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Sazetak

Hemijski sastav ekstrakata makromiceta i etarskih ulja divljeg origana i korijandera i njihov
in vitro potencijal u tretmanu uzro¢nika hroni¢nog tonzilitisa

Za ispitivanje potencijala prirodnih proizvoda u tretmanu hroni¢nog tonzilitisa odabrano je 7 vrsta
makromiceta (Armillaria mellea, Lactarius piperatus, L. quietus, L. vellereus, Russula integra, R.
nigricans i R. rosea) i 2 komercijalna etarska ulja (Origanum minutiflorum i Coriandrum sativum).
U disertaciji je analiziran hemijski sastav i1 bioloska aktivnost ekstrakata plodonosnih tela
makromiceta i etarskih ulja. Hemijska analiza ekstrakata makromiceta je pokazala da imaju
povoljan nutritivni profil (visok sadrzaj uljenih hidrata i proteina, nizak sadrzaj masti).
Najzastupljeniji SeCer je manitol, dok su izoforme tokoferola razliito zastupljene zavisno od
testirane vrste. Analiza masnih kiselina je pokazala visoku zastupljenost linolne, oleinske i
stearinske kiseline, dok je medu organskim najzastupljenija jabu¢na, medu fenolnim p-
hidroksibenzoeva kiselina. Hemijska analiza etarskih ulja je pokazala da je karvakrol
najzastupljenije jedinjenje divljeg origana, dok je u slucaju etarskog ulja korijandera to linalol.
Antibakterijska aktivnost je testirana na 16 razli¢itih vrsta bakterija izolovanih iz uzoraka nepcanih
tonzila 1 adenoida pacijenata sa dijagnostifikovanim hroni¢nim tonzilitisom i identifikovanih.
Ekstrakti makromiceta su pokazali umerenu antibakterijsku aktivnost, dok su etarska ulja pokazala
znatno bolju aktivnost. Antioksidativna aktivnost odredena TBARS metodom je pokazala da
ekstrakti testiranih makromiceta, kao i etarsko ulje divljeg origana poseduju dobru antioksidativnu
aktivnost u in vitro uslovima; aktivnost merena OXHLIA metodom je pokazala visok antioksidativni
potencijal ali samo za vrste L. vellereus, R. integra i R. nigricans. Dobar citotoksi¢ni potencijal na
tumorsku celijsku liniju NCI-H460 pokazao je etanolni ekstrakt L. vellereus kao i oba testirana
etarska ulja.

Kljuéne re¢i: Lactarius, Russula, etarska ulja, antibakterijski efekat, antioksidativna aktivnost,

citotoksi¢na aktivnost, hroni¢ni tonzilitis
Nauéna oblast: Biologija

UZa naucna oblast: Algologija i mikologija



Abstract

Chemical composition of macromycetes extracts, wild oregano and coriander essential oils
and their in vitro potential in the treatment of chronic tonsillitis causative agents

For the investigation of natural products potential in the treatment of chronic tonsillitis, 7 species of
macromycetes (Armillaria mellea, Lactarius piperatus, L. quietus, L. vellereus, Russula integra, R.
nigricans i R. rosea) and 2 commercial essential oils (Origanum minutiflorum and Coriandrum
sativum) were selected. Their chemical composition and biological activity were evaluated.
Chemical analysis of extracts from fruiting bodies has shown they have a favorable nutritional
profile (high content of carbohydrates and proteins, with low lipids content). The most common
sugar was mannitol, while content of tocopherol isoforms was varied on the tested macromycetes
species. The fatty acids analysis revealed high presence of linoleic, oleic and stearic acid, among the
organic acids, malic acid was the most abundant, whereas p-hydroxybenzoic acid was the most
predominant among phenolic acids. Regarding chemical analysis of essential oils, analysis showed
that carvacrol was the most common compound in the wild growing oregano oil, while in case of
coriander that was linalool. Antibacterial activity was evaluated on 16 different strains isolated from
tissue samples of palatine tonsils and adenoids from patients diagnosed with chronic tonsillitis and
identified. Macromycetes extracts showed moderate antibacterial activity, while tested essential oils
exerted significantly better activity. Antioxidant activity determinated by TBARS method showed
that the tested extracts, as well as wild oregano essential oil possess good in vitro antioxidant
activity; while activity measured by OxXHLIA method showed high antioxidant potential but only
for L. vellereus, R. integra and R. nigricans samples. As for the cytotoxic potential towards tumor
cell line NCI — H460 L. vellereus ethanolic extract as well as both tested essential oils demonstrated
promising activity.

