tabela 17).

Tabela 17. Povezanost sociodemografskih karakteristika pacijenata HRSpt+ i HRSpT-

grupe (n=112) i pacijenata koji su odustali od druge faze studije (n=24)

Sociodemografski podaci Grupa (n, %) p
Svi HRS HRSpt+i HRSpT- Odustali
(136, 100%0) (112, 82,4%) (24, 17,6%)
Pol 0.459
M 70 (51.5) 56 (50) 14 (58.3)
Z 66 (48.5) 56 (50) 10 (41.7)
Uzrasna grupa (god.) 0.510
16-20 7(5.2) 4 (3.6) 3(12.5)
21-30 38 (28) 32 (28.5) 6 (25)
31-40 22 (16.2) 19 (17) 3(12.5)
41-50 38 (27.9) 33(29.5) 5(20.9)
51-60 21 (15.4) 16 (14.2) 5 (20.9)
61-70 10 (7.3) 8(7.2) 2(8.2)
Godine (meanzSD) 0.847
38.47+13.56 38.37+13.32 38.96+14.91
Zanimanje (kontakt sa alergenima) 0.298
da 112 (82.4) 94 (83.9) 18 (75)
ne 24 (17.6) 18 (16.1) 6 (25)
Mesto stanovanja *0.000
grad 98 (72.1) 91 (81.25) 6 (25)
selo 38 (27.9) 21 (18.75) 18 (75)
Komorbiditet 0.339
astma 57 (41.9) 43 (38.5) 13 (54.2)
ABPA 1(0.7) 1(0.8) 0 (0)
nema 78 (57.4) 68 (60.7) 11 (11.7)
Trajanje bolesti po kategorijama (god.) *0.015
<5 39 (28.7) 30 (26.8) 7(29.2)
5-10 31 (22.8) 22 (19.6) 10 (41.6)
10-20 27 (19.8) 22 (19.6) 6 (25)
>20 39 (28.7) 38(33.9) 1(4.2)
Trajanje bolesti (god.) (mean+SD) **0.005
12.64+10.22 13.77+10.67 7.3845.3

*Hi-kvadrat; **T-test, statisti¢ki znacajna razlika.
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4.2. Prikaz mikrobiolo$kog nalaza po uzorku iz sinusa pacijenata sa HRS koris¢enjem

metoda jednocelijske suspenzije NP, ISNS i BSN

4.2.1. Prikaz sinusa sa pozitivnim nalazom gljiva u jednocelijskoj suspenziji NP

Ukupno 55 sinusa su operisana putem FESS-a (55/86 sinusa; 63.9%) i na 55 uzoraka tkiva
NP je primenjena metoda obrade do jednocelijske suspenzije radi dokazivanja prisustva
gljiva. Nalaz gljiva je bio pozitivan kod 10/43 (23.3%) pacijenata, §to predstavlja 13/55
pozitivnih jednocelijskih suspenzija NP (23.6%) (tabela 18). Nalaz gljiva je obostrano bio
pozitivan kod 3/10 pacijenata (30%). Jedan pacijent je imao pozitivan nalaz i na kulturi i na
DMP (1/13; 7.7 %) (tabela 1). Najcesce izolovana vrsta po uzorku je bila Aspergillus flavus,
identifikovan u 8/13 (61.5%) jednocelijskih suspenzija NP, koji pripadaju 6/10 (60 %)
pacijenata iz FESSk+ grupe (tabela 1).

Tabela 18. Vrste gljiva iz uzoraka sinusa i tkiva NP obradenih jednocelijskih suspenzija

NP (n=13) kod 10 pacijenata oznacenih kao HRS grupa FESSF+

1L Aspergillus niger
1D /
» 2L /
2D A. flavus
3L A. niger
3D A. niger
4 4L A. niger
: 4D A. niger
5L A. flavus
5D A. flavus
6 6L A. niger
: 6D /
7L /
7D Alternaria alternata
g 8L A. flavus
' 8D /
aL A. flavus
9D /
10. 10L /
10D A. flavus

Bakterioloska analiza nije radena™ Skraéenice: L, levi sinus; D, desni sinus;
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4.2.2. Prikaz sinusa sa pozitivnim nalazom gljiva u ISNS_A bez pretretmana (PT)
(grupa HRSpT-/F+; N=130)

Metoda ISNS bez PT je primenjena na ukupno 130 sinusa (65 pacijenata).
Uzorkovano je po 130: (i) BSN, (ii) ISNS_L i (iii) ISNS_A. Pozitivne pacijente je Cinila
grupa pacijenata sa pozitivnim nalazom gljiva u ISNS_A. Pacijenti sa pozitivnim nalazom

ISNS_L i BSN bez PT nisu smatrani ,,pozitivnim* s obzirom na nerelevantnost BSN i

ISNS_L bez prethodnog PT.

Nalaz gljiva je bio pozitivan kod 10/65 (15.4%) pacijenata grupe HRSpt., $to
predstavlja 13/130 pozitivnih ISNS_A (10%) (tabela 19). Nalaz gljiva je obostrano bio
pozitivan kod 3/10 pacijenata (30%). Najéesce izolovana vrsta po uzorku je bila Aspergillus
fumigatus, identifikovan u 3/13 (23.1%) ISNS_A. Kod svih 13/130 (10%) pozitivnih uzoraka
ISNS_A, nalaz ISNS_L i BSN su takode bili pozitivni (tabela 19).
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Tabela 19. Vrste gljiva i bakterija iz uzoraka sinusa izolovane primenom 3 razli¢ite

metode uzorkovanja sekreta (bez PT) kod 10/65 pacijenata (13/130 sinusa) oznacenih

kao grupa HRSpt-/F+

Alternaria alternata Alternaria alternata Alternaria alternata
Streptococcus pyogenes  Streptococcus pyogenes Streptococcus pyogenes

—

A. fumigatus A. fumigatus A. fumigatus
Staphylococcus aureus  Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus
Haemophilus influenzae ~ Haemophilus influenzae Haemophilus influenzae

5D Cladosporium sp. Cladosporium sp. Cladosporium sp.
S. aureus S. aureus S. aureus

Rhizopus sp.
6D S.aureus
H.influenzae

Rhizopus sp.
S.aureus
H.influenzae

Rhizopus sp.
S.aureus
H.influenzae

A. fumigates A. fumigates A. fumigates
7D Pseudomonas aeruginosa Pseudomonas aeruginosa Pseudomonas aeruginosa
S. aureus S. aureus S. aureus

Penicillium sp. Penicillium sp. Penicillium sp.
S.pneumoniae S.pneumoniae S.pneumoniae

A. niger

Weip) S.pneumoniae

A. niger A. niger
S.pneumoniae S.pneumoniae

Skracéenice: L, levi sinus; D, desni sinus.
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4.2.3. Prikaz sinusa sa pozitivnim nalazom gljiva u ISNS_A, ISNS_L i BSN sa PT
grupa HRSpt+/r+ (N=94)

Metoda ISNS sa PT je primenjena na ukupno 94 sinusa (47 pacijenata). Uzorkovano
je po 94: (i) BSN, (ii) ISNS_L i (iii) ISNS_A. Uzorci su postavljani na dve temperature, 37°C
i 28°C. Pokazan je bolji porast gljiva iz klinickih uzoraka iz sinusa na 28°C. Pozitivne
pacijente je Cinila grupa pacijenata sa pozitivnim nalazom gljiva u ISNS_A i ISNS L.
Pacijenti sa pozitivnim nalazom BSN nisu smatrani ,,pozitivnim* s obzirom na nerelevantnost

ove metode.

Nalaz gljiva je bio pozitivan kod 18/47 (38.3%) pacijenata grupe HRSpr+, $to
predstavlja 29/94 pozitivnih uzoraka ISNS (30.9%) (tabela 20). Nalaz gljiva je obostrano bio
pozitivan kod 11/47 (23.4%) pacijenata grupe HRSpt+. Najéesce izolovana vrsta po uzorku
je bila Penicillium spp., identifikovan u 8/29 (27.6%) ISNS i Aspergillus fumigatus
identifikovan u 6/29 (20.7%) ISNS. Nalaz BSN je bio pozitivan kod 5/94 (5.3%) pacijenata
grupe grupe HRSpt+ (tabela 20).
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Tabela 20. Vrste gljiva i bakterija iz uzoraka sinusa izolovane primenom 3 razli¢ite metode
uzorkovanja sekreta (sa PT) kod 18/47 pacijenata (29/94 sinusa) oznac¢enih kao grupa HRSpt+/F+

1L
1D

2L

2D

3L

3D
4L

4D

5L

sD

6L
6D
7L
7D
8L
8D
9L
9D
10L
10D

111

11D
12L
12D

13L

[N

[N
DS

13D

14L
14D

15L

14.

15D

16L
16D
17L
17D
18L
18D

16.

18.

/
Staphylococcus aureus

P. chrysogenium
S. aureus
P. chrysogenium
S. aureus
A. fumigatus
S. aureus
A. fumigatus
S. aureus
/

C. cladosporioides, P. chrysogenium
S. aureus, Escherichia coli
A.fumigatus, C.cladosporioides
Bacillus cereus, N. meningitides
A.fumigatus, C.cladosporioides
B. cereus, N. meningitides
/

/

/

A.alternata
/

/

/

S. aureus
P. chrysogenium
P. chrysogenium

S. aureus

/
A. fumigatus, P. notatum
A. fumigatus, P. notatum
R. oryzae, F. oxysporum
S. aureus
R. oryzae, F. oxysporum
S. aureus
/
/

S. aureus

S. aureus

/
/

P. chrysogenium
/
S. aureus
S. aureus

/
A. alternata
S. aureus

S. aureus
S. aureus
S. aureus

S. aureus

/
C .cladosporioides, P. crysogenium
S. aureus, E. coli
A. fumigatus, C. cladosporioides
B. cereus, N. meningitides
A. fumigatus, C. cladosporioides
B. cereus, N. meningitides
R. oryzae
R. oryzae
/
/
A. fumigatus
/
/
A.flavus, P. chrysogenium
P. chrysogenium
P. chrysogenium
R. oryzae, F. oxysporum
S. aureus
/
P. notatum
P. notatum
R. oryzae, F. oxysporum
S. aureus
R. oryzae, F. oxysporum
S. aureus
A. flavus
A. flavus
C. cladosporioides, P. chrysogenium
S. aureus
C. cladosporioides, P. chrysogenium
S. aureus
A. fumigatus
A. fumigatus
/
/
A. flavus
A. flavus

/

S. aureus
S. aureus

S. aureus

C. cladosporioides
S. aureus
C. cladosporioides
S. aureus
/

S. aureus, E. coli

B. cereus, N. meningitides

B. cereus, N. meningitides

/
/

/
A.alternata
/

/

/

S. aureus
/

/

S. aureus

/

/

/
. oryzae
. aureus
. oryzae
. aureus

/

/

S. aureus

wXowaD

S. aureus

~ ~

/
S. aureus
S. aureus
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4.2.4. Procenat pozitivnosti gljiva u odnosu na metodu i/ili kombinaciju metoda

4.2.4.1. Prikaz pozitivnog nalaza gljiva/fungi (F) u tkiva NP kori§¢enjem jednocelijske
suspenzije

Pozitivan nalaz gljiva u tkivu NP koriS¢enjem metode obrade do jednocelijske
suspenzije je pokazan kod 10/43 (23.3%) pacijenata, Sto predstavlja 13/55 pozitivnih NP
(23.6%).

4.2.4.2. Prikaz pozitivnog nalaza gljiva (F) u sinusima kori§¢enjem metoda ISNS_A,
ISNS_ L, ISNS_komb i BSN sa i bez PT

U zavisnosti od koris¢enja PT pokazana je razli¢ita pozitivnost koris¢enjem razlicitih
metoda. U grupi u kojoj je primenjen PT (HRSpt+) najveéa pozitivnost je pokazana kod
ISNS_L (24.5%), dok je u grupi bez PT (HRSpt.) najveéu pozitivnost pokazala metoda
uzorkovanja BSN (18.5%) (grafikon 2).
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15 bez PT

131 MWsaPT
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BSN ISNS_L ISNS_komb ISNS_A

10 10

Grafikon 2. Prikaz pozitivnog nalaza gljiva (F) u sinusima kori§¢enjem metoda:

ISNS_A, ISNS_L, ISNS_komb i BSN u zavisnosti od pretretmana (PT)
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4.2.4.3. Komparacija rezultata metoda ISNS_A, ISNS_L, ISNS_komb i BSN sa i bez PT

Komparacijom rezultata svake od koriS¢enih metoda u zavisnosti od prisustva PT pokazano
je da je najveca razlika u pozitivnom nalazu dobijena izmedu metode BSN sa 1 bez PT (5.3%
vs. 18.5%, redom) i metode ISNS L sa i bez PT (24.5% vs. 13.1%, redom) (tabela 21,
grafikon 3).

Tabela 21. Komparacija rezultata metoda BSN, ISNS_A, ISNS L sa i bez PT u cilju
dokazivanje gljiva (F)

F+ (bez PT) 18.5% 10% 13.1%
F+ (sa PT) 5.3% 16% 24.5%
F- (bez PT) 81.5% 90% 86.9%
F- (sa PT) 94.7% 84% 75.5%

4.2.4.4. Distribucija gljiva/fungi (F) u sinusima (n=224)

Analizom distribucije gljiva u sinusima koris¢enjem metoda ISNS sa i bez PT pokazana je

najveca zastupljenost gljiva roda Aspergillus (grafikon 2, slika 22).

100%
90%
80% A illus fi
m Aspergillus flavus
20% pergillusfi
60% W A. fumigatus
50% WA niger
40% m Alternaria sp.
30% W Cladosporium
20% .
W Fusarium
10%
Q% W Penicillium sp.
BSN ‘

ISNS-L ‘ ISNS-A BSN ‘ ISNS-L ‘ ISNS-A M Rhizopus sp.

Bez PT SaPT

Grafikon 3. Distribucija gljiva u odnosu na vrstu uzoraka (per sinuses, procentualno)
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o

Slika 22. Makroskopski (a) i mikroskopski (b) prikaz najées¢ih izolata iz ISNS_A
bojenih bojom Lacto-phenol cotton blue. 1a,b Aspergillus flavus; 2a,b A. niger i 3a,b
Alternaria alternata
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4.2.5. Procenat pozitivnosti bakterija u odnosu na metodu i/ili kombinaciju metoda

4.2.5.1. Prikaz pozitivnog nalaza bakterija (B) u sinusima koriS¢enjem metoda ISNS_A,
ISNS_L, ISNS_komb i BSN sa i bez PT

Analizom zastupljenosti bakterija u odnosu na nacin uzorkovanja pokazan je najveci procenat
pozitivnog nalaza kori§¢enjem metode BSN bez PT (26.2%), ISNS_A sa PT (21.3%) i
ISNS_L bez PT (20.8%) (grafikon 4).

30

®mbezPT

HmsaPT

BSN ISNS_L ISNS_komb ISNS_A

Grafikon 4. Prikaz pozitivnog nalaza bakterija (B) u sinusima Kkori§¢enjem metoda:

ISNS_A, ISNS_L, ISNS_komb i BSN u zavisnosti od pretretmana (PT)

4.2.5.2. Distribucija bakterija (B) u sinusima

Analizom distribucije bakterija u sinusima koriS¢enjem metoda ISNS sa i bez PT pokazana je

najveca zastupljenost bakterije Staphylococcus aureus (grafikon 5).
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100% -

90% - . . r_ f

5 2 2 W Bacillus cereus

80% - Escherichia coli

70% W Enterococcus sp.

60% - m Haemophilus influenzae
50% - m Neisseria meningitidis
40:’6 N W Pseudomonas aeruginosa
30:‘” ] M Proteus mirabilis

ig: : W Staphylococcus aureus

v W Streptacoccus pneumoniae
Bez PT ‘ SaPT | BezPT | SaPT | BezPT | SaPT W 5. pyogenes
BSN ISNS-L ISNS-A

Grafikon 5. Distribucija bakterija u odnosu na vrstu uzoraka (per sinuses,
procentualno)

4.2.6. Prikaz izolata gljiva i bakterija u odnosu na grupu pacijenata sa GRS

Analizom distribucije gljiva i bakterija u sinusima izmedu grupa pacijenata sa AGRS (n=15
pacijenata), GRS (n=13) i NP operisanih FESS-om (n=43) pokazan je najveci broj izolata u
grupi GRS (51 izolat). Najcesce izolovane gljive bile su A. fumigatus i Penicillium spp., a je

najcesce izolovana bakterija S. aureus (grafikon 6).
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Grafikon 6. Distribucija gljiva i bakterija u odnosu na grupe pacijenata AFRS, FRS i
NP (per sinuses)
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4.2.7. Distribucija vrsta i rodova gljiva u uzorku vazduha iz Zivotnog prostora

pacijenata sa HRS

Analizom distribucije vrsta i rodova gljiva u uzorku vazduha iz Zivotnog prostora pacijenata
sa HRS pokazano je da je najces¢i izolat iz vazduha Aspergillus niger (62/224, 27.7%)
(grafikon 7 i 8, slika 23).

70 ~
62 W A. niger
60 -
W Penicillium spp.
30 7 mC lunata
S
..g 40 - W Fusarium spp.
N
-§ 30 - mA. flavus
= M Rhizopus
20
WA alternata
10 7 ] W C. tropicum
0 - W A. nidulans
vrste/rodovi gljiva

Grafikon 7. Prikaz vrsta i rodova gljiva u uzorku vazduha iz Zivotnog prostora

pacijenata
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Grafikon 8. Prikaz vrsta i rodova gljiva u uzorku vazduha iz Zivotnog prostora
pacijenata u zavisnosti od grupe: (i) svi pacijenti, (ii) pacijenti bez GRS, (iii) AGRS
pacijenti i (iv) GRS pacijenti
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Slika 23. Makroskopski prikaz najéesc¢ih izolata iz uzoraka vazduha Zivotnog prostora pacijenata sa HRS
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4.3. Karakteristike pacijenata sa HRS i odredivanje teZine bolesti

Klinicke karakteristike pacijenata sa HRS 1 tezina bolesti odredivane su rinoskopskim
pregledom, CT pregledom, anamnesticki i pomoc¢u upitnika za merenje kvaliteta zivota

SNOT-22 i VAS skale (prilog 2-8).

4.3.1. Klini¢ke karakteristike neoperisanih pacijenata sa HRS i odredivanje teZine

bolesti

Ocena simptoma HRS kao “tezak” je primenom VAS skale utvrdena kod 68.4%
pacijenata (93/136), dok je primenom SNOT-22 upitnika koji je grupisan u 5 dimenzija
utvrdena kod 42.6% (58/136) pacijenata. SNOT-22 upitnikom, specijalizovanim za HRS,
izdvojile su se kao visoko znacajne 2 dimenzije: SNOT “nazalni simptomi” i SNOT

“orofaringealni simptomi” (tabela 22).

Tabela 22. Kvalitet Zivota pacijenata sa HRS (n=136) i teZina bolesti utvrdena VAS i
SNOT-22 upitnicima

KVALITET ZIVOTA Grupa (n, %)
HRS neoperisani (136, 100%0)

VAS skor (0-10)

Lak (0-3) 6 (4.4)
Umeren (4-7) 37 (27.2)
Tezak (8-10) 93 (68.4)
Skor prosecna tezina HRS
(mean+SD) 6.82+1.95*
SNOT-22 skoru (0-110)
Lak (0-35) 44 (32.4)
Umeren (36-75) 34 (25)
Tezak (76-110) 58 (42.6)
Srednja ocena tezine HRS
(meanxSD) 58.84+32.01*
SNOT-22 skor (0-110)
(meanzSD)
Nazalni simptomi (0-40)** 23.48+15.64
Orofaringealni simptomi (0-25)** 16.41+5.69
Facijalni simptomi (0-15) 12.69+1. 62
Simptomi vezani za spavanje (0-20) 15.14+4.57
Sistemski simptomi (0-10) 6.62+2.35
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Ispitivanjem klinickih karakteristika pacijenata utvrdeno je da je tromese¢na primena
lokalne kortikosteroidne terapije imala znacajan pozitivan efekat na simptome bolesti HRS
pacijenata (56.6%). Prisustvo NP je utvrdeno kod 41/136 pregledanih pacijenata (30%).
Anamnesticki je utvrdeno da je skoro 60% pacijenata nekada imalo FESS: oko 1/3 samo
jednu operaciju (pFESS) i oko 2/3 viSe operacija (reFESS). Rinoskopskim pregledom je
utvrden “tezak” HRS kod skoro polovine ispitanika (46.3%). CT pregledom su dokazane
“izrazene” promene u sinusima kod oko 1/3 ispitanika (36.6%). Dobijeni rezultati klinic¢kih

karakteristika pacijenata sa HRS su prikazani u tabeli 23.

Tabela 23. Klinicke karakteristike HRS pacijenata (n=136)

KLINICKE KARAKTERISTIKE Grupa (n, %)
HRS neoperisani (136, 100%)
Efekat lokalne kortikosteroidne Th

Znacajan 77 (56.6)
Umeren 22 (16.2)
Odsutan 37 (27.2)
NP
Odsutni NP 95 (69.9)
Prisutni NP 41 (30.1)
FESS
Odsutan FESS 54 (39.7)
Prisutan FESS 25 (18.4)
Ponovljeni FESS 57 (41.9)
Rinoskopski skor (0-3)
Lak (0) 45 (33.1)
Umeren (1-2) 28 (20.6)
Tezak (3) 63 (46.3)
CT skor*
Bez promena (0) 31 (27.7)
Umerene promene (1/3) 40 (35.7)
IzraZzene promene (>2/3) 41 (36.6)

* CT nije uraden za grupu pacijenata koji su odustali od daljeg istrazivanja (n=24)

4.3.2. Alergoloske karakteristike pacijenata sa HRS

4.3.2.1. Nalaz Eo, IgE At i inhalatornih alergena, kod HRS pacijenata

Povecane vrednosti Eo su bile prisutne kod 41/136 (30.1%) pacijenata, a od toga
visoko povecane kod 26/136 (19.1%) pacijenata. Ukupna IgE At su bila pozitivna kod 25/136
(18.4%) pacijenta, a od toga 8/136 (5.9%) visoko pozitivna. Specificna anti-gljivicna IgE At
su bila pozitivna kod 34/136 (25%) pacijenta, a od toga kod 15/136 (11%) visoko pozitivna
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(tabela 24). Inhalatorni alergeni (SPT) su bili pozitivni kod 81/136 (59.6%) pacijenata, a od
toga 1-2 alergena kod 52/136 (38.2%), a 3 ili viSe alergena kod 29/136 (21.3%). Kod
ispitanika su polen (41.9%) i grinje (18.4%) bili dominantni alergeni. Naj¢es¢e pozitivni
inhalatorni alergeni su bili: iz grupe polena Olea europea (14.7%) i Phleum pretense
(13.2%), iz grupe plesni Alternaria (11.8%) i iz grupe grinja Dermatophagoides farina
(11.8%) (tabele 24 i 25).