Keywords: Lactarius, Russula, essential oils, antibacterial activity, antioxidative activity, cytotoxic

activity, chronic tonsillitis
Scientific field: Biology

Specific subfield: Algology and mycology



LISTA SKRACENICA

AAPH — 2,2’-azobis-2-metil-propanimidamid dihidrohlorid

AOAC — zvani¢na Asocijacija analitickih hemicara (association of official analytical chemists)
ATP — adenozin-3-fosfat

A549 — adenokarcinom pluca

BHA — butil-hidroksianisol

BHT — butil-hidroksitoluen

CAT - katalaza

E — energetska vrednost

EE — etanolni ekstrakt

FAME — metil-estri masnih kiselina (fatty acids methyl esters)

FAOSTAT- Food and Agriculture Organization of the United Nations

FID — plameno jonizujuci detektor (flame ionisation detector)

FIKI — frakcioni inhibitorni koncentracioni indeks

G (-) — Gram negativne bakterije

G (+) — Gram pozitivne bakterije

GC-FID - gasno tetna hromatografija sa plameno jonizujuéim detektorom (gas
chromatograpy/flame ionization detector)

GC-MS — gasha hromatografija/masena spektrometrija

GI — gastrointestinalni trakt

Glso — koncentracija ekstrakta koja inhibira prezivljavanje ¢elija za 50%

GPx — glutation peroksidaza

Greq — glutation reduktaza

GRT — gornji respiratorni trakt

HepG2 — tumorska Celijska linija hepatocelularnog karcinoma

HPLC — tec¢na hromatografija pod visokim pritiskom (high pressure liquid chromatograpy)
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IH — interfolikularna hiperplazija
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LDL — lipoprotein male gustine
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NCI — H460 — tumorska ¢elijska linija humanog porekla (karcinom nemalih ¢elija pluca)
OG — opticka gustina

ORL - otorinolaringologija

OxHLIA — test inhibicije oksidativne hemolize (oxidative haemolysis inhibition assay)
PAS — periodic acid-schiff

PBS — fosfatni pufer
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QS — detekcija kvoruma (quorum sensing)

RI — refrakcioni index
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1. uvoD

Gornji respiratorni trakt (GRT) obuhvata nos, nosnu duplju, sinuse, gornji deo zdrela
(nazofarinks), Eustahijeve tube, srednje uho, usnu duplju, usni deo zdrela (orofarinks) i grkljan
(larinks) (Kumpitsch i dr., 2019). Zdrava osoba dnevno udahne vise od 7000 L vazduha i sa njim
unese 10* —10° bakterija po kubnom metru vazduha. Pored biologkih &estica, na mikrobiotu GRT-a
utiCu 1 drugi faktori, kao Sto su relativna vlaznost vazduha, promena temperature, promene nivoa
kiseonika i ugljen dioksida. Zajedno sa anatomijom GRT-a, ovi faktori uti¢u na formiranje
specifi¢nih mikrosredina u nosnoj Supljini, sinusima, nazo- i orofarinksu, koje su pogodne za rast i
razvoj razli¢itih vrsta bakterija (Slika 1) (Man i dr., 2017; Kumpitsh i dr., 2019).

Disajni putevi Vazduh Mikrobiota
= = = o
g R S
) e © = £ S 2 £
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3 £ ¢ g = & ©
g 4 g g
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Slika 1. Fizoloski i mikrobioloski faktori koji uti¢u na formiranje mikrosredina u gornjem
respiratornom traktu. Slika je preuzeta i modifikovana iz Man i dr., 2017.

Mikrobiotu razli¢itih regija GRT—a ¢ini veliki broj raznovrsnih bakterija, virusa (adeno
virus, virus gripa, virus parainfluence, rinovirus) i kvasnica (Candida spp.). Najcesc¢e izolovane
bakterije su vrste rodova: Streptococcus, Neisseria, Haemophilus, Moraxella, Staphylococcus,
Corynebacterium, Propionibacterium, Prevotella i Porphyromonas (Wilson, 2010; Bellussi i dr.,
2019; Clark, 2020). Medu njima, naj¢es$¢i uzroénici infekcija su: Streptococcus pneumoniae, S.
pyogenes, Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis i Staphylococcus aureus (Garcia-
Rodriguez i dr., 2002; Clark, 2020). Infekcije GRT-a ukljucuju zapaljenje nosa (rinitis), sinusa
(sinuzitis), srednjeg uha (otitis media), zdrela (faringitis), tonzila (tonzilitis) i grkljana (laringitis).

Disbalans mikrobiote GRT-a povecava broj invazivnih patogenih bakterija, izazivajuci
upalni proces i infekciju. Do infekcije i razvoja bolesti dolazi nakon kolonizacije sluznice gornjih
disajnih puteva patogenim bakterijama. Kolonizacija je kompleksan, dinami¢an proces koji zavisi
od interakcije izmedu samih mikroorganizama, izmedu mikroorganizama i domacina i faktora
zivotne sredine (Bellussi i dr., 2019). S. pneumoniae, H. influenzae, S. aureus i M. catarrhalis su
najcesce iidentifikovane bakterije u akutnim i hroni¢nim upalama GRT-a. Kolonizacija od strane
ovih vrsta je kontinuirani process na sluznici nosa i zdrela kod dece i odraslih. Mikroorganizmi se
nadmecu za nutrijente i1 prostor svakodnevno, a kada patogeni prevladaju nativne mikroorganizme
tada dolazi do kolonizacije i infekcije (Bellussi i dr., 2019). Takode, kolonizacija GRT-a od strane
patogenih bakterija zavisi i od njihove interakcije sa domac¢inom. Mikroorganizam mora biti u
stanju da prezivi lokalne odrambene odgovore domacina (npr. povecano lu¢enje mukusa), da se
pricvrsti za epitel 1 prevazide odgovor imunskog sistema domacina.

1.1. Hroniéni tonzilitis

Vilhelm Von Valdejer (Waldeyer, 1884) je prvi opisao specificnu strukturu limfoidnog tkiva
koja se nalazi u sluznici faringealne duplje. Njemu u cast limfne strukture medusobno povezane
limfnim sudovima se nazivaju Valdejerov limfaticni prsten (Waldeyer’s ring). Prsten obuhvata:
zdrelni krajnik (tonsilla pharyngea) ili adenoid koji je pri¢vrs¢en za gornji zid nosnog dela zdrela;

1



UvoD

tubarne krajnike (tonsilla tubaria) koji se nalaze u neposrednoj blizini zdrelnih otvora Eustahijevih
tuba; nepcane krajnike (tonsilla palatina) postavljene u usnom delu Zdrela, orofarinksu, na bo¢nim
zidovima izmedu prednjeg i zadnjeg nepcanog luka i jezi¢ni krajnik (tonsilla linqualis) koji se
nalazi na poslednjoj tre¢ini jezika (Slika 2) (Perry i Whyte, 1998).

tonsilla pharyngea

@
9 ®

‘ ‘ tonsilla palatina

e

Slika 2. Valdejerov limfni prsten. Slika je preuzeta i modifikovana iz Perry i White, 1998.

Valdejerov limfati¢ni prsten predstavlja barijeru za prodor patogena u respiratorni i
digestivni trakt. Ima ulogu u humoralnom (sinteza velikog broja imunogloblina) i ¢elijskom
imunitetu (aktivacija T i B limfocita) (Mogoanta i dr., 2008). Nepcane tonzile imaju ulogu u
inicijaciji imunskog odgovora protiv antigena koji ulaze u organizam kroz usnu duplju, dok adenoid
Stiti sluznicu nazofarinksa od patogena unesenih vazduhom kroz nos. Najvecu imunsku aktivnost
navedene strukture imaju kod dece uzrasta 3 — 10 godina. Poznato je da nepcane tonzile produkuju
5 izotipova imunoglobulina (IgA, IgM, IgE, IgD, IgG), od kojih se IgA smatra najznacajnijim jer je
sekretorni IgA (SIgA) klju¢na komponenta imunskog sistema sluzokoze GRT-a (Mitchell i dr.,
2019). Tonzile imaju zastitnu ulogu dok su intaktne, tj. dok je njihov epitel intaktan, jer je njegova
uloga zastita tonzila i GRT—a od mikrobioloskih, alergoloskih i drugih agensa. Kada dode do
narusavanja epitela, dolazi 1 do narusavanja funkcije tonzila i pojave lezija koje su Cesto ispunjene
gnojnim sadrzajem. Kod bolesnih tonzila, moZe do¢i do Sirenja infekcije limfnim putem u
regionalne limfne ¢vorove.

Upala tonzila (tonzilitis) moze biti akutna ili hroni¢na. Akutni tonzilitis, poznatiji kao
angina, predstavlja infekciju tonzila izazvanu razli¢itim vrstama bakterija (Streptococcus pyogenes,
S. aureus, Haemophilus infuenzae), gljiva (Candida albicans) ili virusa (adenovirus, rhinovirus,
koronavirus, virus gripa) (Bakar i dr., 2018; Kalaiarasi i dr., 2018).