Tabela 24. Nalaz Eo, IgE At i inhalatornih alergena kod HRS pacijenata (n=136)

ALERGOLOSKE KARAKTERISTIKE Grupa (n, %)
HRS neoperisani (136, 100%0)
Eo (mm?)
Negativan 95 (69.9)
Pozitivan (>350) 15 (11)
Visoko pozitivan (>500) 26 (19.1)
Prose¢na vrednost Eo
(meanzSD) 205.9+264.29
Ukupna IgE At (1U/ml)
Negativan 111 (81.6)
Pozitivan (>100) 17 (12.5)
Visoko pozitivan (>1000) 8(5.9)
Prosec¢na vrednost ukupnih IgE At
(meanSD) 160.51+367.63
Specifi¢na IgE At (1U/ml)
Negativno (0 do 0.35)* 102 (75)
Umereno znadéajno (0.35 do 3.5)* 19 (14)
Visokoznac¢ajno (3.5 do >100)” 15 (11)
Inhalatorni alergeni
Negativan 55 (40.4)
Pozitivan 1-2 alergena 52 (38.2)
Pozitivan 3-15 alergena 29 (21.3)
SPT grinje
Negativan 111 (81.6)
Pozitivan 25 (18.4)
SPT polen
Negativan 79 (58.1)
Pozitivan 57 (41.9)
SPT plesni
Negativan 114 (83.8)
Pozitivan 22 (16.2)
SPT dlaka
Negativan 124 (91.2)
Pozitivan 12 (8.8)
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Tabela 25. Grupe i vrste inhlatornih alergena kod HRS pacijenata (n=136)

Grinje 25 (18.4)
Dermatophagoides pteronyssinus 15 (11)
Dermatophagoides farinae 16 (11.8)
Betula veruccosa 15 (11)
Olea europea 20 (14.7)
Cupressus arizonica 5 (3.7)
Phleum pratense 18 (13.2)
Ambrosia artemisifolia 15 (11)
Artemisia vulgaris 8 (5.9)

Alternaria 16 (11.8)
Penicillium notatum 2 (1.5)
Cladosporium herbarum 5(3.7)
Aspergillus fumigatus 14 (10.3)
Horse dander 0 (0)
Cat hair 7 (5.1)
Dog hair 5(3.7)

4.3.3. Utvrdivanje povezanosti klini¢kih i alergoloskih karakteristika HRS pacijenata sa

nalazom gljiva

4.3.3.1. Povezanost klinickih karakteristike operisanih pacijenata (FESS grupa) i nalaza
gljiva

Klini¢ke karakteristike pacijenata iz FESS grupe kao i podatak o prisustvu komorbiditeta
su dobijeni anamnesticki, dok tezina HRS nije odredivana kod ove grupe pacijenata. Pacijenti
sa re-FESS-om su statisti¢i znacajno ¢eS¢e imali pozitivan nalaz gljiva u tkivu NP (p=0.01).
FESSF+ pacijenti su ¢eS¢e imali jednostrane NP (7/10, 70%), a kao naj¢esc¢e komorbiditete

astmu i Al (tabela 26).
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Tabela 26. Povezanost klini¢kih karakteristika pacijenata sa FESS-om (n=43) i nalaza
gljiva

reFESS
11/19 (57.9) 8/19 (42.1)
(n=19)
FESS **0.01
pFESS
22/24 (91.7) 2/24 (8.3)
(n=24)
Jednostrani 24 (72.7) 7 (70)
NP : 0.866
Obostrani 9 (27.3) 3 (30)
Astma 16 (48.5) 5 (50.0) 0.933
Komorbiditeti
SPT+ 6 (18.2) 1(10.0) 0.539
Al 9 (27.3) 5 (50.0) 0.179

*Mann-Whitney U test, p<0.05; **Hi-kvadrat test, p<0.05, statisti¢ki znacajna razlika.

4.3.3.2. Povezanost kvaliteta Zivota i teZine bolesti neoperisanih pacijenata (HRS grupa)

i nalaza gljiva

IzvrSeno je ispitivanje povezanosti klinickih i alergoloskih karakteristika HRS
pacijenata sa nalazom gljiva u sinusima izmedu grupa HRSg+ 1 HRSg u cilju dobijanja
statisticke znacajnosti.

Prema SNOT-22 upitniku, tvrdeno je da HRSk+ pacijenti ¢eS¢e imaju “tezak HRS”
(p=0.000) kao i znacajno visi ukupan SNOT-22 skor (p=0.000). Medutim, analizom svake od
5 dimenzija SNOT-a, pokazana je statistiCka znacajnost samo za 2 dimenzije: SNOT-nazalni

simptomi i SNOT-orofaringealni simptomi (tabela 27).
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Tabela 27. Povezanost kvaliteta Zivota i tezine bolesti neoperisanih pacijenata sa HRS

(n=112) i nalaza gljiva

KVALITET ZIVOTA Grupa (n, %)
Tezina HRS HRSpt+ i HRSpT- HRSE HRSE+ p
(112, 100%) (84, 75%) (28, 25%0)
VAS skor (0-10) 0.2
Lak (0-3) 3(26.8) 2(2.4) 1(3.6)
Umeren (4-7) 31 (27.7) 29 (34.5) 2(7.1)
Tezak (8-10) 78 (69.5) 53 (63.1) 25 (89.3)
Skor prosecna tezina HRS 0.3
(meanzSD) 6.91+1.97 6.68+2.02 7.61+1.66
SNOT-22 skor (0-110) *0.000
Lak (0-35) 37 (33) 37 (44) 0(0)
Umeren (36-75) 28 (25) 24 (28.6) 4 (14.3)
Tezak (76-110) 47 (42) 23 (27.4) 24 (85.7)
Srednja ocena tezine HRS **0.000
(meanzSD) 59.08+32.18 49.71+30.2 87.18+19.05
Dimenzije SNOT-22
Skor (meanxSD)
Nazalni simptomi (0-40) 23.48+15.64 8.1+7.8 15.38+9.24 **0.000
Orofaringealni simptomi (0-25) 16.41+5.69 6.21+2.69 10.21+4.39 **0.000
Facijalni simptomi (0-15) 12.69+1.62 5.96+2.71 6.73+2. 82 0.879
Simptomi vezani za spavanje (0-20) 15.14+4.57 7.44+3.45 8.0+4.34 0.777
Sistemski simptomi (0-10) 6.62+2.35 4.33+1.70 2.29+0.98 0.348

*Hi-kvadrat; **T-test, statisti¢ki znacajna razlika

4.3.2.3. Povezanost klini¢kih karakteristika neoperisanih pacijenata sa HRS i nalaza

gljiva

U poredenju sa HRSk. grupom, HRSEg+ pacijenti su statisticki znac¢ajno ¢eS$¢e imali

loSiji efekat na tromesecnu lokalnu kortikosteroidnu terapiju (p=0.000), ¢es¢e prisustvo NP

(p=0.000) i vise prethodnih operacija sinusa (reFESS) (p=0.000). Rinoskopski skor, koji je

ukazivao na c¢eSce prisustvo teskog oblika HRS, je statisti¢ki znac¢ajno bio visi u grupi HRSk+

(p=0.000), a CT analiza promena u sinusima je pokazala “izrazenije” promene kod HRSf+

pacijenata (p=0.000) (tabela 28).
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Tabela 28. Povezanost klini¢kih karakteristika neoperisanih pacijenata sa HRS (n=112)

i nalaza gljiva
KLINICKE KARAKTERISTIKE Grupa (n, %)
HRSpt+ i HRSpr- HRSE- HRSE+ p
(112, 100%) (84, 75%0) (28, 25%0)
Efekat lokalne kortiko- *0.000
steroidne Th
Znadajan 62 (55.4) 56 (66.6) 6 (21.4)
Umeren 19 (17) 13 (15.5) 6 (21.4)
Odsutan 31 (27.6) 15 (17.9) 16 (57.2)
NP *0.000
Odsutni NP 79 (70.5) 65 (77.4) 14 (50)
Prisutni NP 33 (29.5) 19 (22.6) 14 (50)
FESS *0.000
Odsutan FESS 42 (37.5) 39 (46.4) 3(10.7)
Prisutan FESS 20 (17.9) 17 (20.3) 3(10.7)
Ponovljeni FESS 50 (44.6) 28 (33.3) 22 (78.6)
Rinoskopski skor (0-3) *0.000
Lak HRS (0) 34 (30.4) 33(39.3) 1(3.6)
Umeren HRS (1-2) 20 (17.6) 18 (21.4) 2(7.1)
Tezak HRS (3) 58 (52) 33(39.3) 25 (89.3)
CT skor *0.000
Bez promena (0) 31 (29.5) 29 (38.1) 2 (3.6)
Umerene promene (1/3) 40 (36.6) 37 (46.4) 3(7.1)
IzraZene promene (>2/3) 41 (33.9) 18 (15.5) 23 (89.3)

*Hi-kvadrat; **T-test, statisti¢ki znacajna razlika

4.3.2.4. Povezanost Eo, IgE At i inhalatornih alergena neoperisanih pacijenata sa HRS i

nalaza gljiva

Povisene vrednosti Eo su statisticki znacajno ¢eSce bile prisutne kod HRSg+ pacijenata
(p=0.000), kao i1 nalaz ukupnih IgE At (p=0.000), odnosno specifi¢nih anti-gljivicna IgE At
(p=0.000) (tabela 29). U poredenju sa HRSr. grupom, HRSk+ pacijenti su statisti¢ki zna¢ajno
¢e$¢e imali pozitivan nalaz na ukupne inhalatorne alergene (SPT) (p=0.000), posebno na
grupe alergena: polena (p=0.000) i plesni (p=0.000). U grupi HRSk+ statisticki znacajno ¢esce
su bile pozitivne vrste alergena: iz grupe polena Phleum pretense (p=0.002), iz grupe plesni
Alternaria (p=0.011) (tabela 30).
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Tabela 29. Povezanost Eo, IgE At nalaza i inhalatornih alergena,

pacijenata (n=112) sa nalazom gljiva

kod neoperisanih HRS

ALERGOLOSKE KARAKTERISTIKE

Grupa (n, %)

HRSpt+i HRSpT- HRSE- HRSk+ p

(112, 100%0) (84, 75%) (28, 25%0)

Eo (mm?) *0.000
Negativan 75 (67) 66 (78.6) 9(32.1)
Pozitivan (>350) 12 (10.7) 10 (11.9) 2(7.1)
Visoko pozitivan (>500) 25 (22.3) 8 (9.5) 17 (60.8)

Prose¢na vrednost Eo **0,000
(mean£SD) 216.9+274.32 144.27+191.55 434.79+361.83

Ukupna IgE At (1U/ml) *0.000
Negativan 88 (78.6) 75 (89.3) 13 (46.4)
Pozitivan (>100) 16 (14.3) 9 (10.7) 7(25)
Visoko pozitivan (>1000) 8(7.1) 0(0) 8 (28.6)

Prose¢na vrednost ukupnih IgE At **0.000
(meantSD) 184.0+401.19 69.26+161.85 528.21+646.01

Specifiéna anti-gljivi¢na IgE At (1U/ml) *0.001
Negativno (0 do 0.35)* 78 (69.6) 63 (75) 15 (53.6)
Umereno znacajno (0.35 do 3.5)* 19 (17) 16 (19) 3(10.7)
Visokozna¢ajno (3.5 do >100)" 15 (13.4) 5 (6) 10 (35.7)

Inhalatorni alergeni (SPT)

SPT 0.000
Negativan 46 (41) 45 (53.6) 1(35.6)
Pozitivan 1-2 41 (36.6) 28 (33.3) 13 (46.4)
Pozitivan 3-15 25 (22.4) 11 (13.1) 14 (50)

SPT grinje 0.124
Negativan 91 (81.3) 71 (84.5) 20 (71.4)
Pozitivan 21 (18.7) 13 (15.5) 8 (28.6)

SPT polen *0.000
Negativan 65 (58.1) 57 (67.9) 8 (28.6)
Pozitivan 47 (41.9) 27 (32.1) 20 (71.4)

SPT plesni *0.000
Negativan 96 (85.7) 78 (92.9) 18 (64.3)
Pozitivan 16 (14.3) 6 (7.1) 10 (35.7)

SPT dlaka 0.099
Negativan 101 (90.2) 78 (92.9) 23 (82.1)
Pozitivan 11 (9.8) 6 (7.1) 5 (17.9)

* Hi-kvadrat test; ** T- test; statisticki znacajna razlika
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Tabela 30. Poredenje grupa i vrsta inhalatornih alergena kod neoperisanih HRS

pacijenata (n=112) i nalaza gljiva

POZITIVAN NALAZ ALERGENA Grupa (n, %)
HRSpt+i HRSpT- HRSE- HRSF+ p
(112, 100%0) (84, 75%) (28, 25%)
Grupe Vrste alergena

Grinje 20 (17.9) 15 (17.9) 5(17.8) 0.240
Dermatophagoides pteronyssinus 11 (9.8) 8 (9.5) 3(10.7) 0.121
Dermatophagoides farinae 12 (10.7) 10 (11.9) 2(7.1) 0.988
Polen 47 (41.9) 27 (32.1) 20 (71.4) *0.000
Betula veruccosa 11 (9.8) 9 (10.7) 2(7.1) 0.544
Olea europea 20 (17.9) 15 (17.9) 5(17.8) 0.240
Cupressus arizonica 5 (4.5) 2(2.4) 3(10.7) 0.711
Phleum pratense 15 (13.4) 9 (10.7) 6 (21.4) *0.002
Ambrosia artemisifolia 10 (8.9) 8 (9.5) 2(7.1) 0.094
Artemisia vulgaris 8(7.1) 6 (7.1) 2(7.1) 0.781
Plesni 16 (14.3) 6(7.1) 10 (35.7) *0.000
Alternaria 14 (12.5) 9 (10.7) 5(17.8) *0.011
Penicillium notatum 2(1.8) 1(1.2) 1(3.6) 0.084
Cladosporium herbarum 5 (4.5) 3(3.6) 2(7.1) 0.124
Aspergillus fumigatus 4 (12.5) 2(2.4) 2(7.1) 0.322
Dlaka 11 (9.8) 6 (7.1) 5 (17.9) 0.099
Horse dander 0(0) 0 (0) 0 (0) 0.112
Cat hair 4 (3.6) 3(3.6) 1(3.6) 0.122
Dog hair 3(2.7) 2(2.4) 1(3.6) 0.114

* Hi-kvadrat test; statisticki znacajna razlika

4.3.3. Multivarijantna regresiona analiza Kklinickih i alergoloSkih Kkriterijuma za

predikciju GRS

U cilju razvijanja klini¢kih kriterijuma za predikciju GRS je uradena regresiona analiza
klinickih i alergoloskih parametara poredenjem dobijenih rezultata za HRSF. i HRSF+ grupe.
RA je pokazala statisticku znacajnost za: SNOT-nazalni simptomi, SNOT-orofaringelani
simptomi, odsustvo efekta nakon >3 meseca lokalne kortikosteroidne terapije, teZak HRS
ocenjen rinoskopskim nalazom, prisustvo NP, reFESS, pozitivan SPT na vise od 2
inhalatorna alergena, CT sinusa sa izraZenim promenama u > 2/3 (zadebljanje sluznice i/ili
ispunjenost sinusa), visok broj Eo u krvi, visok nivo ukupnih IgE At i nalaz anti-gljivi¢nih
specifi¢nih IgE At klase od 3 do 6 (tabele 31-40).
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4.3.3.1. Subjektivna ocena tezine hroni¢nog rinosinuzitisa (HRS) i predikcija gljivicnog

rinosinuzitisa (GRS)

U odnosu na ordinalne podatke, na koje je primenjena regresiona analiza, utvrdeni su
“potencijalni indikatori” subjektivne tezine HRS za predikciju GRS. Dobijeni rezultati su
pokazali statisticku znacajnost za skor “tezak HRS” i za ukupni SNOT-22, kao i za 2
pojedina¢ne dimenzije (SNOT-nazalni i SNOT-orofaringealni simptomi). Imajuc¢i u vidu da
ove 2 dimenzije ¢ine ve¢i deo SNOT-22 upitnika, da sadrze klju¢ne podatke za HRS i da
imaju vecu prakti¢nu primenu, skor “tezak HRS” (SNOT-nazalni ili SNOT-orofaringealni)

je izdvojen kao statisticki znacajan anamnesticki parametar za predikciju GRS (tabela 31).

Tabela 31. Povezanost i regresiona analiza za SNOT-nazalni i SNOT-orofaringealni

simptomi za subjektivhu ocenu teZine hroni¢nog rinosinuzitisa (HRS) izmedu grupa

HRSE- (n=84) i HRSF+ (n=28)

Varijabla Grupa (n, %)
HRSE- HRSE+ p
(84, 75%) (28, 25%)
SNOT-nazalni simptomi (0-40) *0.000
lak HRS (0-12) 35 (41.7) 0 (0)
umeren HRS (13-25) 20 (23.8) 5(17.9)
tezak HRS (26-40) 29 (34.5) 23 (82.1)
Regresiona analiza **0.000
Koeficijent determinacije R? 0.833
Varijabla Grupa (n, %)
HRSE- HRSF+ p
(84, 75%) (28, 25%)
SNOT-orofaringealni simptomi (0-25) *0.000
lak HRS (0-7) 29 (34.5) 0(0)
umeren HRS (8-15) 32 (38.1) 6 (21.4)
tezak HRS (16-25) 23 (27.4) 22 (78.6)
Regresiona analiza **0.000
Koeficijent determinacije R? 0.831

* Hi-kvadrat test, **Regresiona analiza

4.3.3.2. Efekat lokalne kortikosteroidne Th>3 meseca i predikcija gljivicnog
rinosinuzitisa (GRS)

U odnosu na ordinalne podatke dobijene za efekat lokalne kortikosteroidne Th >3 meseca,
kod HRSk. i HRSF+ grupa, na koje je primenjena regresiona analiza, skor “bez efekta” se
izdvojio kao visoko statisticki znacajan za predikciju GRS (tabela 32).
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Tabela 32. Povezanost i regresiona analiza efekta lokalne Kkortikosteroidne Th >3
meseca izmedu HRS HRSk- (n=84) i HRSF+ (N=28) grupa

Varijabla Grupa (n, %)
HRSE- HRSE+ p

(84, 75%) (28, 25%0)
Efekat lokalne kortikosteroidne terapije *0.000

Znacajan 56 (66.6) 6 (21.4)

Umeren 13 (15.5) 6 (21.4)

Odsutan 15 (17.9) 16 (57.2)
Regresiona analiza **0.000
Koeficijent determinacije R? 0.512

* Hi-kvadrat test, **Regresiona analiza

4.3.3.3. Klini¢ka ocena teZine hroni¢nog rinosinuzitisa (HRS) i predikcija gljivicnog

rinosinuzitisa (GRS)

U odnosu na ordinalne podatke za rinoskopski skor “tezak HRS” kod HRSr. i HRSk+ grupa,
na koje je primenjena regresiona analiza, ovaj skor se izdvojio kao statisticki znacajan

klini¢ki parametar za predikciju GRS (tabela 33).

Tabela 33. Povezanost i regresiona analiza i klini¢ke ocene teZine HRS izmedu HRSF-
(n=84) i HRSF+ (n=28) grupa

Varijabla Grupa (n, %)
HRSE- HRSE+ p

(84, 75%) (28, 25%)
Rinoskopski skor (0-3) *0.000

Lak HRS (0) 33(39.3) 1(3.6)

Umeren HRS (1-2) 18 (21.4) 2(7.1)

Tezak HRS (3) 33(39.3) 25 (89.3)
Regresiona analiza **0.000
Koeficijent determinacije R? 1.000

* Hi-kvadrat test, **Regresiona analiza

4.3.3.4. Nazalna polipoza (NP) i predikcija gljivi¢nog rinosinuzitisa (GRS)

U odnosu na ordinalne podatke za NP kod HRSf. i HRSg+ grupa, primenom regresione
analize se skor “reNP/>5 god HRS” izdvojio kao visoko statisticki znacajan klini¢ki

parametar za predikciju GRS (tabela 34).
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Tabela 34. Povezanost i regresiona analiza za NP izmedu HRSk- (n=84) i HRSF+ (n=28)

grupa

Odsusstvo NP 31 (36.9) 10 (35.7)
Prisustvo NP 0(0) 0(0)
Rekalcitrantna NP/>5 god HRS 53 (63.1) 18 (64.3)

* Hi-kvadrat test, **Regresiona analiza

4.3.3.5. Funkcionalna endoskopska hirurgija sinusa (FESS) i predikcija gljivicnog

rinosinuzitisa (GRS)
U odnosu na ordinalne podatke za FESS kod HRSf. i HRSf+ grupa, primenom regresione
analize, skor “reFESS” se izdvojio kao statisticki znac¢ajan klini¢ki parametar za predikciju

FRS (tabela 35).

Tabela 35. Povezanost i regresiona analiza za FESS-a izmedu HRSk- (n=84) i HRSF+

(n=28) grupa

Odsustvo FESS 39 (46.4) 3(10.7)

Prisustvo FESS 17 (20.3) 3(10.7)
Vise od 1 prethonog FESS 28 (33.3) 22 (78.6)

* Hi-kvadrat test, **Regresiona analiza
4.3.3.6. Inhalatorni alergeni (1A) i predikcija gljiviénog rinosinuzitisa (GRS)
U odnosu na ordinalne podatke za IA kod HRSfk. i HRSf+ grupa, primenom regresione

analize, skor “pozitivan>3" se izdvojio kao statisticki znacajan klinicki parametar za
predikciju GRS (tabela 36).
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Tabela 36. Povezanost i regresiona analiza za inhalatorne alergene (IA) izmedu HRSF-

(n=84) i HRSF+ (N=28) grupa
Varijabla

SPT
Negativan
Pozitivan 1-2
Pozitivan 3-15
Regresiona analiza
Koeficijent determinacije R?
* Hi-kvadrat test, **Regresiona analiza

Grupa (n, %)

HRSE- HRSE+ p
(84, 75%) (28, 25%)

*0.000
45 (53.6) 1(35.6)
28 (33.3) 13 (46.4)
11 (13.1) 14 (50)

**0.000

0.595

4.3.3.7. CT skor za procenu ispunjenosti maksilarnih sinusa i predikcija gljivi¢nog

rinosinuzitisa (FRS)

U odnosu na dobijene vrednosti CT skora za procenu ispunjenosti maksilarnih sinusa kod

HRSk- i HRSk+ grupa, primenom regresione analize, se rezultat “izrazene promene, 66-

100% zauzetosti sinusa” izdvojio kao statisticki znacajan klini¢ki parametar za predikciju

GRS (tabela 37).

Tabela 37. Povezanost i regresiona analiza za CT skor za procenu ispunjenosti sinusa
izmedu HRSk- (n=84) i HRSF+ (N=28) grupa

Varijabla

CT sinus-skor za procenu ispunjenosti sinusa
Bez promena
Umerene promene
IzraZene promene
Regresiona analiza
Koeficijent determinacije R?
* Hi-kvadrat test, **Regresiona analiza

Grupa (n, %)

HRSE- HRSE+ p

(84, 75%) (28, 25%0)

*0.000
29 (38.1) 2(3.6)
37 (46.4) 3(7.1)
18 (15.5) 23 (89.3)

**0.000

0.869

4.3.3.8. Broj eozinofila (Eo) u krvi i predikcija gljivi¢nog rinosinuzitisa (GRS)

U odnosu na ordinalne podatke dobijene za broj eozinofila (Eo) u krvi kod HRSk. i HRSF+

grupa, primenom regresione analize, skor “visoko pozitivan (>500)” se¢ izdvojio kao

statisticki znacajan klinicki parametar za predikciju GRS (tabela 38).
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Tabela 38. Povezanost i regresiona analiza za broj Eo izmedu HRSfF- (n=84) i HRSk+

(n=28) grupa

Negativan 66 (78.6) 9(32.1)

Pozitivan (>350) 10 (11.9) 2(7.1)
Visoko pozitivan (>500) 8(9.5) 17 (60.8)

* Hi-kvadrat test, **Regresiona analiza

4.3.3.9. Ukupni IgE At i predikcija gljiviénog rinosinuzitisa (GRS)

U odnosu na ordinalne podatke za ukupni IgE At grupa HRSr. i HRSE+, primenom regresione
analize, skor “visoko pozitivan (>1000)” se izdvojio kao statisticki znacajan klinicki

parametar za predikciju GRS (tabela 39).

Tabela 39. Povezanost i regresiona analiza za ukupna IgE At izmedu HRSk- (n=84) i
HRSk+ (n=28) grupa

Negativan 75 (89.3) 13 (46.4)
Pozitivan (>100) 9 (10.7) 7 (25)
Visoko pozitivan (>1000) 0(0) 8 (28.6)

* Hi-kvadrat test, **Regresiona analiza

4.3.3.10. Specifi¢na anti-gljivi¢na IgE At i predikcija gljivi¢énog rinosinuzitisa (GRS)
U odnosu na ordinalne podatke za specifi¢na anti-gljiviéna IgE At kod HRSF. i HRSF+ grupa,

primenom regresione analize, skor “izraZena preosetljivost” se izdvojio kao statisticki

znacajan klinicki parametar za predikciju GRS (tabela 40).
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Tabela 40. Povezanost i regresiona analiza za specifi¢éna anti-gljivicna IgE At izmedu
HRSE- (n=84) i HRSk+ (n=28) grupa

Varijabla Grupa (n, %)
HRSE- HRSE+ p

(84, 75%) (28, 25%0)
Specifi¢na anti-gljivicna IgE At (IU/ml) *0.000

Negativan (klasa 0) 63 (75) 15 (53.6)

Umerena preosetljivost (klase 1 i 2) 16 (19) 3(10.7)

Izrazena preosetljivost (klase 3 do 6) 5 (6) 10 (35.7)
Regresiona analiza **0.001
Koeficijent determinacije R? 0.310

* Hi-kvadrat test, **Regresiona analiza

Na osnovu dobijenih rezultata, 10 kriterijuma (skorova) prikazanih u delu 3.4. su izdvojeni

kao klju¢ni anamnesicki i klini¢ki parametri za predikciju GRS.

4.3.4. Definisanje Kkriterijuma, indeks sistema i algoritma za klini¢ku predikciju GRS

U cilju evaluacije nove metode ISNS za dokazivanje gljiva u sinusima (poglavlje 4.3.)
formiran je algoritam za klinicku predikciju GRS. Zbog razli¢itih numerickih i/ili opisnih
vrednosti skorova izvrSeno je uvodenje indeks sistema.

4.3.4.1. Indeks sistem za kriterijume za klini¢ku predikciju GRS

Za numeri¢ko uniformisanje kriterijuma oformljen je GRSindeks 0, 1 i 2. Svih 10 kriterijuma

koji su se izdvojili kao znacajni anamnesticki i klinicki parametri za predikciju GRS su

prikazani tabeli 41.
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Tabela 41. Definisanje GRSindex-a za izdvojene skorove

SNOT-22 (0-110) Efekat lokalne kortikosteroidne Th (=3 meseca)
Skor Indeks Skor Indeks
lak (0-35) 0 Znacajan (0) 0
umeren (36-75) 1 Umeren (1) 1
tezak (76-110) 2 Bez efekta (2) 2

Rinoskopski nalaz NP
Skor Indeks Skor Indeks
lak (0-1) 0 Odsustvo NP (0) 0
umeren (2) 1 Prisustvo NP (1) 1
tezak (3) 2 Rekalcitrantna NP (2) 2

FESS Inhalatorni SPT (15 alergena)

Skor Indeks Skor Indeks
Odsustvo FESS (0) 0 Negativni svi (0) 0
Prisustvo FESS (1) 1 Pozitivan 1do 2 alergena (1) 1
Vise od 1 prethodni FESS (2) 2 Pozitivan 3 do 15 alergena (2) 2

CT skor za procenu ispunjenosti maksilarnih | Broj Eo u krvi

sinusa Skor Indeks
Skor Indeks Negativan (0) 0
Bez promena (0) 0 Pozitivan (1) 1
Promene .0-66% (1) 1 Visoko pozitivan (2) 2
Promene 66-100% (2) 2

Ukupna IgE At Specifiéna anti-gljivi¢na IgE At
Skor Indeks Skor Indeks
Negativan (0) 0 Negativan (0) 0
Pozitivan (1) 1 Umerena preosetljivost (1) 1
Visoko pozitivan (2) 2 Izrazena preosetljivost (2) 2

4.3.5. Definisanje algoritma za klini¢ku predikciju GRS

Na osnovu dobijenih rezultata i1 podataka iz literature predloZen je algoritam za klinicku
predikciju GRS (tabela 42). Kod HRS pacijenata kod kojih je ispitano svih 10 GRS
kriterijuma, GRS je klini¢ki visoko suspektan kod pacijenata koji imaju GRSindeks2 (Skor 2

na > 5 kriterijuma).
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Tabela 42. Algoritam za klini¢ku predikciju GRS

KRITERIJUM SKOR INDEX

1. SNOT-22 (max 110)

HRS lak (0-35) lak (0-35) 0

HRS umeren (36-75) umeren (36-75) 1

HRS tezak (76-110) tezak (76-110) 2
2. Efekat lokalne kortikosteroidne Th, >3 meseca

Znacajno smanjenje simptoma nakon Th (0) Znacajan efekat Th (0) 0

Umereno smanjenje simptoma nakon Th (1) Umeren efekat Th (1) 1

Bez smanjenja simptoma nakon Th (2) Bez efekta Th (2) 2
3. Rinoskopski klini¢ki nalaz:

HRS lak (0) lak (0-1) 0

HRS umeren (1-2) umeren (2) 1

HRS tezak (3) tezak (3) 2
4. Prisustvo NP

Odsutni NP (0) NP- (0) 0

Prisutni NP (1) NP+ (1) 1

Rekalcitrantna NP (2) reNP (2) 2
5. Prisustvo FESS

Odsustvo FESS (0) FESS- (0) 0

Prisustvo FESS (1) FESS+ (1) 1

Vise od 1 prethodni FESS (2) reFESS (2) 2
6. SPT inhalatorni alergeni

Negativni svi (0) Negativni svi (0) 0

Pozitivna do 2 (1) Pozitivan 1-2 (1) 1

Pozitivna od 3 do 15 (2) Pozitivan >2 (2) 2
7. CT skor za procenu ispunjenosti _maksilarnih

sinusa

bez sadrzaja i zadebljanja sluznice u sinusima (0) Bez promena (0) 0

zadebljanje sluznice/ispunjenost sinusa 0-66% (1) Umerene promene (1) 1

zadebljanje sluznice 66-100%/ispunjenost 66-100% | Izrazene promene (2) 2

(@)
8. Eo u Krvi

Normalni (0-349 mm?3) (0) Negativan (0) 0

Visoki (>350 mm?3) (1) Pozitivan (1) 1

Jako visoki (>500 mmd) (2) Visoko pozitivan (2) 2
0. Ukupna IgE At

Negativna (0) Negativan (0) 0

Pozitivan (>100 1U/ml) (1) Pozitivan (1) 1

Visokopozitivna (>1000 1U/ml) (2) Visoko pozitivan (2) 2
10. Specifi¢na anti-gljivicna IgE At

Negativno (<0.35 1U/ml) (0) Negativan (0) 0

Umereno znacajno (klasa 1-2) (0.35 — 3.5 IU/ml) (1) | Umerena preosetljivost (1) 1

Visokoznacajno (klasa 36) (>3.5 [U/ml) (2) Izrazena preosetljivost (2) 2
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Algoritam GRSindeks2 je primenjen za sve HRS pacijente (n=112) kod kojih su izvrSena
mikoloSka ispitivanja u cilju detekcije gljiva u sinusima i postavljanja laboratorijske

dijagnoze GRS, a u cilju evaluacije nove metode (Sn, Sp, PPV i NPV).

4.3.6. Softver za predikciju GRS i pracenje pacijenata sa HRS/GRS e-SINONAZAL -
LabNet

Na osnovu definisanog algoritma za predikciju GRS i podataka iz literature, formirana
je online baza podataka sa softverom za personalizovanu dijagnostiku GRS i pracenje
pacijenata sa HRS/GRS (e-SINONAZAL-LabNet; MyCoMedLab Ltd, Beograd, Srbija).
Na osnovu algoritma program vrsi predikciju GRS za pacijente za koje su uneti neophodni
sociodemografski, klinicki, alergoloski i mikrobioloski podaci.
Optimalan cilj koji ¢e se posti¢i daljim razvojem programa je da na jednostavan nacin
prikuplja podatke i olakSa mikrobiologu i klini¢kom lekarau pravilnu interpretaciju nalaza
gljiva u sinusima.

e-SINONAZAL-LabNet Potetna Pacijenti ~ Podaci ~ Preuzimanje podataka Kontakt

Dobrodosli

3

Pacijenti

Analiza

Slika 24. E-SINONAZAL-LabNet
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4.4. Evaluacija metode za indukciju sinonazalnog sekreta (ISNS) u cilju detekcije gljiva

4.4.1. Prevalencija FESS-a kod HRS+NP pacijenata u odnosu na op$tu populaciju

Prevalenciju za pacijente sa FESS-om nije bilo moguce izracunati s obzirom da u ovu grupu
nisu konsekutivno ukljucivani pacijenti u periodu izvodenja studije. Od svih pacijenata
operisanih putem FESS-a koji su ukljuceni u studiju, 44.2% (19/43) su predstavljali pacijenti
sa rekalcitrantnim HRS+NP (grupa reFESS).

4.4.2. Prevalencija HRS i GRS u odnosu na ops$tu populaciju

Za evaluacije nove metode ISNS u cilju detekcije gljiva kod HRS pacijenata izvr§eno
je odredivanje prevalencije HRS u nasoj sredini i odredivanje Sn, Sp, PPV i NPV.

Od ukupno 985 pacijenata ambulantno le¢enih na Klinici za Alergologiju i
imunologiju KCS, tokom 8 meseci trajanja studije (od 01.03. do 01.06.2013. i od 01.03. do
01.08.2014. godine) u studiju su uklju¢ena 136 konsekutivna pacijenta sa klinicki
potvrdenom dijagnozom HRS. Na osnovu ovih podataka je pokazano da je prevalencija HRS
u nasoj opstoj populaciji 13.8%. Imajuci u vidu da se kod dela HRS pacijenata javljaju i NP,
odredena je prevalencija HRS+NP u naSoj opstoj populaciji koja je iznosila 4.2%.

Na osnovu rezultata prikazanih u delu 1 rezultata, odredena je i1 prevalencija HRSr+ U
nasoj opstoj populaciji, koja je iznosila 2.8%. Pokazano je da polovina HRSg+ pacijenata ima
NP (1.4%) (grafikon 9).

[ PREVALENCIJA ]
v
[svi HRS = 14%
v
NP@ =9.6% [NP+=4.2% [GRS+=2.8% [GRS¢=11%

— T
NP@ = 1.4%| [ NP+=1.4%

Grafikon 9. Prevalencija HRS, NP i GRS u odnosu na opS$tu populaciju
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4.4.3. Performanse i ispitivanje tacnosti metode za obradu tkiva NP do jednocelijske

suspenzije u cilju detekcije gljiva kod operisanih pacijenata

Evaluacija metode obrade tkiva NP do jednocelijske suspenzije u cilju detekcije gljiva kod
HRS+NP pacijenata nije odredena putem Sn, Sp, PPV i NPV, s obzirom da paralelno sa
ovom metodom nije radena druga referentna metoda koja bi sluzila za poredenje i
odredivanje performansi. Medutim, pokazano je da je koris¢enje novo-primenjene metode za
obradu tkiva NP do jednocelijske suspenzije pokazalo visok "recovery rate", posebno kod
pacijenata sa reFESS-om, obzirom da je ovom metodom pokazano prisustvo gljiva kod

42.1% reFESS pacijenata, $to je bilo statisticki znacajno vise nego kod pacijenata sa pFESS-
om (8.3%).

4.4.4. Performanse i ispitivanje ta¢nosti metode ISNS u cilju detekcije gljiva kod

neoperisanih pacijenata

Performanse i tacnost metoda ISNS za detekciju gljiva su ispitane odredivanjem Sn, Sp, PPV
i NPV.

4.4.4.1. Senzitivnost (Sn) i specifiénost (Sp) metoda ISNS za detekciju gljiva u odnosu na
klini¢ku dijagnozu GRS

Poredenjem Sn i Sp metoda ISNS za detekciju gljiva u odnosu na klini¢ku dijagnozu GRS

(zlatni standard) pokazana je najbolja kumulativna Sn (89%) i Sp (96%) za ISNS_komb, uz

primenu prethodnog PT sluznice nosa (tabela 43).
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Tabela 43. Performanse (Sn i Sp) metoda ISNS za detekciju gljiva u odnosu na klini¢ku

dijagnozu GRS

ISNS_L 80 96 78 96
(44-96) (86-99) (53-93) (79-99)
ISNS_komb 80 87 89 96
(44-96) (74-94) (65-98) (79-99)

U cilju vizuelizacije dobijenih rezultata Sn i Sp je uraden graficki prikaz primenom ROC
krive (grafikon 10 i 11). Dobijene su slede¢e AUC (area under curve) vrednosti: (i) BSN bez
PT 0.790, (ii) BSN sa PT 0.154, (iii) ISNS_L bez PT 0.782, (iv) ISNS_L sa PT 0.803, (v)
ISNS_A bez PT 0.820, (vi) ISNS_A sa PT 0.492, (vii) ISNS_komb bez PT 0.801 i (viii)
ISNS_komb sa PT 0.932. Dobijene AUC vrednosti pokazuju da najvecu povrsinu iznad krive
zauzima ISNS_komb (0.932) uz prlmenu prethodnog PT.

100 |
80 j.
% 60}
° e
£ Lol
}E 40 i —_ISNS_A
= E — ISNS_komb
5 20 K | BSN
! " __ISNS_L
O E AR o, IO (IO (T |
0 40 80

100-Specifi¢nost
Grafikon 10. ROC kriva za ISNS_A, ISNS_L, BSN i ISNS_komb sa pretretmanom u

odnosu na klini¢ku dijagnozu GRS (n=47)
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Grafikon 11. ROC kriva za ISNS_A, ISNS_L, BSN i ISNS_komb bez pretretmana u
odnosu na klini¢ku dijagnozu GRS (n=65)

4.4.4.2. Pozitivna (PPV) i negativna prediktivna vrednosti (NPV) metoda ISNS za

detekciju gljiva u odnosu na klini¢ku dijagnozu GRS
Poredenjem PPV i NPV metoda ISNS za detekciju gljiva u odnosu na klinicku dijagnozu

GRS (zlatni standard) pokazana je najbolja kumulativna PPV (94%) i NPV (93%) za
ISNS_komb, uz primenu prethodnog PT sluznice nosa (tabela 44).
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Tabela 44. Performanse (PPV i NPV) metoda ISNS za detekciju gljiva u odnosu na
klini¢ku dijagnozu GRS

PPV i NPV metoda ISNS za detekciju gljiva u odnosu na klini¢ku dijagnozu GRS

HRSpt- (N=65) HRSpT+ (N=47)
Metoda PPV (%) NPV (%) PPV (%) NPV (%)
Cl% Cl% Cl% Cl%
BSN 38 95 100 62
(18-61) (83-99) (19-100) (46-75)
ISNS_L 80 96 93 87
(44-96) (86-99) (67-99) (69-95)
ISNS_A 80 96 100 47
(44-96) (86-99) (84-100) (25-70)
ISNS_komb 53 96 94 93
(27-77) (85-99) (70-99) (75-98)

4.4.4.3. Poredenje senzitivnosti (Sn) i specifi¢nosti (Sp) metoda ISNS za detekciju gljiva
i klini¢ke dijagnoze GRS

Poredenjem razlika Sn i Sp klini¢ke i laboratorijskih metoda za dijagnozu GRS pokazano je da
statisticki znacajna razlika postoji izmedu klini¢ke dijagnoze GRS i (i) BSN bez PT (p=0.007),
(ii) BSN sa PT (p=0.000) i (iii) ISNS_A sa PT (p=0.02), §to ukazuje na nisku PPV ovih metoda.
Najmanja statisticki znacajna razlika u dijagnostici GRS je pokazana izmedu klinicke dijagnoze

GRS i ISNS_komb sa PT (tabela 45).

Tabela 45. Poredenje senzitivnosti i specifi¢nosti klini¢cke i laboratorijskih metoda za

dijagnozu GRS

Metoda HRSpt- (N=65) HRSp1+ (N=47)
Laboratorijska | gq\ 1oNs L 1SNS A ISNS_komb | BSN ISNS L ISNS A ISNS_komb

metoda - - - -

Klini¢ka
.. *0.007 A . N *0.000 .37 *0.02 1
dijagnoza GRS 0 09 0 0-375

*Statisticki znaCajna razlika (p vrednosti; McNemar test) koja ukazuje da se dijagnoza uspostavljena

laboratorijskom metodom i dijagnoza uspostavljena klinickim kriterijumima statisticki znacajno razlikuju
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4.4.5. Primena metode za indukciju sinonazalnog sekreta (ISNS) i detekcija gljiva i

interpretacija u fizioloSkim i patoloSkim stanjima

Nalaz gljiva u gornjem RT kod HRS pacijenata zahteva pravilnu interpretaciju. Interpretacija
zavisi od primenjenih metoda za detekciju gljiva i od klinickih i epidemioloskih podataka.
Primenom rutinske metode za detekciju gljiva (BSN), novo-formiranih metoda (ISNS_L i
ISNS_A) i algoritma za klinicku predikciju GRS moguce je pravilno interpretirati nalaz gljiva

u fizioloSkom i patoloskim stanjima (tabela 46).

Tabela 46. Interpretacija nalaza gljiva/fungi (F) u fiziolo§kim i patolo§kim stanjima

FIZIOLOSKO STANJE

Kolonizacija e F+uBSN, negativan ISNS_L i ISNS_A

(mikobiom) e <5 pozitivnih klini¢kih kriterijuma za predikciju GRS
PATOLOSKO STANJE
e 2x pozitivan ISNS_L, negativan ISNS_A
FRS -alergija e 1Eo u krvi i/ili {specifi¢na anti-gljivi¢na IgE At i/ili tukupna IgE At

i/ili SPT+ na inhalatorne alergene
e <5 pozitivnih klini¢kih kriterijuma za predikciju GRS

FRS -infekcija

Pozitivan samo ISNS_A ili 2x pozitivan ISNS_L ili ISNS_komb
e Pozitivan nalaz gljiva u jednocelijskoj suspenziji NP
e > 5 pozitivnih klini¢kih kriterijuma za predikciju GRS
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5. DISKUSIJA
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HRS predstavlja inflamaciju sinonazalne mukoze multifaktorijalne etiologije koji ¢ini
jedno od najée$¢ih hroni¢nih oboljenja danas. Iako je predmet istrazivanja brojnih studija u
poslednje dve decenije, njegova razliita prezentacija, etiologija i tacna patogeneza
predstavljaju i dalje predmet debate. Smatra se da drzava godisnje potrosi 5.8 milijardi dolara
na leCenje HRS (Anand i sar., 2004). U ovaj iznos nisu uklju¢eni individualni troSkovi
pacijenta za leCenje HRS, kao ni troSkovi vezani za smanjenu radnu produktivnost i
odsustvovanje sa posla (Benninger i sar., 2015).

Prose¢na zastupljenost HRS u razli¢itim studijama je oko 15% (Pleis i sar., 2010), dok
je za Evropu pokazana 10.9% prevalencija HRS (Hastan i sar., 2011). Autori iz Kanade su
objavili epidemioloske rezultate prevalencije HRS u ovoj zemlji koja iznosi 9.1% (Chen i
sar., 2003), u Kini 7% (Kim i sar., 2011), dok u Brazilu prevalencija HRS iznosi 5.5% (Pilan
I sar., 2012). U nasoj studiji, od 985 pacijenata leCenih na Klinici za Alergologiju i
Imunologiju KCS, tokom Sest meseci, ispitano je 136 konsekutivnih pacijenata sa
dijagnozom HRS, dijagnostikovanom po EPOS kriterijumima (Fokkens i sar., 2012), $to ¢ini
14% prevalenciju HRS u Srbiji (grafikon 9). Zastupljenost HRS u Srbiji je nesto visa od
prose¢ne za Evropu (Hastan i sar., 2011), mada je multinacionalna evropska studija iz 2011.
koja je obuhvatila 19 centara iz 12 zemalja Evrope pokazala da se pojedinacne prevalencije
razlikuju i1 krecu se od 6.7% u Helsinkiju do 27.1% u Krakovu (Hastan i sar., 2011).
Ocigledno je da prevalencija HRS ima razli¢itu geografsku distribuciju, Sto se objasnjava
razliéitim vremenskim uslovima, vlazno§¢u vazduha, socio-ekonomskim statusom
stanovniStva, ali 1 razvijeno$¢u dijagnostickih metoda.

Prevalencija HRS izmedu polova se razlikuje, pa je tako u studiji Chen i saradnika,
pokazano da je prevalencija HRS kod pacijenata Zenskog pola 5.7%, dok je kod pacijenata
muskog pola nesto niza i iznosi 3.4% (Chen i sar., 2003). Sli¢ne rezultate dobili su i Pilan i
saradnici koji su u svojoj studiji imali oko 55% zena sa HRS (Pilan i sar., 2012). U
istrazivanju koje je objavio Smith sa saradnicima (Smith i sar, 2005) bilo je 38% ispitanika
muskog 1 62% zenskog pola. Medutim, rezultati drugih autora pokazuju suprotne rezultate, pa
je u studiji Johansson i saradnika prevalencija HRS bila zna¢ajno visa kod muskaraca nego
kod Zena (M:Z odnos 2:1.3) (Johansson et al. 2003). Prethodne studije ne navode iskljuéenje
naucne pristrasnosti pri odabiru pacijenata koji su usli u studiju, obzirom da nije navedena
frekvencija polova u populaciji za koju je racunata procentualna zastupljenost HRS. Kod 985
pacijenata leCenith na Klinici za Alergologiju i Imunologiju KCS, od kojih su 14% ¢inili
ispitanici u studiji, odnos polova je bio skoro jednak (M:Z odnos 1.2:1), a razlika u
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zastupljenosti HRS izmedu polova nije pokazana ni u ispitivanoj grupi (M:Z odnos 1.1:1)
(tabela 14).

HRS je oboljenje radno aktivnog dela populacije, S$to je potvrdeno brojnim
istrazivanjima gde je pokazano da se prosecan uzrast pacijenata sa HRS krece od 34 godine
(Bhattacharyai sar., 2010) do 39.8 godina (Pilan i sar., 2012). Rezultati na$ih istrazivanja
pokazuju da je prosean uzrast pacijenata sa HRS 38.4 godina (tabela 14), $to je u skladu sa
ovim podacima. Sa druge strane, pojedini autori navode populaciju od >50 godina kao
najcesce zastupljenu medu pacijentima sa HRS, obzirom da je ovo Cesto oboljenje sa kasnom
manifestacijom simptoma, Sto prati hronicitet, a samim tim 1 viSi prosecan uzrast pacijenata
sa HRS (Hastan i sar., 2011).

HRS+NP predstavlja posebnu formu HRS, sa prisustvom NP u sinusima i/ili nosnom
hodniku. Prema novijim istrazivanjima NP ima oko 25-30% bolesnika sa HRS
(Bhattacharyya i sar., 2010; Johansson et al. 2004), odnosno 4.2% opste populacije i 6.7%
populacije astmaticara (Settipane i sar., 1977). Medutim, rezultati epidemioloskih istrazivanja
o HRS+NP se znacajno razlikuju, pa neki autori navode znacajno nizu prevalenciju. U studiji
sprovedenoj u Svedskoj, Johanson i saradnika (Johansson i sar., 2004) objavljeno je da
prevalencija HRS+NP iznosi 2.7% ukupne populacije. Sli¢ni rezultati dobijeni su u studiji
autora iz Francuske gde je 2.1% ispitanika imalo HRS+NP (Klossek i sar., 2005), dok studija
sprovedena u Koreji navodi zastupljenost 0.5% ovog hroni¢nog oboljenja u populaciji (Min i
sar., 1996). U nasSoj studiji je 30.1% pacijenata sa HRS pripadalo grupi HRS+NP (tabela 23),
18.1% su imali NP u srednjem nosnom hodniku, a 11.9% van srednjeg nosnog hodnika $to
ukazuje na visi gradus NP. Pokazano je da su pacijenti sa HRS+NP ¢eS¢e muskarci, srednjih
godina (Fokkens i sar., 2012; Peric i sar., 2013), $to je potvrdeno i nasom studijom gde je
M:Z odnos pacijenata sa HRS+NP iznosio 2.3:1, a prose¢an uzrast oko 37 godina (Bara¢ i
sar., 2015).

Imajucéi u vidu da je u naSoj studiji grupa pacijenta odustala od druge faze istraZivanja
(n=24) izvrseno je ispitivanje povezanosti njihovih sociodemografskih karakteristika i
karakteristika pacijenata koji su nastavili drugu fazu kako bi se utvrdilo da li postoji razlika u
sociodemografskim karakteristikama. U odnosu na grupe HRSpr+ i HRSpt., za grupu
pacijenata koji su odustali od druge faze studije je pokazana statisticki znacajna razlika u
trajanju bolesti 1 mestu stanovanja. Grupu koja je odustala od druge faze studije je Cinilo
pretezno seosko stanovniStvo sa kra¢im trajanjem HRS 1 slabijim subjektivnim tegobama, $to
predstavlja verovatni razlog odustajanja od druge faze studije (tabela 17).
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Poznato je da HRS ima snazan negativan uticaj na kvalitet Zivota (QoL) pacijenata
(Hopkins i sar., 2009). Iako simptomi HRS nisu zivotno ugrozavajuéi, znacajno snizavaju
QoL pacijenata (Van Oene, i sar., 2007). U poredenju sa drugim hroni¢nim oboljenjima,
pokazan je znacajno loSiji skor QoL za ocenu telesnog bola i socijalnog funkcionisanja
pacijenata sa HRS u poredenju sa anginom, infarktom miokarda, hroni¢nom opstruktivnhom
bolesti pluca ili bolom u ledima (Gliklich i Metson, 1995; Gordts i sar., 1996). Savremena
dijagnosticka sredstva poput endoskopije nosa i CT-a paranazalnih sinusa omogucila su bolju
procenu tezine bolesti i odgovora na lecenje. Ipak, popravljanje QoL je za samog bolesnika
najvazniji pokazatelj uspesnosti u leCenju. Rezultati merenja QoL pacijenata prikazuju uticaj
simptoma HRS na svakodnevni zivot pacijenta i koreliraju sa tezinom oboljenja (Durr i sar.,
2001; Khalid i sar., 2004; randell i sra., 2000; Van Agthoven i sar., 2001). QoL je takode
nac¢in da se izmere posledice HRS ili efekat terapije. Medutim, brojna istrazivanja su
pokazala da izmedu objektivnih instrumenata za procenu tezine bolesti (endoskopski i CT
nalaz) i QoL ne postoji korelacija (Holbrook i sar., 2005; Hopkins i sar., 2006; Zheng i sar.,
2010). Ovo ne umanjuje vrednost pojedinih pomenutih metoda, ve¢ ukazuje na ¢injenicu da
one zapravo mere razliCite aspekte HRS.

Za procenu stepena tezine simptoma koriste se skale razli¢itog raspona intenziteta. U
nasoj studiji, za merenje QoL koriséena je VAS skala specijalizovana za subjektivhu ocenu
simptoma HRS i SNOT-22 specijalizovani upitnik za HRS. Mereno VAS skalom, 68.4%
pacijenata je subjektivno ocenilo svoje simptome kao ,tezak HRS*, §to je potvdeno i
objektivnijim SNOT-22 upitnikom. Dominantni simptomi mereni VAS skalom su bili
glavobolja i nazalna kongestija (zacepljen/oteCen nos). U istrazivanju Solera i saradnika
(Soler i sar., 2008) na VAS skali je zabelezen najveci intenzitet za simptome glavobolje i
zamaranja, a zatim za nazalnu kongestiju i hiposmiju. U ovoj studiji, kao 1 u nasoj, glavobolja
je bila simptom sa najve¢om frekvencom, ali ujedno i jedini simptom bez statisticki
znacajnog poboljSanja postoperativno. Prosecne vrednosti svih evaluiranih simptoma su bile
umerenog intenziteta, jer se istrazivanje odnosilo na klinicki heterogenu grupu bolesnika sa
HRS+/-NP. Medutim, treba ista¢i da su zamaranje i glavobolja u ovom istrazivanju po
intenzitetu bili ispred hiposmije i nazalne kongestije. Ovo potvrduje da individualni pristup i
analiza pacijentovih subjektivnih tegoba moze biti od klju¢nog znacaja za prognozu HRS i
pracenje terapijskog efekta.

U naSoj studiji, dominantni simptomi po intenzitetu mereni SNOT-22 skorom su
pripadali dimenziji nazalnih simptoma (23.48+15.64) i orofaringealni simptomi (17.42+5.93)
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(tabela 22), sto odgovara podacima iz literature (Browne i sar., 2006; Hopkins i sar., 2009;
Zheng i sar., 2010). Statisticki znacajna razlika je pronadena izmedu HRS+NP i HRS-NP
grupa, gde je pokazan visi SNOT-22 skor kod pacijenata bez NP za grupu orofaringealnih
simptoma. NP pretezno dovode do simptomatologije vezane za hiposmiju/anosmiju, osecaja
pritiska u predelu paranazalnih sinusa i osecaja zapuSenosti nosa (Van Agthoven i sar., 2001;
Settipane 1 sar, 1997; Serrano 1 sar., 2005; Kakoi i Herade, 1997). Konstantna inflamacija
mukoze sinusa i obimna produkcija mucina kod pacijenata sa HRS-NP dovodi do sekrecije
sadrzaja iz sinusa kako nazalno tako i u orofarinksu, §to se moze detektovati zadnjom
rinoskopijom (Hopkins i sar., 2007). Ovakva klini¢ka manifestacija objaSnjava losiji skor
SNOT-22 za orofaringealne simptome dobijen kod HRS-NP pacijenata. Sistemske simptome
(telesni bol i telesne tegobe) su i HRS+NP i HRS-NP pacijenti najrede ocenili kao ,,teSke™.
Ovi simptomi se daleko ¢es¢e vidaju kod drugih hroni¢nih stanja, te se moze reéi da ovi
simptomi nisu karakteristicni za bolesnike sa HRS 1 nemaju visok prognosticki i dijagnosticki
Znacaj.

U EPOS dokumentu se navodi da rezultati CT i rinoskopskog nalaza dobro koreliraju
(Smith i sar., 2005), medutim, brojni autori su pokazali u svojim studijama da je korelacija
izmedu CT, rinoskopskog nalaza i QoL skora nezadovoljavaju¢a (Holbrook i sar., 2005;
Hopkins i sar., 2007; Zheng i sar., 2010). Zheng i saradnici su pokazali da su CT
paranazalnih sinusa i rinoskopski skor HRS losi prediktori pacijentovog oporavka i
satisfakcije QoL nakon FESS-a (Zheng i sar., 2010), dok se skor QoL upitnika pokazao kao
dobar prediktor ishoda FESS-a i uticaja na QoL pacijenta nakon operacije (Gliklich i Metson,
1995). Stewart i saradnici (Stewart i sar., 2000) isti¢u da bolesnici sa lo§ijim preoperativnim
CT skorom imaju veéi stepen poboljSanja postoperativno, dok Deal i sar (Deal i sar., 2004)
nisu potvrdili takvu korelaciju. Oni isti¢u da HRS+NP pacijenti imaju losiji preoperativni CT
skor i ne postizu isti stepen simptomatskog poboljsanja kao HRS-NP pacijenti. Takode,
Kountakis sa saradnicima (Kountakis i sar., 2004) nije pronasao korelaciju izmedu CT skora i
stepena simptomatskog poboljsanja posle FESS-a.

Pokazano je da, kada se teZina HRS meri rezultatima CT ili endoskopskog nalaza,
pacijenti sa HRS+NP imaju visi skor koji ukazuje na tezu klinic¢ku sliku u odnosu na HRS-
NP pacijente (Bhattacharyya, 1997). Sa druge strane, mereno instrumentima za QoL
pacijenata sa HRS (VAS i SNOT-22), pokazano je da pacijenti iz grupe HRS+NP imaju nizi
skor, §to ukazuje na lakSu klinicku sliku, osim za simptome vezane za nazalnu kongestiju
(Soler i Smith, 2008). Kennedy (Kennedy i sar, 1992) isti¢e prognostic¢ki znacaj rinoskopskog
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nalaza za revizionu hirurgiju kod HRS, a Vleming (Vleming i sar, 1990) istice da
endoskopski nalaz Cesto perzistira i pored simptomatskog poboljSanja, narocito kod klini¢kog
oblika sa NP. Dominantni simptomi HRS u pogledu prevalencije i intenziteta su nazalna
opstrukcija, postnazalna sekrecija i facijalna kongestija (Hopkins i sar., 2009). Hiposmija je
izrazenija kod HRS+NP, a glavobolja i facijalni bol kod HRS-NP (Nair i sar., 2011).

Nacin 1 intenzitet kojim HRS uti¢e na QoL pacijenata i njegovu fizicku i mentalnu
produktivnost je daleko vaznije od rezultata CT skora koji moze da ukazuje na neznatne
promene (Schalek i sar., 2010). Medutim, u nasoj studiji je pokazana razlika izmedu rezultata
subjektivne ocene tezine simptoma (VAS skala) gde je pokazana prosec¢na subjektivna ocena
kao "tezak HRS" dok se ocena HRS kod istog pacijenta razlikovala, a najces¢e je bila
ocenjena nizom (umereni/lak HRS) objektivnijom skalom (SNOT-22) i CT i rinoskopskim
skorom (tabela 22 i 23). Prethodne studije su publikovale opreéne rezultate po pitanju znacaja
Lund McKey skora i njegove korelacije sa klinickim nalazom i tezinom HRS (Lund i sar.,
1995; Basu i sar., 2005; Hoolbrok i sar., 2005; Dudvarski i sar., 2008). Lund McKay skor,
sadrzi paramtere koji nisu pokazali korelaciju sa rinoskopskim skorom i QoL (Lund i sar.,
1995). Stoga smo u studiji kreirali novi pojednostavljeni CT Skor za procenjivanje
ispunjenosti maksilarnih sinusa, izdvojivsi sledece 2 varijable kao zna¢ajne za procenu tezine
HRS putem CT-a (Bradley i sar., 2005): (i) debljina mukoze maksilarnih sinusa i (ii)
ispunjenost maksilarnih sinusa. Ostiomeatalni kompleks je uzet kao parametar obzirom da je
najceS¢e mesto dreniranja 1 ventilacije frontalnih, maksilarnih i1 prednjih etmoidalnih celjja.
Posebna paznja data je maksilarnim sinusima, obzirom da su maksilarni sinusi najcesca
lokalizacija HRS, i s obzirom na prirodnu anatomiju i dreniranje sadrzaja iz sinusa (Ford i
sar., 2011).

Ovakav skor je pokazao dobru povezanost sa rinoskopskim skorom i QoL, pogotovo
za pacijente sa HRS bez NP i GRS. Evaluacija znacaja pojednostavljenog CT skora za
procenu ispunjenosti maksilarnih sinusa u buducnosti bi mogla da doprinese formiranju
novog CT skora sa ve¢im znacajem za dijagnozu i1 prognozu HRS u odnosu na postojece.
Najveci doprinos bi imala studija sa zdravom kontrolnom grupom 1 poredenje CT nalaza
zdrave grupe i pacijenata sa HRS, medutim zbog neeti¢nosti ovakvog postupka u nasu studiju
nije ukljuc¢ena kontrolna grupa, $to predstavlja manu i ogranic¢enje studije.

Takode, razli¢ita jaCina korelacije je pokazana izmedu poboljSanja sinonazalnih
tegoba i rezultata rinoskopskog pregleda (Giger i sar., 2004; Wright i Agrawal, 2007). Wright
i saradnici su pokazali losu korelaciju izmedu rinoskopskog skora, CT (Lund McKay) skora i
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sinonazal-simptom upitnika (SSQ/Sinus Symptom Questionnaire) nakon 1, 3 i 6 meseci posle
FESS-a (Wright i Agrawal, 2007). Studije koje su evaluirale efekat nehirurSkog leCenja su
takode pokazale da ne postoji korelacija izmedu rinoskopskog skora i SSQ (Birch i sar.,
2001). Skoras$nja studija Mace 1 saradnika prikazuje rezultate povezanosti izmedu
rinoskopskog skora i QoL pacijenata nakon FESS-a, prac¢enjem 102 pacijenta preoperativno i
nakon 12 meseci od operacije. Nije pokazana povezanost izmedu rezultata koris¢enih QoL
upitnika, rinoskopske ocene tezine HRS i Lund McKay skora (Mace i sar., 2010). Zakljuéuje
se da prognoza, ocena tezine HRS i procena postoperativhog oporavka ipak ne moze biti
donesena na osnovu samo jednog od skoring sistema (rinoskopskog) bez korelacije sa QoL 1
CT skorom.

Zbog prethodno navedenih problema u znacaju postojecih skoring sistema, na osnovu
klinickog iskustva i evaluacije prethodnih studija, formiran je modifikovan rinoskopski
skoring sistem koji je koriS¢en u studiji. Rinoskopski skor su determinisali klinicki i
anamnesticki podaci vezani za HRS. Skor sumira dobijene podatke o: (i) teZini HRS - duzina
trajanja tegoba (glavobolja/bol u predelu sinusa, nazalna drenaza, otezano disanje), duzini
koris¢enja lekova (antibiotici, topikalni koritkosteroidi, antihistaminici), intenzitetu
simptoma, prethodnim operacijama sinusa i uzrast u kom su pocele tegobe i (ii)
rinoskopskom pregledu - prisustvo NP/edema/sekreta (leva i desna strana). Rinoskopski skor
sumira intenzitet naj¢es¢ih tegoba vezanih za HRS za koje se u dosadasnjim istrazivanjima
pokazano da koreliraju sa tezinom HRS, podatak o duzini HRS i prethodnim terpijskim
postupcima i rinoloski nalaz kojim se ocenjuje izgled i ispunjenost paranazalnih sinusa (Soler
i Smith, 2010; Schalek i sar., 2010). Ovakva rinoskopska ocena je pokazala snaznu korelaciju
sa tezinom HRS ocenjenom QoL upitnicima i CT nalazom, posebno kod pacijenata sa GRS.

lako pojedini autori navode da ne postoji povezanost izmedu CT skora 1 klinicke 1
subjektivne procene tezine HRS, ova kombinacija je od najveceg dijagnostickog znacaja i
evaluacija 1 modifikacija postojeceg skora bi mogla da pomogne lekarima u razumevanju i
boljoj proceni tezine HRS 1 time omogu¢i donoSenje preciznijih odluka o terapiji. Buduca
istrazivanja na ovom polju bi trebalo da budu usmerena u pravcu evaluacije i modifikacije
postojecih CT skorova, i ispitivanja korelacije CT skora sa klinickim nalazom i subjektivnim
simptomima (VAS skala) u cilju formiranja dijagnosti¢kog protokola koji bi lekarima olakSao
donosenje procene o tezini HRS i odluke o terapiji.

Kao vaZan prognosticki faktor pokazala se pozitivna porodi¢na anamneza na prisustvo
HRS+/-NP. Alexiou i sar (Alexiou i sar., 2011) su proucavali 100 pacijenata sa HRS, kao i
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102 zdrave osobe i pokazali da 13.3% pacijenata sa HRS imaju pozitivhu porodi¢nu
anamnezu, dok je kod svih pacijenata iz kontrolne grupe porodi¢na anamneza bila negativna.
U studiji koju su sproveli Rugina i sar. (Rugina i sar., 2002), vise od polovine bolesnika sa
HRS+NP (52%) je imalo pozitivhu porodi¢nu anamnezu o HRS+NP. Ovaj anamnesticki
podatak nije dobijen od ispitanika u nasoj studiji, $to je mana studije jer bi mogao da da
smernice za donoSenje zakljuCaka o uticaju geneticki izmenjenog imunskog odgovora u
patogenezi HRS.

O imunopatoloskoj osnovi HRS govori i1 histoloSki sastav izmenjene sluznice
hroni¢no inflamiranih sinusa. HistopatoloSke karakteristike NP obuhvataju skvamoznu
metaplaziju delova respiratornog epitela sa hiperplazijom bazalnih ¢elija. Lamina proprija
inflamatornih NP se karakteriSe sa cetiri pojave: edem, ekstenzivna eozinofilija
(hipereozinofilija), ekstenzivna limfocitoza, kao 1 prisustvo degenerisanih, cisti¢no
izmenjenih zlezda, ispunjenih mukusom. Prethodne imunohistohemijske studije su pokazale
da su medijatori zapaljenske reakcije TNF-a, IL-1-8, VCAM-1, kao i eotaksin prisutni u
ve¢ini NP, preciznije u njihovim endotelnim ¢elijama kapilarnih krvnih sudova,
fibroblastima, makrofagima, limfocitima i u Eo strome polipa (Bernstein i sar., 2001).
Pojedini autori smatraju da pojacana lokalna genska ekspresija TNF-a predstavlja preduslov
za razvoj ovog hroni¢nog zapaljenskog oboljenja (Bernstein i sar., 2001). Za pokretanje
procesa nakupljanja Eo u tkivu NP posebno je znacajan odnos koji se uspostavlja izmedu
TNF-0 i VCAM-1. U fibroblastima koji leze u stromi NP (Warfel i sar., 2008; Ohori i sar.,
2008; Saji i sar., 2000). Uloga VCAM-1 je pre svega u regulisanju procesa transendotelijalne
migracije Eo, §to je neophodno za njihovo inicijalno nakupljanje u tkivu NP (Saji i sar., 2000;
Yoshifuku i sar., 2007). Sa druge strane, Eo koji se akumuliraju u tkivu NP mogu sami da
produkuju TNF-a, ¢ime se regrutuju i privla¢e novi Eo (Liu i sar., 2007). Takode, TNF-a
moze povecati sekreciju hemokina u fibroblastima, pre svega eotaksina, koji privlace sve veci
broj Eo u laminu propriu NP. Tako se hroni¢ni zapaljenski proces u NP odrzava i pojacava u
svom intenzitetu a broj Eo poveéava (Sawa i sar., 2007; Wang i sar., 2008). Rezultati Eo u
komori ukazuju da je 11% nasih ispitanika sa HRS imalo pozitivan nalaz Eo u krvi, dok je
19.1% imalo visoko pozitivan nalaz Eo u krvi >500mm?3. Zapremina Eo se kretala od 1 do
1733 mm?®. Pokazano je da je kod pacijenata sa astmom izmerena znacajno visa zapremina
Eo. Tako, je kod pacijentkinje sa 15-godi$njim trajanjem HRS, astmom i rekalcitrantnim
HRS pokazana izuzetno visoka zapremina Eo u krvi (1733 mm?), pet puta visa od gornje
granice referentnih vrednosti. U ostalim slu¢ajevima sa astmom, zapremina Eo u krvi se
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pokazala kao neSto niza od navedenog slu¢aja, medutim i dalje veoma visoka u odnosu na
referentne vrednosti (975, 850 i 790 mm?®). U sva tri slucaja radilo se o pacijentima sa
astmom, hronicitetom i prisustvom rekalcitrantnog HRS. Studija Solera i saradnika je bila
fokusirana na poredenje QoL pacijenata nakon FESS-a sa i bez ezinofilije. lako je u obe
grupe pokazan napredak u QoL nakon FESS-a, kod pacijenata sa eozinofilijom je pokazan
niZi procenat poboljSanja simptoma u odnosu na preoperativni period (Soler i sar., 2010). Ovi
nalazi ukazuju da je prisustvo Eo inflamacije vazan parametar u prognozi tezine bolesti, Sto
moze biti od izuzetnog znacaja u donosenju terapijske odluke i pracenju toka terapije HRS.
Kountakis i Baudoin u svojim studijama nisu uspeli da otkriju povezanost izmedu zapremine
Eo i tezine HRS simptoma (Kountakis i sar., 2004; Baudoin i sar., 2006). U drugoj studiji,
Soler je sa saradnicima pokazao da prisustvo eozinofilije u mukozi sinusa korelira sa tezinom
HRS prikazanom CT nalazom, endoskopijom i rezultatima testa za procenu mirisa i
olfaktornih funkija "Smell Identication test". Suprotno ovim nalazima, nije pokazana
korelacija prisustva eozinofiilije sa rezultatima dva QoL upitnika ili sa SF-36 opS$tim
zdravstvenim upitnikom. Dalje, ova studija nije pokazala znacajnu korelaciju izmedu QoL
rezultata i bilo koje vrste ¢elijskih, stromalnih i epitelijinih markera inflamacije (Soler i sar.,
2009) iako je u naSoj studiji pokazano da zapremina Eo u krvi moze biti znacajan pokazatelj
tezine HRS 1 dijagnostic¢ki parametar za HRS+NP 1 HRS-NP.

Pokazano je da su ukupna IgE At, kao i Eo, Cesto udruzeni sa HRS i da im
koncentracija zavisi od ekstenzivnosti procesa, ali i atopijske konstitucije pacijenta (Baudoin
i sar., 2006). U na$oj studiji je pokazano da je 18.4% pacijenata sa HRS imalo visok nivo
ukupnih IgE At, §to je u skladu sa podacima iz literature (Szczeklik i sar., 2000). Obzirom da
nisu razjas$njeni patofizioloSki mehanizmi nastanka HRS+NP i HRS-NP i tip
hipersenzitivnosti po kojoj se odvija nastanak ovih oboljenja, pored koncentracije ukupnih
IgE At, vazno je ispitati 1 znacaj i koncentraciju specificnih IgE At na inhalatorne alergene. U
nasoj studiji odredena je koncentracija specifi¢cnih IgE At na smeSu gljivi¢nih alergena A.
fumigatus, P. notatum, C. cladosporioides i A. alternata i pokazano je da je 24% pacijenata
sa HRS imalo neku od klasa od 3-6 specifi¢nih anti-gljivicnih IgE At (tabela 24). lako su
komercijalno dostupni samo odredeni gljivi¢ni alergeni i testiranja na njih, ukrStena
reaktivnost izmedu razli¢itih vrsta i rodova povecava relevantnost i znacaj specificnih IgE At
na smesu gljivicnih alergena. Termin ukrStena reaktivnost se odnosi na antigensku sli€nost
razli¢itih alergena i takvo deljenje epitopa izmedu gljivi¢nih rodova je dobro poznato (Bisht i
sar., 2002). Brojni autori su do sada objavili rezultate koji ukazuju na visok stepen IgE
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ukrStene reaktivnosti gljivicnih determinanti izmedu rodova Alternaria, Stemphylium,
Aspregillus, Cladosporium, Spondilocladium, Dreschera (Hoffman i sar., 1981), Epicoccum
(Bisht i sar., 2002) i Curvularia (Gupta i sar. 2002). Pokazano je i da razli¢ite vrste unutar
jednog roda dele slicne epitope, posebno u okviru rodova Aspergillus i Alternaria (Vijay i
sar., 1979). 1z tog razloga, visok stepen sli¢nosti izmedu alergena koje pripadaju razlic¢itim
rodovima i vrstama ukazuje da ispitivanje na komercijalno dostupne alergene SPT (C.
herbarum, A. alternata, P. notatum, A. fumigatus) ima mnogo ve¢i znacaj, jer pozitivni
rezultati SPT ne ukazuju samo na prisustvo hipersenzitivnosti na pojedinacni alergen vec
ukazuju na generalnu preosetljivost pacijenta na inhalatorne gljivicne alergene. Dalja
istrazivanja na polju identifikacije gljivi¢nih alergenskih determinanti - epitopa, bi moglo da
ima znacajne implikacije na razvoj imunoterapije u lecenju gljiviénih oboljenja respiratornog
trakta.

U naSoj studiji je pokazano da su inhalatorni alergeni (SPT) bili pozitivni kod 81/136
(59.6%) pacijenata, od toga 1-2 alergena kod 52/136 (38.2%) pacijenata, a 3 ili vise alergena
kod 29/136 (21.3%) pacijenata. Kod ispitanika su polen (41.9%) i grinje (18.4%) bili
dominantni alergeni. Naj¢eSée pozitivni inhalatorni alergeni su bili: iz grupe polena Olea
europea (14.7%) i Phleum pretense (13.2%), iz grupe plesni Alternaria (11.8%) i iz grupe
grinja Dermatophagoides pteronyssinus (11.8%) (tabele 24 i 25).

U velikoj multicentri¢noj studiji koja je obuhvatila oko 52.000 odraslih pacijenata
starosti izmedu 18 1 75 godina, sprovedene u 12 zemalja, dokazana je snaZna povezanost
astme sa HRS. Povezanost HRS i astme je bila znacajnija u grupi pacijenata obolelih
istovremeno od HRS i alergijskog rinitisa (Jarvis i sar., 2012). Astma je nadena u 26%
obolelih od HRS+NP (Moloney, 1977). Sa druge strane, 7% astmaticara je imalo HRS-NP
(Larsen i sar., 1991). U naSoj studiji, zastupljenost astme je bila 41.9% medu svim HRS
pacijentima, odnosno 54.8% medu HRS+NP pacijentima (tabela 15). Astma je jedan od
najvaznijih prognostickih parametara za HRS. Dosadasnja istraZivanja su pokazala da je
osobi oboleloj od HRS potrebno izmedu 9 i 13 godina kako bi razvila NP u sinusima. Sa
druge strane, potrebne su u proseku samo dve godine da bi se razvili NP kod astme udruzene
sa Al (Szczeklik 1 sar., 2000). U oko 10% pacijenata, NP se razvijali simultano sa
progresijom bronhijalne astme, dok se u ostalih 90% slucajeva razvije prvo HRS+NP, a
nakon toga kao posledica hroniciteta razvije se astma (Rugina i sar., 2002). Zene sa HRS+NP

imaju 1.6 puta veéu verovatnoc¢u da razviju bronhijalnu astmu (Settipane i Shafee, 1977).
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Utvrdeno je da astma, Al, hipersenitivnost na inhalatorne alergene i prisustvo NP
predstavljaju faktore rizika za loSije objektivne postoperativne rezultate i pojavu
rekalcitrantnog HRS. Bez obzira na odli¢ne subjektivne rezultate le¢enja, Kennedy i saradnici
isticu da je kod 44.9% bolesnika endoskopski zabelezena rezidualna bolest posle prose¢nog
vremena pracenja od 18 meseci (Kennedy i sar., 1992). Studija je obuhvatila 120 bolesnika, a
od toga 85 bolesnika (71%) je pripadalo re-FESS grupi. Dakle, veliki broj bolesnika u ovoj
studiji je bio otporan na medikamentozno i hirur§ko lecenje. Robinson i saradnici (Robinson i
sar., 2007) isticu da posle FESS-a 57-74% bolesnika sa HRS ima poboljSanje u
endoskopskom skoru. U zavisnosti od intenziteta simptoma, kvaliteta zivota, prisustva
komorbiditeta, lokalizacije i veli¢ine NP, potrebno je proceniti klini¢ki znacaj recidiva
odnosno koji su pacijenti kandidati za re-FESS. Re-FESS je u nasoj pilot studiji zabelezen u
44.2% pacijenata (Barac i sar., 2015), $to je u skladu sa podacima iz literature koji navode
zastupljenost od 44.9% (Kennedy i sar, 1992) i 44.7% (Dudvarski, 2013) kod pacijenata sa
HRS. Kod pacijenata sa re-FESS-om utvrdeno je prisustvo brojnih faktora komorbiditeta, a
pre svega astme (38.8%) i Al (25.9%) (Dudvarski, 2013) sto je u skladu sa rezultatima naSe
pilot studije gde je najces¢i faktor komorbiditeta bila astma i Al (Barac i sar., 2015). Takode,
duZina trajanja HRS 1 hronicitet su od velikog znacaja za ishod terapije, tok bolesti i
prognozu. U naSoj studiji, prose¢no trajanje HRS je bilo oko 12 godina, statisticki znacajnije
duze u grupi HRS+NP (oko 14 godina) u odnosu na HRS-NP grupu (oko 9 godina). Do sad je
nekoliko studija pokazalo da postoji povezanost izmedu hroniciteta HRS, prisustva NP i
pozitivnog nalaza gljiva u NP/mucinu (Ponikau i sar., 1999; Barac i sar., 2015).

Dalje, moze se pretpostaviti da ni prisustvo odredene gljive nije okida¢ za nastanak
HRS/GRS, nego koncentracija gljiviénih alergena koja je neophodna za razvoj ovih
oboljenja. Scheuller i saradnici su u prospektivnoj studiji sa 19 HRS pacijenata i 19 zdravih
kontrola pokazali da ne postoji znacajna razlika u koli¢ini gljivicnog DNK u klinickom
materijalu iz sinusa izmedu ove dve grupe, odbacivsi time teoriju da je kvantitet gljivi¢nih
elemenata kljucan za razvoj HRS (Scheuller i sar., 2005). Da li je porast gljivi¢nih alergena
kljucan za patogenezu HRS, do danas je predmet diskusije 1 rezultati studija su razliciti. Za
gljivu roda Alternaria je pokazano da se alergeni koje produkuje znacajno razlikuju u okviru
razli¢itih vrsta ovog roda i izmedu gradivnih komponenti istog izolata (spore i hife).
Alternaria spore pokazuju veliki broj razliCitih alergena, sa najceS¢e zastupljenim Alt-al
alergenom. Nedavno je otkriveno da dolazi do germinacije gljiviénih spora u respiratornom
traktu pacijenata sa HRS, posebno u mukusu, §to dovodi do povecanog otpustanja alergena
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(Mitakakis i sar., 2000). Medutim, kako prisustvo mucina prethodi otpusStanju i porastu
koncentracije gljivicnih alergena, malo je verovatno da su gljive uzro¢ni patogeni HRS.
Bazirano na ovim cinjenicama, dolazi se do zakljucka da gljive nisu inicijalni okidaci za
razvoj HRS, ali su uzro¢nici pogorsanja HRS, razvoja hroniciteta i NP (Barac i sar., 2015).

Epitel je prvo kontaktno mesto inhalatornih Cestica (ukljucujucéi i gljive) i Coveka, i
kao takav predstavlja kontakt izmedu spoljasnje sredine 1 unutrasnjeg miljea sinusa. Pod
normalnim okolnostima, epitel predstavlja prvu linijju odbrane od patogena, formirajuci
nepropustljivu i visoko regulisanu barijeru. Hroni¢nom inflamacijom sluznice mukoze sinusa
1 nosa narusava se prirodna mehanicka barijera ¢ime se omogucava kolonizacija na sluznici
sinusa ubikvitarnih gljiva iz vazduha, §to moze da pokrene imunopatoloski proces i vodi ka
razvoju FRS. Smatra se da epitel upravlja inflamacijom i remodelovanjem disajnih puteva
(Hackett i Knight, 2007) koje predstavlja patoloski proces koji se desava kod HRS i astme i
podrazumeva epitelnu metaplaziju 1 oStecenje, zadebljanje subepitelne bazalne lamine, porast
miofibroblasta, hipertrofiju i hiperplaziju glatkih miSi¢a disajnih puteva, hiperplaziju zlezda u
mukozi, angiogenezu i izmenjeno nakupljanje i stvaranje ekstracelularnog matriksa proteina
(Pawankar i sar., 2007).

Epitelno ostecenje dokazano u uzorcima HRS pacijenata moze biti rezultat Th2-
zavisnog, antigen-posredovanog imunog odgovora koje na kraju rezultuje otpustanjem
toksi¢nog sadrzaja eozinofilnih granula. Poslednja istrazivanja su pokazala da Ceste gljive iz
vazduha, posebno A. alternata i A. fumigatus produkuju proteaze koje se vezuju za receptor
na celijama respiratornog epitela, leukocita i krvnih ¢elja, aktiviraju¢i time intracelularni
signalni put koji izmedu ostalog dovodi do produkcije hemokina, citokina, eikozanoida i
metaloproteinaza (Kauffman i sar., 2000). Kako je epitelno ostec¢enje pronadeno kod skoro
svih pacijenata sa HRS, moZe se pretpostaviti da slicne unutrasnje epitelne abnormalnosti
postoje kod predisponiranih osoba.

Godinama se smatalo da je IgE posredovana hipersenzitivnost na gljive (I tip
preosetljivosti), dokazana visokim nivoom specifi¢nih IgE At ili pozitivnim SPT na najéesce
gljivicne alergene, zaduzena za razvoj patoloskog procesa karakteristicnog za neinvazivni
GRS. Skorasnje studije su pokazale da je neinvazivni GRS mnogo ¢eSc¢e zastupljen nego $to
se smatralo bazirano na nalazima pozitivnih izolata gljiva u nosu i sinusima skoro svih HRS
pacijenata. Ukoliko je hipersenzitivnost na gljive neophodna za adekvatnu dijagnozu
neinvazivnog GRS, kao $to smatraju brojni autori, potrebno je razjasniti povisen nivoa
specifiénih IgE At ili pozitivnog SPT na najcesce gljivicne alergene kod pacijenata bez HRS
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(Ponikau 1 sar., 2007). Brojni autori su ispitivali procenat hipersenitivnosti na gljive kod
pacijenata sa HRS, i pokazali da se kre¢e od 18% do 46% (Ponikau i sar., 1999; Taylor i sar.,
2002; Ponikau i sar., 2007). U nas$oj studiji, ukupna hipersenzitivnost na gljive ispitivana SPT
je iznosila 33.3%. Pojedina¢na hipersenzitivnost je iznosila takode 33.3% za A. fumigatus,
ali bez statistickog znacajne razlike izmedu HRSr+ i HRSF. grupa i 27.8% za C. herbarum,
gde je pokazan statisticki znacaj kao ¢eSce pozitivan nalaz kod HRSr+ grupe u odnosu na
HRSf.. Zastupljenost hipersenzitivnosti na ostale gljivicne alergene se nije pokazala kao
statistiCki znacajna i iznosila je 16.7% za A. alternata i 11.1% za P. notatum. Od ostalih
inhalatornih alergena, statisticki znacaj je dala razlika u hipersenzitivnosti na alergene polena
biljaka, 100% u HRSF+ grupi i 65.5% u HRSf. grupi. P. pratense se pokazao kao najéesci
pozitivan alergen od polena biljaka u HRSf+ grupi (66.7%) sa statistickom znacajnosti u
odnosu na HRSf. grupu (27.6%). Pojedini autori su pokazali da ne postoji razlika u
procentualnoj zatupljenosti hipersenzitivnosti na gljiviéne alergene izmedu GRS pacijenata i
zdravih kontrola (Ponikau i sar., 2007), dok su drugi pokazali zn¢ajno visi nivo specifi¢nih
IgE At na gljivicne alergene kod pacijenata sa HRS i eoinofilnim mucinom sa i bez gljiva u
poredenju sa zdravim kontrolama (Pant i sar., 2005). lako je nivo specifi¢nih IgE At bio visi
kod HRS pacijenata sa eozinofilnim mucinom, trebalo bi napomenuti da nije pokazana
znaajna razlika u nivou specifi¢nih IgE At izmedu HRS pacijenata sa i bez dokazane
hipersenzitivnosti na gljive koznim probama (Pant i sar., 2005). U nasoj studiji, HRSF+
pacijenti su statisticki znaCajno ¢eS¢e imali pozitivna ukupna IgE At, kao i duplo viSu
proseénu vrednost ukupnih IgE At (320 IU/ml) u odnosu na HRS-G grupu (oko 160 1U/ml).
Takode, srednja vrednost specificnih IgE At na smeSu gljivicnih alergena se znacajno
razlikovala izmedu HRSr+ I HRSF. grupa, gde je prosecna vrednost specificnih IgE At bilo
duplo ve¢a u HRSk+ grupi i iznosila oko 210 IU/ml, u odnosu na 130 1U/ml u HRSEk. grupi.
Pozitivan nalaz SPT na gljivicne alergene nije uvek korelirao sa pozitivnim nalazom
specificnih IgE At. Za pojedina oboljenja izazvana hipersenzitivno$¢u na gljive, kao §to je
ABPA, poznato je da umereno pozitivan SPT nije indikator ovog oboljenja i da reflektuje
samo prisustvo antigen specifiénih IgE At (kao $to sve osobe sa atopijom mogu pokazati
hipersenzitivnost na A. fumigatus) bez dokaza o parenhimalnim promena koje su neophodne
za sigurnu dijagnozu ovog oboljenja (Terho i sar., 1995). Prema tome, prisustvo specifi¢nih
IgE At nije dijagnosticki kriterijum za razlikovanje neinvazivnog GRS od ostalih HRS
pacijenata. Medutim, moglo bi da ukazuje na prisustvo generalne hipersenzitivnosti na gljive
generalno, za $ta se pretpostavlja da je u osnovi razvoja neinvazivnog GRS. lako je SPT
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znacajno jeftiniji u odnosu na in vitro dijagnosti¢ke testove, pojedini autori dovode u pitanje
taCan sadrzaj i koli¢inu odredenih gljivi¢nih alergena u ovim testovima (Esch i sra., 2004).
Valies i saradnici su pokazali da koncentracija alergena u SPT u zavisnosti od proizvodaca i
vrste alergena moze znacajno varirati (Vailes 1 sar., 2001). Potrebno je da buduce studije
evaluiraju znacaj postoje¢ih metoda za odredivanje prisustva hipersenzivnosti na inhalatorne
alergene u dijagnostici HRS. Determinacija panfungalnog antigena koji bi bio primenjiv za
SPT bi bio od izuzetnog znacaja.

lako su ispitali osetljivost na mali broj gljiva (A. alternata, A. fumigatus, C. herbarum
and P. notatum), Shin je sa saradnicima pokazao sli¢an nivo specifi¢nih IgE At u serumu kod
18 pacijenata sa HRS i 15 zdravih kontrola. IgE At na A. alternata, A. fumigatus, C.
herbarum 1 P. notatum su bila prisutni u manje od 30% pacijenata uprkos prisustvu
Alternaria antigena u uzorku nazalnog sekreta svih testiranih HRS pacijenata (n=36),
ukazujuéi da hipersenzitivnost na gljive nije uzro¢nik pokretanja imunopatoloskog procesa u
razvoju HRS (Shin i sar, 2005). S obzirom da su istrazivanja Pant i saradnika pokazala da
neki pacijenti sa neinvazivnim FRS nemaju hipersenzitivnost na gljive koje su izolovane iz
njihovog eozinofilnog mucina, ali imaju povisen nivo IgE At na druge gljive, postavlja se
pitanje da li je prisustvo hipersenzitivnosti na gljive odgovorno za razvoj HRS (Pant i sar.,
2005). Navedeni rezultate navode na razmiSljanje da 1 tip preosetljivosti na gljive
najverovatnije nije centralni imunopatoloski proces u razvoju neinvazivnog FRS (DeShazo i
Swain, 1995). Na osnovu prethodno analiziranih rezultata, pretpostavku o jedinstvenoj
patogenetskoj ulozi hipersenitivnosti na gljive u razvoju neinvazivnog FRS bi trebalo dobro
preispitati.

S obzirom na to da je astma kao komorbiditet bila ¢eS¢e prisutna u grupi HRSr+ u
odnosu na HRSE. grupu, mogu se doneti dva zakljucka, odnosno dve razli¢ite pretpostavke o
znacaju ove korelacije. Prva je da hronicitet HRS, uz konstantnu inflamaciju sluznice,
hroni¢nu senzibilizaciju sluznice prisustvom inhalatornih alergena, i sekreciju mucina u
orofarinks, dovodi do inflamacije 1 pokretanja imunopatoloskog odgovora na sluznici donjh
partija disajnih puteva Sto nakon vise godina dovodi do astme. Druga pretpostavka se bazira
na suprotnim ¢injenicama, da je imunopatoloski odgovor kod HRS identican onom kod
astme, 1 da je analogan astmi i predstavlja samo manifestaciju ove imunopatoloske reakciju u
gornjim partijama disajnih puteva. Naredne studije bi trebalo da razjasne znacaj povezanosti

astme, HRS i GRS i da li je astma vezana za nastanak ovog oboljenja ili je posledica
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njegovog hroniciteta. Zbog pokazane povezanosti, moze se zakljuciti prisustvo astme moze
biti vazan prognosticki i dijagnosticki paramater za GRS.

lako se smatra diskutabilnim, Ponikau i saradnici smatraju da su pored gljiva, Eo
prisutni u tkivu mukoze sinusa skoro svih pacijenata sa HRS (Ponikau i sar., 1999). Pokazano
je da je Eo inflamacija heterogena u bilo kom uzorku tkiva sa delovima sa i bez prisustva Eo
(Ponikau 1 sar., 2007). Detaljna evaluacija jednog uzorka tkiva je klju¢na za izbegavanje
lazno negativnih rezultata koje je pokazano u pojedinim studijama gde nije otkriveno
prisustvo Eo u uzorku tkiva HRS pacijenata (Braun i sar., 2003; Ponikau i sar., 2007). lako su
gljive, s obzirom na njihovu ubikvitarnu prirodu, prisutne i kod HRS pacijenata i zdravih
kontrola, eozinofilija tkiva je dokazana samo kod pacijenata sa HRS. U nasoj studiji nisu
hirurski uzimani uzorci mukoze sinusa, zbog ¢ega nije uraden citoloski pregled tkiva, ali je
uradeno odredivanje zapremine Eo u krvi pacijenata sa HRS pouzanim pregledom u komori.
S obzirom da je u naSoj studiji prose¢na zapremina Eo u krvi bila duplo viSa u grupi HRSf+
(oko 350 mm?) u odnosu na HRSE- grupu (oko 170 mm?), moze se pretpostaviti da su Eo
ukljuceni u imunopatogenezu GRS i da njihova zapremina u krvi moze bti vazan prognosticki
i dijagnosticki paramater za GRS, o ¢emu svedoce i1 druge studije. Koris¢enjem Boyden-ove
komore, Wei i saradnici su merili nivo eozinofilne migracije i Eo iz krvi pacijenata sa HRS i
zdravih kontrola (Wei i sar., 2003). Procenat migracije je bio konstantno visi za Eo iz krvi
pacijenata sa HRS. Medutim, prepisivanje ovog nalaza visokog nivoa Eo patogenezi HRS je
diskutabilno, obzirom da je 9/10 pacijenata sa HRS imalo astmu, a 4/10 su bili atopicari. lako
je Wei sa saradnicima pokazao visu (ali s obzirom na veli¢inu grupe bez statistickog znacaja)
migraciju Eo kod pacijenata sa atopijom i u nazalnom mucinu i nazalnom tkivu, u odnosu na
neatopicare, uloga astme nije uzeta u obzir (Wei i sar., 2003). Nekoliko studija je pokazalo da
Eo kod pacijenata sa astmom (alergijskom 1 nealergijskom) pokazuju izmenjen fenotip, Sto se
objaSnjava ¢injenicom da Eo interaguju sa citokinima u perifernoj krvi, Sto rezultuje
poveéanom migracijom, adhezijom i degranulacijom (Hirotsu sar., 2014). Na osnovu ovih
podataka, ostaje nejasno da li je pokazan porast migracije Eo kod HRS pacijenata posledica
HRS ili je vezano za osnovno oboljenje (astmu i/ili atopiju).

Kako su pojedine studije pokazale da je procenat hipersenzitivnosti na gljive sli¢an
kod HRS pacijenata i zdravih kontrola, fokus istraZivanja je prebafen na uticaj IgG At u
imunopatoloskom procesu razvoja HRS. Shin 1 saradnici su pokazali zna¢ajno visi nivo IgG
At na A. alternata, A. fumigatus, C. herbarum i P. notatum kod pacijenata sa HRS u odnosu
na zdrave kontrole (Shin i sar., 2004). Interesantno i u skladu sa ovim rezultatima, Pant i
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saradnici su pokazali visok nivo specificnih IgG1 i IgG3 izotipova At na A. alternata i A.
fumigatus kod HRS pacijenata sa eozinofilnim mucinom (n=30) u poredenju sa zdravim
kontrolama (Pant i sar., 2005). U poredenju sa pacijentima sa alergijskim rinitisom (kada
postoji dokazana hipersenzitivnost na gljive) ili HRS pacijentima bez eozinofilnog mucina,
Pant 1 sar. su pokazali da su specificna IgG3 At na gljive bila znaCajno visa kod HRS
pacijenata sa eozinofilnim mucinom, bez obzira na prisustvo gljiva ili hipersenzitivnosti na
gljive. IgG2 i IgG4 izotipovi At su poviseni kod HRS pacijenata sa eozinofilnim mucinom u
poredenju sa zdravim kontrolama, ali nije bilo razlike u poredenju sa pacijentima sa
alergijskim rinitisom ili HRS pacijentima bez prisustva eozinofilnog mucina (Pant i sar.,
2005). Pokazano je 1gG2 i 1gG4 koji ne aktiviraju sistem komplementa ili se ne vezuju dobro
za Fc receptor, Stite BALB/c miSa od infekcije gljivom Cryptococcus neoformans
(Beenhouwer, 2007). Iznenadujuce, ljudski IgG1 i IgG3 izotipovi At, koji aktiviraju sistem
komplementa i vezuju se za sve tri klase Fc receptora i koji bi trebalo da su esencijalni za
zaStitu organizma od infekcije At-posredovanim mehanizmom, nisu se pokazali kao
protektivni dok je IgG1l ¢ak smanjivao stopu prezivljavanja (Beenhouwer, 2007). Danas,
osim $to je bioloski marker za HRS pacijente sa eozinofilnim mucinom, ta¢an patogenetski
znalaj specificnih IgG3 At na gljive nije utvrden, ali se smatra da bi mogao da zauzme mesto
IgE At koji su do sada smatrani At klju¢nim za imunopatoloSki proces HRS gljivi¢ne
etiologije. Tokom studije nije bilo mogucée realizovati odredivanje nivoa specifi¢nih IgG Atu
krvi pacijenata sa HRS, §to je mana ove studije ali 1 fokus buducih istrazivanja.

Kako je poznato da su gljive ubikvitarni mikroorganizmi i podjednako zastupljeni na
sluznici nosa i paranazalnih sinusa i HRS i zdravih pacijenata (Ponikau i sar., 1999), moze se
pretpostaviti da za razvoj HRS i GRS nije vazno prisustvo ili odsustvo gljiva u sinusima, ve¢
prisustvo odredene vrste gljiva koja je zaduzena za razvoj oboljenja. U naSoj studiji, od 47
ispitanika koji su usli u drugu fazu studije u koju je bilo uklju¢eno mikoloSko ispitivanje
ISNS, kod 18 pacijenata (38.3%) je pokazano prisustvo gljiva u ISNS_A/ISNS L/BSN
(HRSE+). Najcesce zastupljene vrste su bile A. fumigatus, C. cladosporioides, F. oxysporum i
P. chrysogenium. Koris¢enjem nove metode za uzorkovanje i detekciju gljiva, Ponikau i
saradnici (Ponikau i sar., 1999) su pokazali da je 2.7-3.2 razli¢itih vrsta dobijeno iz jednog
uzorka HRS pacijenta i 2.3-3.1 iz uzorka zdrave kontrole (Ponikai i sar., 1999; Braun i sar,
2003), sa rodovima Aspergillus, Penicillium, Cladosporium, Candida i Alternaria kao
najprevalentnijim (Kim i sar., 2005; Braun i sar., 2003).
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Primenom metode za uzorkovanje vazduha, testiran je sastav vazduha iz Zivotnog i
radnog prostora pacijenata na prisustvo spora gljiva. Prosecno, oko 3 razlicite vrste gljiva su
izolovane iz uzorka vazduha po pacijentu. Analizom distribucije vrsta i rodova gljiva u
uzorku vazduha iz zivotnog prostora pacijenata sa HRS pokazano je da je najcesci izolat iz
vazduha Aspergillus niger (62/224, 27.7%) (grafikon 7 i 8, slika 23). Ni kod jednog od 28
HRSF+ pacijenata se nije pokazalo da je isti izolat detektovan u uzorku ISNS i vazduha iz
zivotnog/radnog prostora tog pacijenta. lako nije bilo preklapanja u izolatima u kllinickom
materijalu 1 uzorku vazduha, znacaj ovih izolata iz vazduha se ne sme zanemariti zbog
prisustva ukrStene reaktivnosti i deljenja epitopa izmedu razli¢itih gljiviénih rodova. Iako
odredena gljiva nije detektovana u klinickom materijalu, ne znaci da ba$ ta vrsta nije bila
pokreta¢ imunopatoloskog procesa u razvoju GRS, a vrsta izolovana iz ISNS sekundarna
kolonizacija nakon pokrenutog imunopatoloskog odgovora i inflamacije sluznice (Horner i
sar., 1995).

Analizom zastupljenosti bakterija u odnosu na nacin uzorkovanja pokazan je najveci
procenat pozitivnog nalaza koris¢enjem metode BSN bez PT (26.2%), ISNS A sa PT
(21.3%) i ISNS_L bez PT (20.8%) (grafikon 4). Analizom distribucije bakterija u sinusima
koris¢enjem metoda ISNS sa 1 bez PT pokazana je najveca zastupljenost bakterije
Staphylococcus aureus (grafikon 5). Prisustvo S. aureus u nosu/sinusima pacijenata sa HRS,
znacaj 1 povezanost sa nalazom gljiva je predmet istrazivanja brojnih studija (Sachse i sar.,
2010; Hammad i sar., 2011). Tako je sada aktuelno glediste da su stafilokokni enterotoksini
vise modifikatori patoloskog procesa nego stvarni etioloski faktori (Hammad i sar., 2011).
Ovi egzotoksini su sposobni da indukuju snazno zapaljenje i produkciju Eo, kao i sintezu
multiklonalnih IgE At, $to dovodi do nagomilavanja visokih koncentracija ovih At u tkivu
mukoze i razvoja HRS. Min i saradnici su pokazali da stafilokokni enterotoksini imaju snazan
ciliostaticki efekat u sluzokozi paranazalnih sinusa (Min i sar., 2010). Osim toga, visoka
produkcija ovih toksina u krajnjem ishodu prouzrokuje izraZen subepitelijalni edem, rupturu
epitela i inflamatornu, dominantno Eo infiltraciju tkiva NP. S obzirom na visok procenat
izolata S. aureus detektovanih u klinickom materijalu iz sinusa u ovoj, ali i u drugim
studijama, moguce je da je inflamacija mukoze izazvana ovom bakterijom, osnova za
kolonizaciju sluznice nosa i sinusa gljivama i razvoj GRS.

Mnoge patogene bakterije kolonizuju mukozu nosa i paranazalnih sinusa, formirajuci
biofilm. Biofilm se sastoji od skupina bakterija i gljiva, uronjenih u jednu amorfnu masu,
sastavljenu od ekstracelularnog glikokaliksa, koji produkuju bakterije, a koji je ispresecan
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brojnim kanalima, kroz koje cirkuli$e voda (Toth i sar., 2011; Zhang i sar., 2009). Mada to
nije primarni etioloSki faktor u nastanku ove bolesti, svakako moze doprineti intenziviranju
zapaljenske reakcije te bi u narednim istrazivanjima trebalo obratiti paznju ne samo na
detekciju gljiva i bakterija, nego i na znac¢aj njihove interakcije.

Dokazivanje prisustva gljiva u sinusima predstavlja veliki laboratorijski 1 klinicki
izazov, a posebno tumacenje znacaja izolacije gljiva u fizioloskim 1 patoloskim stanjima.
Godinama su objavljivani kontradiktorni rezultati o zastupljenosti gljiva u sinusima
pacijenata sa HRS. Poredenje procentualne zastupljenosti gljiva u sinusima pacijenata sa
HRS 1 zdravih kontrola u razli¢itim studijama dat je u tabeli 47. Medutim, mogucnost
komparacije ovih rezultata se dovodi u pitanje s obzirom na razlike u koris¢enim tehnikama.
Do 1999. godine prisustvo gljiva u sinusima se smatralo retkim, medutim rezultati Ponikau i
saradnika, su dali drugacije podatke u kojima je prisustvo gljiva u sinusima pacijenata sa
HRS bilo 96% (202 od 210 pacijenata) i 100% u zdravim kontrolama (14 od 14 zdravih
osoba) koriste¢i novo-formirani metod i protokol za lavazu sinusa, uzorkovanje i kultivisanje
lavata (Ponikau i sar, 1999). KoriS¢enjem iste tehnike za nazalnu lavazu, sli¢na, visoka
prevalenca prisustva gljiva u sinusima je pokazana u dve evropske studije (Kennedy i sar.,
1995; Braun i sar., 2003). Moze se rec¢i da je Ponikau sa saradnicima napravio znacajan
napredak u odnosu na prethodne tehnike uzorkovanja klini¢kog materajal pri sumnji na GRS
(BSN) kao i u odnosu na prethodne metode za deteciju gljiva i obradu klini¢kog materijala
(Ponikau i sar, 1999). Pokazano je da je znacajno visi procenat pozitivnih kultura pokazan u
uzorku sinonazalnog ispirka (49%) nego u uzorku brisa srednjeg meatusa (11.8%) (Jiang i
sar., 2005). U studijama gde je kao metod detekcije gljiva koris¢en PCR, pokazano je da je u
uzorcima sinonazalnog ispirka pokazan znacajno veci procenat gljiva (40%) nego u BSN
(0%) (Catten i sar., 2001). Iako je Buzina sa saradnicima dokazao da postoji visi procenat
pozitivnih gljiviénih kultura u uzorku sinonazalnog ispirka (91.3%) u poredenju sa uzorcima
dobijenim FESS-om (84%), ukazuju¢i da nazalni ispirak ima ve¢i dijagnosti¢ki znacaj od
uzorka dobijenog FESS-om, uzorci u ovoj studiji su dobijeni iz dve razli¢ite grupe ispitanika
primenom jedne od navedenih tehnika (Buzina i sar., 2003). U dve prethodno navedene
studije, uzorci su uzimani od iste grupe pacijenata, ¢cime se smanjuje moguénost istrazivacke

pristrasnosti.
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Tabela 47. Hronoloski prikaz metodoloskih studija o0 GRS

Prisustvo Prisustvo
. Tehnika gljiva kod gljiva kod
stdja  Godina  Zemlja TSR MeSO . gerelgije HRS zdravih
) ) gljiva pacijenata  kontrola
(%) (%)
Katzenstein Biopsija L HP
i sar. 1983 SAD IFESS Sinusi pregled 6.2
Nazalna 96
Ponikau i lavaza; Sinusi Kultura
1999 SAD D Lo 100
sar. Biopsija Nosni kavum HP prealed
IFESS preg 81
Nazalni
Citoloski bris sep;hurg},n g;)enje PCR 40 42
Cattenisar. 2001 SAD Standardni Nazalni
: . PCR 0 5.7
bris septum, donje
turbinate
GMS
L bojenje;
. Biopsija L . 76
Taylorisar. 2002 SAD IEESS Sinusi Fluorefceln 100
obelezena
hitinaza
Nazalna Kultura
.. . lavaza, Nosni kavum, 91.3
Buzinaisar. 2003 Austrija Biopsija Sinusi KGu:\t/IuSra 840 913
/FESS s 70.2
bojenje
Nazalna
.. lavaza; Nosni kavum Kultura 913
Braunisar. 2003  Autstrija Y Lo 91.3
Biopsija Sinusi HP prealed 755
IFESS preg '
Bris . Kultura
. . . ' Srednji meatus 11.8
Jiang i sar. 2005 Tajvan Nazalna Nosni kavum Kultura 49
lavaza
.. Juzna Nazalna . PCR 925 97.5
NIUEER 2005 Koreja lavaza Nosni kavum Kultura 23.2 30.0
Polzelnli 5505 Nemacka V24N Noni kavum PCR 25
sar. lavaza Kultura 44
. Nazalna
Ker;gﬁdy' 2005  SAD lavaZa, Nosni kavum HPK“'::TE . 774
' Mukus preg
Etmoidalna
. Biopsija bula ili PCR 6.5
REW el 2006 SAD /FESS etmoidalni Kultura 0
sinus
Murr i sar. 2006 SAD B/;:olé)gga Srednji meatus PCR 45.9 45.9

Skracenice: SAD, Sjedinjene Americke drzave; GMS, gomori methenamin silver
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Bazirano na prethodno navedenim studijama, iako ni jedna nije sprovedena idealno i
rezultati se odnose na ispirak iz nazofarinksa i vestibuluma umesto iz sinusa (Ponikau i sar,
1999), nazalna lavaza se pokazala kao superiorna metoda za uzorkovanje klinickog sadrzaja
iz sinusa, u odnosu na BSN.

Standardna mikrobiloSka analiza nosa i sinusa u cilju detekcije gljiva i bakterija
podrazumeva: (i) uzimanje BSN i (ii) zasejavanje na hranljive podloge i (iii) makroskopska i
mikroskopska identifikacija izolovanog mikroorganizma (Rogers i sar., 2003). Bris, kao
nesenzitivna i nespecificna metoda za detekciju gljiva u sinusima, a ujedno "zlatni standard",
je vodeci problem u dijagnostici i terapiji GRS. Detekcija gljiva ovom metodom u cilju
dijagnostike GRS je pokazala loSu korelaciju sa klini¢kim i radioloskim nalazima, i nizak
procenat izolovanih sojeva gljiva (Rogers i sar., 2003). BSN ima moguénost uzorkovanja
samo sadrzaja sa povrsine sluznice nosnog kavuma, sto je bez dijagnostickog znacaja, $to su i
pokazali rezultati nase studije. Kako je pokazano da je BSN nerelevantna metoda za
dijagnostiku GRS, patohistoloski preparati Cesto loSeg kvaliteta zbog neadekvatnog uzorka,
rinoskopski i CT znaci nespecifi¢ni, od velikog klinickog znacaja je svaki napredak u
razvijanju novih metoda za detekciju gljiva u sinusima. Novina je uvedena sa publikacijom
istrazivanja Ponikau i saradnika (Ponikau i sar., 1999) koji je primenio metodu ,,ispiranja“
sinusa i kolekciju ispirka za mikoloSku analizu. Medutim, rezultati zahtevaju diskusiju,
obzirom da je pozitivan nalaz gljiva otkriven kod 96% ispitanika i ¢ak 100% zdravih kontrola
(Ponikau i sar., 1999). Ovakav nalaz kod zdravih kontrola bez HRS, bi mogao da ukaze na
propuste ove dijagnostike, s obzirom da se ispiranjem sluznice sinusa ,,pokupe‘ gljive koje
kolonizuju nos i sinuse, te je njihov klinicki znacaj diskutibilan. Prisustvo gljiva u ovakvom
ispirku nosa 1 sinusa ukazuje na prisustvo ,,udahnutih® spora gljiva, koje su se trepljaste celije
zadrzale, odnosno na fiziolosko stanje. Mada, sa druge strane, ovo hroni¢no prisustvo gljiva u
nosu/sinusima moze biti faktor rizika za razvoj patoloskog stanja - HRS i GRS (Barac i sar.,
2015). Ipak, ovo je i dalje na nivou pretpostavke i potrebne su dodatne studije na ovu temu,
obzirom da prisustvo gljiva u ispirku ne ukazuje da je pokrenut imunopatoloski proces
njihovim prisustvom, $ta viSe, nalaz moze da ukaze na spore gljiva udahnute i1z vazduha 1
zadrZane na trepljastom epitelu nosa/sinusa. Prethodna ,,priprema“ kavuma nosa za lavazu,
kao 1 ponavljanje postupka lavaze, smanjuje mogucénost dobijanja lazno pozitivnih rezultata i
donoSenja pogresnih zakljucaka. S toga je u naSoj studiji ispitan znacaj koriS¢enja PT 1 toalete
nosa pre BSN, ISNS_L i ISNS_A. Osim toga, ISNS_L je smatran pozitivnim ukoliko je na
dva puta uzastopno ponovljenom nalazu u razmaku od 7 dana izolovan isti uzro¢nik. Takode,
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evaluiran je i ISNS_komb, koji predstavlja istovremenu primenu ISNS_A i ISNS_L, te je
smatran pozitivnim samo ukoliko je dobijemn isti izolat na obe vrste uzoraka.

Evaluacija metode obrade tkiva NP do jednocelijske suspenzije u cilju detekcije gljiva
kod HRS+NP pacijenata nije odredena putem Sn, Sp, PPV i NPV, s obzirom da paralelno sa
ovom metodom nije radena druga referentna metoda koja bi sluzila za poredenje i
odredivanje performansi. Medutim, pokazano je da je koriS¢enje novo-primenjene metode za
obradu tkiva NP do jednocelijske suspenzije pokazalo visok "recovery rate", posebno kod
pacijenata sa reFESS-om, obzirom da je ovom metodom pokazano prisustvo gljiva kod
42.1% reFESS pacijenata, $to je bilo statisti¢ki znacajno vise nego kod pacijenata sa pFESS-
om (8.3%). Poredenjem Sn 1 Sp metoda ISNS za detekciju gljiva u odnosu na klinicku
dijagnozu GRS (zlatni standard) pokazana je najbolja kumulativna Sn (89%) i Sp (96%) za
ISNS_komb, uz primenu prethodnog PT sluznice nosa (tabela 43). Dobijene AUC (area
under curve) vrednosti pokazuju da najvecu povrsinu iznad krive zauzima ISNS komb uz
primenu prethodnog PT. Poredenjem PPV i NPV metoda ISNS za detekciju gljiva u odnosu
na klini¢ku dijagnozu FRS (zlatni standard) pokazana je najbolja kumulativna PPV (94%) i
NPV (93%) za ISNS_komb, uz primenu prethodnog PT sluznice nosa (tabela 44).
Poredenjem razlika Sn i Sp klinicke i laboratorijskih metoda za dijagnozu GRS pokazano je
da statisticki znacajna razlika postoji izmedu klinicke dijagnoze FRS i (i) BSN bez PT
(p=0.007), (ii) BSN sa PT (p=0.000) i (iii) ISNS_A sa PT (p=0.02), $to ukazuje na nisku PPV
ovih metoda. Najmanja statisticki znacajna razlika u dijagnostici GRS je pokazana izmedu
klini¢ke dijagnoze GRS i ISNS_komb sa PT (tabela 45).

Na procenat gljivi¢nih izolata iz sinusa uti¢e kako metod uzorkovanja, o kome govore
prethodno navedene studije, tako 1 metod za obradu uzoraka. Kao ,,zlatni standard, do sada
su koris¢eni uzorci BSN koji su direktno zasejavani na hranljive podloge. U studiji je
koriS¢en modifikovan protokol za obradu mukusa, dok je u pilot studiji koriS¢en novo-
formiran protokol za obradu tkiva NP. Visok procenat izolacije gljiva iz UZ obradenog
ISNS_A i iz obradenog tkiva NP do jednocelijske suspenzije govori u prilog znacaja obrade
uzoraka pre mikrobioloskih analiza. Primenjene metode za obradu tkiva su jednostavne,
jeftine 1 reproducibilne, a obzirom da znacajno povecavaju senzibilnost standardnih
mikoloskih procedura, trebalo bi imati u planu sprovodenje vecih studija i1 standardizaciju
ovih protokola za uzorkovanje 1 obradu klini¢ko 47 je dat hronoloski prikaz studija i metoda
za detekciju gljiva u sinusima pacijenata sa HRS. Procenti pozitivnih nalaza se znacajno
razlikuju, u zavisnosti od kori§¢ene metode. Za uzorke dobijene FESS-om viSi procenat
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pozitivnih izolata je dobijen PCR metodom (6.5%) u odnosu na kultivaciju na hranljivim
podlogama (0%) (Rao i sar., 2006). Kultura se pokazala kao senzitivnija metoda za detekciju
gljiva (84%) u odnosu na patohistoloski preparat bojen Grocott methenamine silver (GMS)
bojom (70.2%) (Buzina i sra., 2003), dok se metod detekcije fluorescein oboleZenom
hitinazom pokazalo kao senzitivniji za dokazivanje gljiva u kllinickom materijalu iz sinusa
(100%) od bojenja GMS bojom (76%) (Taylor i sar., 2002). Za uzorke dobijene nazalnom
lavazom, PCR (44% 1 92.5%) se pokazao kao superiorniji u odnosu na kulturu (25% 1 23,2%)
u studijama Polzehl i saradnika i Kim i saradnika, redom (Polzehl i sar., 2005; Kim i sar.,
2005). Bazirano na ovim komparativnim studijama, za detekciju gljiva u materijalu iz nosa i
sinusa, PCR je dokazano superiorniji od metode kultivacije na hranljivim mikoloskim
podlogama, iako treba obratiti paznju i na studije koje su kultivacijom dokazale 100%, ili
priblizno, pozitivnih uzoraka na prisustvo gljiva (Buzina i sar., 2003; Braun i sar., 2003;
Ponikau i sar., 1999). Iako i PCR i kultivacija dokazuju prisustvo gljivicnih elemenata u
uzorku, vijabilni gljiviéni elementi su za sada detektabilni samo putem kultivacije.

Nije poznato da li je vijabilnost gljiva zaduzena za imunopatoloski proces u
patogenezi HRS, mada je Taylor sa saradnicima dokazao prisustvo gljivi¢nih hifa u mukusu
sinusa kod 100% HRS pacijenata (Taylor i sar., 2002) pomoc¢u metode fluorescin-
obelezenom hitinazom. Kako je hitin prisutan u Celijskom zidu svih gljiva, ovaj rezultat
najverovatnije ukazuje na veoma visoku senzitivhost ovog testa. Potrebno je da buduce
studije potvrde ove rezultate.

Moglo bi se re¢i da tehnika kultivacije gljiva na hranljivim podlogama ima najvecu
verovatnocu da detektuje kontaminante, Sto moZe biti opravdano €injenicom da je procenat
pozitivnih gljivicnih izolata kultivacijom u pojedinim studijama bio 100% (Ponikau i sar.,
1999). Lackner i saradnici su pokazali da se gljive mogu detektovati u nazalnom mukusu
neonatusa u 20% slucajeva. Nakon 4 meseca od rodenja, pracenjem istih pacijenata,
kultivacijom je dokazano prisustvo gljiva u mukusu neonatusa u 17 od 18 beba (94%)
(Lackner i sar., 2005). Cinjenica da je mukus iz sinusa veé¢ine (80%) novorodencadi bio
negativan na prisustvo gljiva po rodenju, a skoro 100% nakon 4 meseca o rodenja
koriS¢enjem istih metoda u istoj populaciji, govori protiv tvrdnji da je laboratorijska
kontaminacija uzro¢nik pozitivnih kultura na prisustvo gljiva. lako ovi dokazi ukazuju da je
kontaminacija kulture u navedenim studijama sa visokim procentom pozitivnog nalaza gljiva
malo verovatna, ipak se ne mogu iskljuciti geografske razlike ili kontaminacija vazduha
sporama gljiva u bolnicama, posebno tokom uzorkovanja (Ferguson i sar., 2004).
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U naSoj studiji, kod operisanih pacijenata sa NP, primenom metode obrade tkiva do
jednocelijske suspenzije, dokazano je 13 izolata: Aspergillus flavus (8/13), A. niger (4/13) i
Alternaria (1/13), a kod neoperisanih HRS pacijenata, primenom ISNS_komb metode,
dokazano je 57 izolata iz 6 rodova: Aspergillus (A. fumigatus, A. flavus, A. niger),
Penicillium, Cladosporium, Rhizopus, Alternaria i Fusarium.

Utvrdene vrste gljiva se nisu razlikovale u fizioloskim 1 patoloskim stanjima, osim za A.
fumigatus koji je znac¢ajno dominirao kod pacijenata sa AGRS.

Kako je mikologija nauka koja se intenzivno razvija poslednje dve decenije, tako se
menjala terminologija i kriterijumi za dijagnozu GRS. Katzenstein je sa saradnicima 1983.
godine izolovao Aspergillus iz mukusa paranazalnih sinusa pacijenata sa HRS+NP, i prvi put
ga imenovao sa “alergijski Aspergillus-sinuzitis" zbog histoloske sli¢nosti sa ABPA
(Katzenstein 1 sar., 1983). Alergijski Aspergillus-sinuzitis je definisan kao oblik HRS koji
karakteriSe prisustvo "alergijskog mucina" - gustog, tamno prebojenog mukusa koji sarzi
agregate nekroticnih Eo, ¢elijskog debrisa, oslobodenih eozinofilnih granula, epitelne celije
respiratornog trakta, Charcot-Leyden-ove kristale i hife gljive roda Aspergillus (,,peanut-
butter like” mucin) (Katzenstein i sar., 1983). Kasnije je naziv oboljenja promenjen u "
AGRS, nakon $§to su i druge gljive izolovane iz alergijskog mucina (Robson i sar., 1989).
Bent i Kuhn su 1994. godine predlozili 5 kriterijuma za dijagnozu AGRS, bazirano na
klini¢ckim nalazima 15 pacijenata:

(i) NP

(ii) alergijski mucin

(iii) CT nalaz koji ukazuje na HRS

(iv) pozitivan nalaz gljiva u DMP klini¢kog uzorka ili sa kulture

(v) I tip hipersenzitivnosti dijagnostikovan na osnovu anamneze, serologije ili SPT
(Kupferberg i sar., 1997).

DeShazo i Swain su 1995. godine u pregledu postojece literature sa anlizom 98
pacijenata sa AGRS pokazali da su 3/4 ovih pacijenata sa dijagnostikovanim AGRS bili
atopicari. Ovim nalazom je pobijen kriterijum za AGRS Bent i Kuhn-a koji se odnosi na I tip
preosetljivosti (DeShazo i1 Swan, 1995).

lako je AGRS prethodno smatran oboljenjem sa niskom incidencom, Ponikau je sa
saradnicima pokazao da je AGRS mnogo ¢eS$¢i nego Sto se smatralo prethodno, objavivsi
studiju gde je bilo dokazano prisustvo gljiva kod gotovo svih ispitanih pacijenata sa HRS
(96%) (Ponikau i sar., 1999). Obzirom da su svi ispitanici u studiji ispunili kriterijume za
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AGRS modifikovane od strane deShazo i Swain-a (DeShazo i Swan, 1995), Ponikau je sa
saradnicima predlozio da termin AGRS koji ukazuje na imuni odgovor posredovan IgE At,
bude zamenjen sa "eozinofilni gljiviéni rinosinuzitus" (EGRS) i da termin alergijski mucin
bude zamenjen pojmom eozinofilni mucin (Ponikau i sar., 1999).

Ferguson je 2000. godine uradio pregled literature 1 prikazao nove slucajeve HRS
histoloski slicne AGRS (kao §to su prethodno opisali deShazo i Swain) (DeShazo i Swalin,
1994), osim $to je pokazano odsustvo gljivicnih hifa, i ovo stanje nazvao eozinofilni
mucinozni rinosinuzitis (EMRS). Ferguson je 2000. godine dao pretpostavku da je AGRS
alergijski odgovor predisponiranih osoba na prisustvo gljiva u sinusima, dok je EMRS
rezultat sistemske disregulacije u imunom odgovoru pacijenta (Ferguson, 2004). U tabeli 48
su hronoloski sumirani kriterijumi za dijagnozu AGRS i imena koja su kori$¢ena za naziv
ovog oboljenja. lako veéina autora u svojim studijama generalno koristi naziv AGRS za
neinvazivni gljivicni rinosinuzitis, trebalo bi imati na umu da kriterijjumi koriS¢eni za
dijagnizu AGRS varijaju izmedu studija, ¢ime je otezavana interpretacija i poredenje
rezultata. Smatra se da je broj dijagnostikovanin GRS putem ovih kriterijuma samo vrh
ledenog brega te je od velikog znacaja evaluacija postojecih kriterijuma za dijagnozu GRS i

formiranje novog dijagnostickog protokola.

Tabela 48. Hronoloski prikaz studija o dijagnostickim kriterijumima GRS

Kriteriium Katzensteini  Benti Kuhn., DeShazo i Pokinau i Ferguson,
J sar., 1983 1996 Swain, 1995 sar., 1999 2004

Pc?_zmvan nalaz. X X X X

gljiva na kulturi

| tip ) _ X

preosetljivosti

Alergijski -~ X X X X X

eozinofilni mucin

Rtg i CT nalaz

HRS X X X X X

NP X X X X

Naziv bolesti Aspergillus AGRS AGRS EGRS Eozinofilni
GRS mucin

U naSoj studiji, primenom 1 evaluacijom klinickih 1 alergolosko-rinoloskih kriterijjuma
izvrSena je selekcija HRS pacijenata i odredena je tezina HRS. Na osnovu kriterijuma
,dokazane* gljive u sinusima i izvrSene regresione analize izdvojeno je 10 kriterijuma Kkoji

vr$e predikciju GRS (GRSingex2):
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e Tezak HRS prema SNOT-22 testu (dimenzije: orofaringealni simptomi i nazalni
simptomi)
e Tezak HRS prema rinoskopsko-klinickom nalazu
e Dugotrajan HRS (=5 godina)
e Odsustvo povoljnog efekta lokalne kortikosteroidne terapije primenjene >3 meseca
e NP-rekalcitrantni i/ili reFESS
e Izrazene CT promene u sinusima (>2/3 zadebljanja sluznice, ispunjenost sinusa)
e Pozitivna reakcija na standardne IA (SPT+ za najmanje 3 IA, od toga za 1 gljivicni
I1A)
e Visoko pozitivna specifi¢na anti-gljivi¢na IgE At klase 3-6 (> 3.5 IU/ml)
e Visoko pozitivna ukupna IgE At (>1000 IU/ml)
e Visoko pozitivan broj Eo u krvi (>500 mm?3)
Za svaki kriterijum je oformljen sistem bodovanja (indexo; indext; index2) za definisanje ,,major«
(GRSindex2) 1 ,,minore kriterijuma (GRSindext). Broj definisanih ,,major< i ,,minor* GRSingex
kriterijuma koji su neophodni za predikciju GRS je potrebno naknadno utvrditi kroz naredne
studije. Nalaz gljiva u gornjem RT kod HRS pacijenata zahteva pravilnu interpretaciju koja
zavisi od primenjenih metoda za detekciju gljiva 1 od klinickih 1 epidemioloskih podataka.
Primenom rutinske metode za detekciju gljiva (BSN), novo-formiranih metoda (ISNS_L,
ISNS A i jednocelijska suspenzija NP) i algoritma za klini¢ku predikciju GRS moguce je
pravilno interpretirati nalaz gljiva u fizioloskim i patoloskim stanjima (tabela 46).
IzvrSena je klasifikacija nalaza gljiva u sinusima na fizioloski nalaz (kolonizacija/mikrobiom
sinusa) i patoloski nalaz, a na osnovu: (i) pozitivnih nalaza gljiva u sinusima primenom
metoda BSN, ISNS_L, ISNS_A i/ili ISNS_komb i (ii) definisanog GRSindex2:
e fizioloSko stanje (kolonizacija/mikobiom):
- jedan pozitivan nalaz gljiva u sinusima BSN metode;
e patolosko stanje:
- jedan pozitivan nalaz gljiva u sinusima primenom metode obrade NP do jednocelijske
suspenzije ili ISNS_A ili ISNS_komb ili dva uzastopna pozitivna nalaza gljiva u
sinusima ISNS_L metodom.
Nakon razvijanja pouzdanih, senzibilnih i reproducibilnih metoda za pravilno uzorkovanje
ISNS i dokazivanje gljiva u sinusima i evaluacije novo-formiranih metoda, potrebno je

usmeriti istrazivanja ka leCenju dokazanih GRS. U studiji Bent i Kuhn-a it 1997. godine,
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ispitana je osetljivost 22 gljiviéne kulture izolovane iz lavata sinusa 15 AGRS pacijenata, na
5 naj¢eS¢ih antigljiviénih lekova (ketokonazol, amfotericin B/AmB, itrakonazol, nistatin i
flukonazol). Ketokonazol i AmB su se pokazali kao najefikasniji, ne zavisno od ispitivane
vrste gljiva (Bent i Kuhn, 1996). AmB se pokazao kao efikasan u lecenju veéine najcescih
gljiva izolovanih iz nosa i paranazalnih sinusa (Wildfeur i sar. 1998). Uprkos svojoj klini¢koj
efikasnosti, sistemska terapija AmB je limitirana brojnim neZeljenim dejstvima, ukljucujuci
groznicu, povracanje, dijareju i neutropeniju, kao i toksi¢ni delovanje na jetru i bubrege.
Lokalna primena ovog AM bi mogla imati efekta na lokalnu sluznicu nosa i paranazalnih
siunusa, bez rizika za nastanak sistemskih nezeljenih dejstava. Brojni autori su u novijim
studijama pokuSavali da daju odgovor na pitanje da li bi lokalna primena AM imala efekta na
razvoj i tezinu HRS.

Tokom 2002. godine, lekari u Mayo klinici, SAD, lecili su 51 pacijenta sa HRS AmB
intranazalnom primenom (Ponikau i sar., 2007). Nakon 3 meseca terapije, 38/51 pacijenta
(75%) su imali poboljSanje simptoma vezanih za HRS 1 bolji rinoskopski skor. lako je kod
12/13 pacijenata pokazano poboljSanje u CT nalazu maksilarnih sinusa, trebalo bi obratiti
paznju na Cinjenicu da su smanjenje debljine mukoze i CT snimak maksilarnih sinusa, lose
korelirali sa skorom subjektivnih skala za merenje intetziteta simptoma (Bhattacharyya i sar.,
1997). Dodatno, samo je 13 od 51 pacijenta uraden kontrolni CT snimak, te treba uzeti u
obzir mogucu pristrasnost u selekciji ispitanika. Kako u studiju nije bila uklju¢ena "placebo"
grupa, ostaje nejasno da li je lavaza sinusa AmB zaista imala terapijskog efekta. Naredne
godine, sprovedena je jo§ jedna kliniCka studija bez kontrolne grupe, koja je ukljucila lecenje
74 pacijenta sa lokalnim AmB tokom 4 nedelje, ispitivajuéi uticaj intranazalne primene AmB
na stadijum NP (Wildfeuer i sar., 1998). Potpuno povlacenje NP je pokazano kod 29/74
pacijenta (39%). Medutim, ni jedan od pacijenata sa NP koji ispunjavaju kompletan nosni
kavum nije pozitivno odreagovao na terapiju, sugeriu¢i da je gradus NP i ekstenzivnost
procesa kljuéna determinanta koju uslovljava ishod leCenja. Pored gradusa NP, vazan
prognosti¢ki paramater je i podatak o prethodnom FESS-u. Pacijenti sa FESS-om su pokazali
bolji odgovor na terapiju nego pacijenti bez prethodnog uklanjanja inflamirane mukoze
sinusa i/ili NP endoskopskom hirur§kom intervencijom (Wildfeuer i sar., 1998). Ovo bi
moglo da se objasni boljim prodorom leka u sluznicu nakon FESS-om otklonjene inflamirane
mukoze i NP. Randomizirana, dvostruko slepa, placebom kontrolisana studija, koja je
ukljucila 78 pacijenata sa HRS, nije pokazala znafajno klinicko poboljSanje nakon 8-
nedeljnog nazalnog koris¢enja kapi sa AmB (Taylor i sar., 2002). lako je pokazano da je
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prodornost AmB putem kapi znacajno loSija od prodornosti AmB putem nazalne lavaze
pogotovo u kvadripedalnom polozaju tela (Wildfeuer i sar., 1998), skale za merenje
subjektivne ocene tezine simptoma su pokazale da su se simptomi znacajno pogorsali nakon
primene nazalnog spreja sa AmB. Svi drugi klinicki parametri, ukljuéuju¢i CT skor za
merenje opacifikacije maksilarnih sinusa, QoL skorovi, rinoskopski/endoskopski skor i
prisustvo gljiva u nazalnom lavatu, se nisu znacajno razlikovali izmedu lecene i placebo
grupe. Nijedan od navedenih parametara nije ukazao na poboljSanje stanja u grupi pacijenata
kod kojih su pre terapije izolovane gljive iz nazalnog lavata, a nakon ponovnog uzorkovanja
nakon terapije AmB nisu bile detektovane.

Primarni korak ka leCenju GRS je pravilna dijagnostika. Za uspostavljanje tacne i
pravovremene dijagnoze najvaznije je uvodenje, primena i evaluacija novih, pouzdanih,
senzitivnih i reproducibilnih metoda za dokazivanje gljiva u sinusima, kao i formiranje
kritrijuma za interpretaciju njihovog nalaza u fizioloskim i patoloskim stanjima kod
pacijenata sa HRS. Od velikog znacaja su i formirani klinicki algoritmi, laboratorijski
protokoli i utvrdivanje faktora rizika za GRS ¢ime je omoguceno dizajniranje novih
istrazivanja, a pre svega onih koja prate klinicki tok GRS i primenu/efikasnost anti-gljivi¢ne

lokalne terapije.
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6. ZAKLJUCCI
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1. Primenom i evaluacijom klinickih i alergolosko-rinoloskih kriterijuma je izvrSena selekcija
HRS pacijenata i odredena tezina HRS, a na osnovu kriterijuma ,,dokazane* gljive u sinusima
i izvrSene regresione analize je izdvojeno 10 kriterijuma koji vrSe predikciju GRS
(GRSindex2):
e Tezak HRS prema SNOT-22 testu (dimenzije: orofaringealni simptomi i nazalni
simptomi)
e Tezak HRS prema rinoskopsko-klinickom nalazu
e Dugotrajan HRS (=5 godina)
e (Odsustvo povoljnog efekta lokalne kortikosteroidne terapije primenjene >3 meseca
e NP-rekalcitrantni i/ili reFESS
e Izrazene CT promene u sinusima (>2/3 zadebljanja sluznice, ispunjenost sinusa)
e Pozitivna reakcija na standardne IA (SPT+ za najmanje 3 IA, od toga za 1 gljivicni
1A)
e Visoko pozitivna specifi¢na anti-gljivi¢na IgE At klase 3-6 (>3.5 1U/ml)
e Visoko pozitivna ukupna IgE At (>1000 IU/ml)
e Visoko pozitivan broj Eo u krvi (>500 mm?3)
Za svaki kriterijum je oformljen sistem bodovanja (indexo; indext; index2) za definisanje ,,major«
(GRSindex2) 1 ,,minore kriterijuma (GRSindext). Broj definisanih ,,major< i ,,minor* GRSingex

kriterijuma koji su neophodni za predikciju GRS je potrebno naknadno utvrditi.

2. Optimizovan je protokol za uzorkovanje i obradu tkiva (metoda obrade NP do
jednocelijske suspenzije) i sekreta/mucina (ISNS_A, ISNS_L i ISNS_komb). Visok procenat
nalaza gljiva je utvrden primenom metode obrade NP do jednocelijske suspenzije kod
reFESS pacijenata (42.1%), ISNS_L sa PT kod neoperisanih pacijenata (24.5%) i
jednocelijske suspenzije NP kod pFESS pacijenata (23.2%), a nizak kod neoperisanih
pacijenata primenom ISNS_A sa PT (10%) i kod neoperisanih pacijenata promenom BSN sa
PT (5.3%).

3. U odnosu na 10 izdvojenih kriterijuma koji vrse predikciju GRS (GRSindex) i rezultata

metoda ISNS (odsustvo i prisustvo gljiva u sinusima) izvrSena je evaluacija ISNS metoda.

Najvise vrednosti Sp/Sn su pokazane za ISNS_komb metod kada je primenjen PT (89%;
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96%), a najvise PPV/NPV su pokazane za ISNS_komb metod (94%; 93%) i ISNS_L metod
(93%; 87%) kada je primenjen PT.
4. lzvrSena je klasifikacija nalaza gljiva u sinusima na fizioloski nalaz
(kolonizacija/mikrobiom sinusa) i patoloski nalaz, a na osnovu: (i) pozitivnih nalaza gljiva u
sinusima primenom metoda BSN, ISNS L, ISNS_A i/ili ISNS_komb i (ii) definisanog
GRSindex2:

e fiziolosko stanje (kolonizacija/mikobiom):

- jedan pozitivan nalaz gljiva u sinusima BSN metode;
e patolosko stanje:
- jedan pozitivan nalaz gljiva u sinusima primenom metode obrade NP do
jednocelijske suspenzije ili ISNS_A ili ISNS_komb;

- dva uzastopna pozitivna nalaza gljiva u sinusima ISNS_L metodom.

5. U vazduhu zivotnog prostora pacijenata je dokazano 224 izolata gljiva iz 9 rodova:
Aspergillus (A. flavus, A. nidulans, A. versicolor, A. glaucus, A. fumigatus, A. niger, A.
terreus) Penicillium, Curvularia, Fusarium, Rhizopus, Alternaria, Chrysosporium i
Ulocladium. Najzastupljeniji su bili A. niger (62/224) i Penicillium spp. (29/224).

Kod operisanih pacijenata sa NP, primenom jednocelijske suspenzije, dokazano je 13 izolata:
Aspergillus flavus (8/13), A. niger (4/13) i Alternaria (1/13), a kod neoperisanin HRS
pacijenata, primenom ISNS_komb metode, dokazano je 57 izolata iz 6 rodova: Aspergillus
(A. fumigatus, A. flavus, A. niger), Penicillium, Cladosporium, Rhizopus, Alternaria i
Fusarium.

Utvrdene vrste gljiva se nisu razlikovale u fizioloSkim 1 patoloSkim stanjima, osim za A.

fumigatus koji je zna¢ajno dominirao kod pacijenata sa AGRS.

6. U ovoj studiji su pokazane sledece prevalencije: HRS (13.8%), NP (4.2%), GRS (2.8%),
AGRS (1.5%), nealergijski GRS (1.3%) i invazivni GRS 0% kod grupe HRS pacijenata od
kojih je formirana online baza sa programom za automatsku kategorizaciju GRS,
personalizovanu dijagnostiku 1 pracenje (e-SINONAZAL-LabNet)
(http://beta.wings.rs/mikolab/web/).
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Prilog 1. INFORMACIJA ZA PACIJENTE | OBRAZAC PRISTANKA ZA
UCESTVOVANIJE U ISTRAZIVANJU

Naziv istrazivanja: EVALUACIJA METODE INDUKCIE SINONAZALNOG SEKRETA
ZA DOKAZIVANJE GLIJIVICA U SINUSIMA U FIZIOLOSKIM | PATOLOSKIM
STANJIMA KOD PACIJENATA SA HRONICNIM RINOSINUZITISIMA

U studiju su ukljueni samo pacijenti koji daju dobrovoljni pristanak za uceS¢e u
istrazivanju. Vi ste zamoljeni da ucestvujete u istraZivanju jer ispunjavate kriterijume

potrebne za studiju.

Cilj istraZivanja
Glavni cilj istrazivanja je da se ispita zastupljenost gljiva kod pacijenata sa sinuzitisom, da
se uspostave dijagnosticki kriterijumi, uvede pouzdana dijagnosticka metoda za dijagnozu

gljiviénih rinosinuzitisa i da se odredi pravovremena i pravilna terapija.

Plan istraZivanja

Istrazivanje ukljuCuje pacijente sa hroni¢nim rinosinuzitisima (HRS) i nazalnim polipima
(NP) (ispitivana grupa) i pacijente bez HRS i NP (kontrona grupa). Pacijentima bi bila
postavljena pitanja vezana za klinicke 1 laboratorijske podatke, kao i za opSte zdravstvene
podatke. Zatim bi se pacijentima uzimao bris sluznice nosa, koji bi se analizirao na prisustvo
gljiva i bakterija. Pacijent bi zatim inhalirao sterilan fizioloski hipertoni rastvor tokom 10
minuta. Sav medicinski materijal koji dolazi u kontakt sa pacijentom je sterilan.

Zatim bi se pacijentima sa HRS radila lavaza sadrzaja iz sinusa sa direktnim izbacivanjem
lavata na mikrobioloSku hranljivu podlogu i aspiracija sadrzaja iz sinusa, pomocu tankog

katetera, pri ¢emu bi se vrsila kolekcija aspirata. Procedura traje 15 minuta.

Rizik

Kako su navedene procedure neinvazivne, ne postoji rizici vezani za njih.
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Korist

Zelimo da ispitamo da li u gljive u znadajnom broju uzro¢nici HRS i NP, te ¢e Vasa uloga
u tome, kao ispitanika, biti veoma velika. Doprinosite razvoju nove dijagnosticke metode i
protokola, kao i razvoju lokalnih AM koji bi izlecili Vase tegobe, kao i tegobe pacijenata sa

istom ili slicnom problematikom.

Tajnost podataka
Posebna paznja bi¢e posvecena ocuvanju tajnosti podataka o pacijentima iz studije. Svi
rezultati bice registrovani u kompjuterskoj bazi podataka, putem posebnog Sifrovanog

sistema. Identitet svakog ispitanika bi¢e poznat samo lekaru koji sprovodi istrazivanje.

Dobrovoljno u¢estvovanje i uslovi povla¢enja iz istraZzivanja
Vase ucescée u studiji je potpuno dobrovoljno. Ispitanici moraju biti svesni ¢injenice da se u
svakom trenutku mogu povudi iz istrazivanja iz bilo kog razloga, a da pritom ne ugroze svoje

buduce lecenje.

Pristanak pacijenta

U okviru gore ponudenog opisa ,Plana istrazivanja“ kao i1 dodatnog dokumenta
wInformacija za pacijente”, opisan je postupak izvodenja istrazivanja, kao 1 njegovi
potencijalni rizici 1 koristi. Proc¢itao/la sam informaciju za pacijente, ona mi je bila
razumljiva 1 pruzila mi je dovoljno informacija o ispitivanju u kome bih ucestvovao/la.
Imao/la sam priliku da postavim pitanja vezana za ovo ispitivanje i dobio/la sam
zadovoljavajuce odgovore.

Dobrovoljno pristajem na sve procedure navedene u planu istrazivanja. Ne odricem se svojih
zakonskih prava potpisom ovog informisanog pristanka. Dobi¢u potpisani primerak ovog

informisanog pristanka.

Ime i prezime pacijenta Redni broj ispitanika Datum rodenja

Popunjava pacijent
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Prilog 2. Upitnik Al

SUBJEKTIVNA VIZUELNO ANALAGONA SKALA (VAS)
A 1 TEZINA SINONAZALNIH SIMPTOMA

Ime i prezime:

S o (NN N NN NN NN N NN N NN N N |

Broj telefona:
1. Zafepljen/oteéen nos | | | | | | I | | | I
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
o0 L)
R P
2. Sekrecija iz nosa
(niz zdrelo ili nozdrve) o 11 2| 31 4I 5I c.l 7| SI 9| 1IO

3. Smanjen osecaj mirisa | | | [ | | | | I

ili potpun: ostanak o0 1 2 3 4 5 S 7 3
mirisa

4. Bol/pritisak u | | | | | | | | |
paranazalnim 0 1 2 3 4

|
9
|
9
supljinama ®
|
9
I
9

(g
2]
~
w

5. Gavobolja | [ ] I [ 1 [ |

6. Ukupna ocena tezine | | | I | | | | |
simptoma 0 1 2 3 4 5 & 7 8
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Prilog 3. Upitnik A2

Upitnik - KVALITET ZIVOTA SNOT-22*

A 2 Ime i prezime:

LU (N NN N N NN NN N N N N N N

Broj telefona:

LB;‘“ Veoma [Slabe |Umerene |lzrazene Nq)?d-
slabe  [tegobe [tegobe  [Tegobe wve
tegobe tegobe

0 1 2 3 1 5

| Curenje iz nosa 0 1 2 3 1 5

| Kagalj 0 1 2 3 1 5
Viazan nos 0 1 2 3 1 5

| Prisustvo vodenastog sekreta u nosu o | 1 | 2 3 1 5

) Ditiitvn stiog sekaeta n o 0 1 2 3 1 5

0 1 2 3 1 5

| Osecaj punoce u utima 0 1 2 3 1 5

| Bolungima 0 1 2 3 1 5
0. | Bol it pritisak na nekom delu lica o [ 1 [ 2 3 1 5
1. | Ispreksdan san 0 1 | 2 3 1 5
| No¢no budenje zbog otezanog disanja 0 1 2 3 1 5
13 PoteSkoce vezane za spavanje 0 1 2 3 1 5
| Osecaj umora prilikom budenja 0 1 2 3 1 5

15. | lIsapljenost fzamor 0 1 2 3 1 5
16 Smanjena produktivnost tokom dana 0 1 2 3 1 5
| smanjena koncentracija 0 1 2 3 1 5

| Anksicznost (nervaza) 0 1 2 3 1 5
Lniemspokienje 0 1 2 3 1 5

20. | Neprijatan miris iz nosa 0 1 2 3 1 5
| Smanjen osecaj mirisa 0 1 2 3 1 5

0 1 2 3 1 5
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Prilog 4. Upitnik A3

A DEO - ALERGOLOGUA

[ & 3 Ime i prezime:

MBG: ] | T T 1T T T 1]

Broj telefona:

Alergologija (Pose iom Paper EPOS 2012. Rhino! Suppl. 2012 1-298)

0 |negativan D
1. Skin prick test 1 |pozitivan na ]
0 <100 U)'ﬂll
1 |100-500 U/ml
.Uk IgE
* Ul 2 |>500U/ml D
3 [>1000 U/ml
o oL 0 |0-350 mm®
3. Eazinofili AT D
”
4. Metaholinski test = ]
1 |pozitivan
> ne
5. Hiperserzitivnost na Aspirin 1 laa I:‘
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Prilog 5. Upitnik B

B

Ime i prezime:

MBG: | ] 1 ] ] 1

Broj telefona:

S e A

1a. Glavobolja/bol u predelu [1b. Nazalna drenaza 1c. Otezano disan,

sinusa

0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3

0 14 4-12 >12 0 1-4 4-12 >12 a0 14 4-12 >12
2. Duzina koristenja lekova (u nedeljama)

2a_ Antibiotici Topikalni kortikosteroidi |2c. Antihistaminici

0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3

0 1-4 4-12 >12 0 1-4 4-12 >12 a 1-4 4-12 >12

3. Intenzitet simptoma

0 1 2

bez simptoma

urnereni (povremeno)

zrazeni (svakodnevno)

4. Prethodna operacija sinusy/ polipa

0 1 2

ne da, jednom da, vise od jednog puta

5. Uzrast u kome su pocele tegobe

0 1 ¥4

>7. godine od 7 18. godine >18_god

1a. Polipi levo 1b. Polipi desno

0 1 2 0 1 2

odsutn: u srednjem izvan srednjeg | |odsutns u srednjem rvan srednjeg
naosnom nosnog Nasnom nosnog
haodniku hodnika hodnikn hodnika

2a. Edem levo Zb. Edem desno

0 1 2 0 1 2

odsutmni slabo wraZzen |jako wrazen odsutni slabo wrazen |jako wraZen

3a_Sekret levo 3b. Sekret desno

0 1 2 0 1 2

odsutmni bistar, serazan |gust, mukopu- odsutni bistar, serozan |gust, mukopu-

rulentan rulentan

4a_ Kruste levo 4b. Kruste desno

0 1 2 0 1 2

odsutne slabo wrazene |jako zrazene odsutne slabo wrazene |jako Zrazene

a[]
o]

a[]
o[ ]

2]
v

a[]
v
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Prilog 6. Upitnik C

( : Ime i prezime:

Uputna dijagnara:

JMBG:

RADIOLOGUA

I

Broj telefona:

1. Ocuvanost kontinuiteta zida sinusa

Frontalni sinus levo Frontalni sinus desno
0 1 0 1
D Ne Da Ne Da
Etmoidalni sinus levo Etmoidalni sinus desno
[:I 0 1 0 1
Ne Da Ne Da
sinus levo sinus desno
D 0 1 0 1
Ne Da Ne Da
Sfenoidalni sinus levo Sfenoidalni sinus desno
D 0 1 0 1
Ne Da Ne Da
2. Debljinazida sinusa
D Etmoidalni sinus Frontalni sinus
0 Sfenoidalni sinus Maksilarni sinus
3. Denzitet (gustina) zida sinusa izrazena u Haunsfildovim jedinicama (HU)
Frontalni sinus levo Frontalni sinus desno
Minimalna Minimalna
Maksimaina Maksimalna
Prosefna Proseina
Etmoidalni sinus levo Etmoidalni sinus desno
Minimaina Minimalna
Maksimaina Maksimalna
Proseina Prosefna
Maksilarni sinus levo Maksilamni sinus desno
Minimalna Minimalna
Maksimalna Maksimalna
Proseina Prosefna
Stenoidalni sinus levo Sfenoidalni sinos desno
Minirnalna Minimalna
Maksimalna Maksimalna
Proseina Prosecna

O O o 0O

O O
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Prilog 7. Upitnik D

MIKROBIOLOGUA

Ime i prezime:

D

IMBG: [

Broj telefona:

1. Prisustvo gljiva u direktnom mikroskopskom preparatu (DMP)

0 1 2

negativan suspektno prisustvo hifa dokazano prisustvo hifa

2. Prisustvo Charcot Layd. kristala u DMP

0 1

bez CL kristala sa CL kristalima

3a. Kultura (bris leva nozdrva) 3b. Kultura (bris desna nozdrva)

0 1 |2 3 0 1 2 3

negativna |pozitivna Zitivha |pazitivna i negativna [pozitivia  |pozitivna [pozitivoa i
na baterije |na gljive [na bakterije na baterij@e |na gljive |[na baktersje i

i na gljive na gljve

4a. Kultura (inhalacija leva nozdrva)

[4b. Kultura (inhalacija desna nozdrva)

0 1 2 3 0 1 2 3
negativna [pozitivha |pozitivna |pozitivoa i negativnia |pozitivina  [pozitivna [pozitivna i
na baterije |na gljive [na bakterije na baterije |na gljive |na bakterije i
i na gljive na gljive
5a. Kultura (aspirat levi sinus) |5b. Kultura (aspirat desni sinus)
0 1 2 3 0 1 2 3
negativna |pazitivia  [pozitivna |paritivoa i negativia |[pazitiviia  [pazitivia [pozitivia i
na baterije [na gljive |na bakterije na batersje [na ghjive |na bakterije i
i ma gljive na gljive
6a. Prisustvo mucina u aspiratu (levi sinus) [ |6b. Prisustvo mucina u aspiratu (desni
sinus)
0 1 2 0 1 2
ne da, da, specifiénog| |ne da, da, specifitnog
nespecifitnog  |izgleda nespecifitnog  |izgleda
zgleda wzgleda
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Prilog 8. Upitnik E

E

EPIDEMIOLOGIJA

Ime i prezime:

MBG: | | ] ] ] |

Broj telefona:

SOCIODEMOGRAFSKI PODACI

1. Pol

0

M

2. Uzrast

0 1

2 3 1

16-20 21-30

31-40 41-50 51-60

61-70 =70

3. Zanimanje (potencijalni kontakt sa alergenima/gljivama)

0

1

Ne

Da

4. Mesto stanovanja

Grad

Selo

5. Socio-ekonomski uslovi (prisustvo viage/budi)

0

1

Ne

Da

6. Pridruzena hronicna oboljenja

0

1 2

3

Nema

Astma(HOBP)/TRC KVB

Maligne bolesti

7. Clgarm

0

2

<

Pusaf

Nepusaé

Bivsi pusac

1
5-10 10-20

>20
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Prilog 9. Standardna operativna procedura za ELISA test za detekciju antitela

Standardna operativna procedura/SOP

ELISA test za odredivanje koncentracije At

1. Pipetirati po 100ul kalibratora, pozitivnih kontrola i razblazenih seruma u bunarcice.
Inkubirati 30 minuta na sobnoj temperaturi (+25°C)

2. Isprati napravljenim wash-om, svaki bunar¢i¢ 3x koris¢enjem 300 upl wash-a za svaki
bunarcic¢

3. Pipetirati 100ul enzim konjugata u svaki bunarci¢. Inkubirati 30 minuta na sobnoj
temperaturi (+25°C)

4. Isprati bunarc¢ic¢e 3x prethodno napravljenim wash-om

5. Pipetirati 100ul hromogena/supstrata u svaki bunarci¢. Inkubirati 15 minuta na sobnoj
temperaturi (+25°C) (zastititi od svetlosti)

6. Zaustaviti reakciju dodavanjem 100ul stopping solution

7. Ocitati vrednosti u reader-u na 450/650 nm najkasnije 30 minuta od zaustavljanja reakcije
8. Nacrtati krivu po uputstvima proizvodaca i po fabrickim kalibratorima, na kojoj ¢e se

oCitavati vrednosti uzoraka pacijenata
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odbranom diplomskog rada pod nazivom "Laboratorijska dijagnoza bronhopulmonalne
aspergiloze". Pripravnicki lekarski staz u trajanju od 6 meseci je obavila u Klini¢kom centru
Srbije. Drzavni lekarski ispit je polozila 01.03.2011. godine. Skolske 2010/2011. godine upisala
je prvu godinu doktorskih akademskih studija Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu,
smer FizioloSke nauke.

Kandidatkinja je zaposlena na Medicinskom fakultetu Univerziteta u Beogradu od
01.01.2011. godine kao istrazivaC na naucno-istrazivackom projektu Ministarstva prosvete,
nauke 1 tehnoloSkog razvoja pod nazivom ,,Znacaj dokazivanja ranih laboratorijskih biomarkera
za ishod invazivnih gljiviénih infekcija kod nas” (Ol 175034). U periodu od 01.01.2012. godine
do 01.04.2012. godine bila je angazovana kao generalni sekretar i ¢lan organizacionog odbora
naucnog simpozijuma “3. Simpozijum o dijagnozi i terapiji gljivi¢nih oboljenja ljudi”.

Dobitnica je razli¢itih priznanja za nauc¢no-istrazivacki rad: nagrada OeAD i WUS
Austria za naucno-istrazivacki boravak na Univerzitetu u Becu; “ECMM Young Travel Award”
za najbolji rad na medunarodnom nau¢nom skupu ,,S5th Trends in Medical Mycology* u
Valensiji, Spanija; stipendija za studijski boravak na Univerzitetu u Nijmegenu, Holandija, za
edukativni kurs “Laboratory diagnosis on Invasive Fungal Infections"; nagrada Evropskog
udruzenja rinologa (ERS) za usavr$vanaje u Londonu na Royal Free Hospital; nagrada AAF/OMI
za usavrSavanje u Salzburgu, Austrija; nagradu za "The best case presentation” AAF/OMI,
Salzburg, Austrija; "Travel grant SCI" za SCI, Graz, Austria; nagrada skupstine grada Beograda
za postignut uspeh u projektu “Lekar u zajednici i stipendija Ministarstva Omladine i sporta
tokom studija. Ucestvovala je u nau¢no-istrazivackom radu Istrazivacke stanice “Petnica”.

Clan je udruzenja “MENSA”, ESCMID (European Society of Clinical Microbiology
and Infection Diseases), ERS (European Respiratory Society), ERS (European Rhinologic
Society), ECMM (European Confederation of Medical Mycology), ISHAM (International
Society for Human and Animal Mycology), SLD (Srpsko lekarsko drustvo), DMMS (Drustvo
medicinskih mikologa Srbije) i Udruzenja mikrobiologa Srbije.

Tecno govori engleski 1 nemacki jezik. Kao autor i koautor objavila je 10 publikacija u vode¢im
naucnim Casopisima od ¢ega su 5 M21 kategorije 1 preko 30 apstrakata i radova u celini sa
nauc¢nih konferencija od internacionalnog znacaja. Autor je knjige “Bukvar medicinski znac¢ajnih

gljiva”, Centar za inovacije u mikologiji, Beograd 2012.
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Mpunoc 1.

Vizjaga o aytopciay

Nornucanv-a AAWQAU{_[%\’A i _E;,A_(’_AB‘,,,*,*__ N
Opoj ynuca 4’1—1 01@ I

U3sjasrbyjem

Aa je oKTopcKa AgucepTauuja noa Hacnosom

EbANYALLUYIA METOD.E A UHANKIGIV CUHOHASAAI® CagPah 34
DOUAMMBAE THUbULL Y CUHYCUMA Y QUSUOADWILUM 1 NAMAOLky,
C AU MA V;C‘D7 r)Au,’u)é'HAm CA APITHU Y M (A Pu"‘\')(/(Al/\'@,{ n/(t £ :

U { 74

pe3ynTat CoNCTBEHOr UCTPaXxuBayKkor paaa,
Aa npepnoxeHa aviceprauuja y UenuHu H1 y genosuma Huje 6una npegnoxena
3a pobujarbe 6uno koje aunnome npema CTyAUjCKUM nporpamuma apyrux
BUCOKOLIKOSMCKUX YCTaHOBA,

e [a Cy pe3ynraTtui KOPEKTHO HaBeaeHu u

fAa rucam Kpumo/na aytopcka npasa W KOPUCTHO UHTEeNeKTyanHy csojuny

e
>

ApYyrviX nuua.

MoTnuc LAOKTOpaHaa

(jé”tt{/ﬁf\?

y Beorpaay, _04. 08 . 201§
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Mpunor 2.

M3jaBa 0 UCTOBETHOCTH WTAMMNAHC U CNCKTPOHCKE
Bep3uje JOKTOPCKOI paga

Wme v npesvime ayiopa _A\LE_(@C_A 4o PA EAP/‘\T\ ,
Bpoj ynuca dp O:F/fc R
Cryaujcku nporpam ¢u1.u CAOW\ K E HAY K E

"

Hacnos paga Leadyadura NETOAE UMD YUUUIE  CUHOHAIAAHON CEU TN Bh Lol 348414
MURULLA & ChuVetiya O FUIUONOW K UM DATONO WLt~ \C H U A
Kol ORWMUIEHATN CA XPoHuMHu P‘/”Uum&’&umc;w\,?q

TPeP.” BF  DAART A ARUR Apcot uIeRirR

@

MenTop

MoTnucaxu ENA{A’ /A A ca /+;l7/7/\

v3jasrbyjemM Aa je wramnaHa sepauja Mor 4OKTOPCKOr pafa WCToseTHa €MEKTPOHCKO]
Bep3uju Kojy cam npegao/na 3a objasrbuBake  Ha noprtany [Adururanuor

peno3utopujyma YHusep3autera y Beorpagy.

& [oseorbasam ga ce ofjase Moju nuuHWM nofauu sesaqu 3a nobujatbe akapnemckor
38atba AOKTOPA HAYKE, KAO LWTO Cy uMe v Npesunme, roauHa 1 mecto pofjera 1 gatym

onbpaHe paga.

Osu nv4HM nojauu MOry ce o0jaBnTH Ha MPEeXHWUM CTpaHuuaMa aururande
6ubnuoTeke, y €NEKTPOHCKOM KaTanory v y nybnukauvjama YHusepsutera y beorpaay.

[lornuc gokropanga

Ol & . 2017

Y beorpagy,
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Mpunor 3.

Mzjasa o Kopuwhetby

Osnauwhyjenm YuugepauTetcky oudnnoTery .Csetosap Mapkosni™ s v Jlurm 8
) ) WVl AN

penoauTopujym YHusepauteta y beorpaay yHece mojy AOKTOPCKY auceptauwvy nog

HacNnosom

\\
,,EL_A_J\,JAMQA METORE WuDdwluje CUOHASAARIT Cafem 3a

DOUALURALE DASUBULA ¥ Sy LA & FUSHONO Wiy Y
DATOAOIKU M  CAbUuMA kgl OAKWERATy (A EPOHU UM
Koja J& Moje ayTOpPCKO Aeno. PUdstuny yun
o (RY] (,L”/A Ul

[ucepTaumjy ca cBviM NpUNo3vMa npeaao/na cam y enekTpoHCKoM hopmaty norogHom
3a TPajHO apXuBuUpame.

Mojy AOKTOPCKy Avceprauujy noxpatseHy y Avirutandy penosutopujym YHusepauteta
y Beorpaay mMory Aa kopucte csu koju nowTyjy oapeadbe cagpxae y onabpaxom tuny
nuueHue KpeatusHe 3ajeaHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce ognyuvo/na.

1. AyTopCcTBO
@Ayropcrao - HeKoMepUujanHo

3. AyTopcTBo — HekomepuujanHo — 6es npepage

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPUMjANIHO — AEMUTH NOA UCTUM YCoBUMA

5. Aytopcteo — 6e3 npepage

6. AyTOPCTBO — AEMUTU N0 UCTUM YCnos1mMa

(Monumo ga .3a01<py>me camo jefHy OA WeCT noHyheHux nuueHyyw, kpatak onuc
nuueHuu AaT je Ha nonefjuHu nucra).

MoTnuc gokropaHaa

Y Beorpaay, OL(OX 2018

o —————
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