Hronicni tonzilitis (HT) je dugotrajna infekcija koja nastaje kao posledica viSe ponovljenih
infekcija tonzila. Patogeneza bolesti je razliCita 1 moze nastati kao posledica viSe ponovljenih
epizoda akutnog tonzilitisa ili kao posledica persistentne infekcije koja vodi ka hroni¢noj upali koja
je dugotrajna i1 polako napredujuca. Upalom mogu biti zahvacene sve limfne strukture koje
pripadaju Valdejerevom prstenu. Najces¢e su upalom zahvacene nepcane tonzile i adenoid (Plank,
2016). Postoji nekoliko nacina kategorizacije ove infekcije: a) HT moze biti: bakterijske, virusne i
gljivicne etiologije zavisno od infektivnog agensa koji se nalazi u osnovi hroni¢ne inflamacije; b)
prema makroskopskim i mikroskopskim karakteristikama HT moze biti hipertrofi¢ni ili atrofi¢ni i C)
u odnosu na starosno doba HT se moze podeliti na HT kod dece i HT kod odraslih.

Uzroci nastanka bolesti su viSestruki. Razli¢iti etioloski faktori dovode do pojave hroni¢nog
tonzilitisa. Jedan od mehanizama koji dovodi do inicijacije hroni¢nog toka bolesti je dvostruka
infekcija (virusna infekcija zajedno sa pojavom bakterijske infekcije). Takode, faktori sredine,
posebno upotreba antibiotika i ishrana mogu imati uticaja na pojavu i tok bolesti. U praksi je
pokazano da je HT skoro uvek povezan sa perzistentnom infekcijom beta hemolitiCkim
streptokokama grupe A (Plank, 2016).
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Dijagnoza HT-a se postavlja na osnovu detaljne anamneze, ponovljenih klinickih
otorinolarngoloskih (ORL) pregleda, bakterioloskih i biohemijskih nalaza. Prema vazeé¢im
klinickim vodi¢ima za dijagnozu i pracenje bolesti znaci HT—a ukljucuju sledece simptome: tri ili
viSe upala godiSnje, bol u grlu, otezano gutanje (disfagija), opstrukcija disajnih puteva, kasalj,
prisustvo gustog sekreta u nosu i grlu, neprijatan zadah (halitoza) i hrkanje koji traju duze od tri
meseca (Lescanne i dr., 2012; Bellussi i dr., 2019).

Imajuéi u vidu etiologiju i progresiju bolesti, HT ima veliki uticaj na kvalitet Zivota obolelih
(i dece i odraslih). HT koji se primarno javlja u de¢ijem uzrastu predstavlja ozbiljan zdravstveni
problem, jer moze izazvati viSestruke komplikacije koje mogu biti: lokalne (peritonzilarni apsces,
upala srednjeg uha, upala sinusa, Cesti bronhitisi) i sistemske (IgA nefropatija, artropatija i reaktivni
artritis, endokarditis, enteritis i dr.) (Perry i Whyte, 1998; Mogoanta i dr., 2008; Bakar i dr., 2018).

Lecenje infekcije podrazumeva tretiranje  uzroCnika antimikrobnim lekovima
(antibioticima), koji su jako delotvorni kod akutnih, ali ne i kod hroni¢nih infekcija. Usled
prekomerne i neadekvatne upotrebe antibiotika, uzroc¢nici infekcija mogu razviti rezistenciju §to
dodatno otezava njihovu eradikaciju, a posledi¢no i leCenje hroni¢nih upala. Takode, otezanom
le¢enju HT doprinosi i sposobnost mikroorganizama da formiraju biofilm u kriptama tonzila, zbog
Cega se infekcija Cesto ponavlja (Bakar i dr., 2018). Neki autori recidive objasnjavaju upravo
prisustvom struktura biofilma i njihovom rezistencijom na primenjene lekove (Mogoanta i dr.,
2008). Kania i dr. (2007) su utvrdili da 70,8% izolovanih bakterija kod pacijenata sa HT formira
biofilm u tkivu tonzila, dok su Al-Mazrou i dr. (2008) dokazali prisustvo biofilma u epitelu tonzila
kod pacijenata koji ¢e biti podvrgnuti tonzilektomiji, §to je hiruSsko odstranjivanje tonzila
(tonzilektomija/adenotonzilektomija). Prema Lascanne i dr. (2012) i Mitchell i dr. (2019) indikacije
za tonzilektomiju su:

— tonzilarna hipertrofija udruzena sa poremecajem disanja tokom spavanja (Sleep
apnea);

— tonzilarna hipertrofija koja dovodi do orofarengealne opstrukcije, koja se ispoljava
poremecajima gutanja i/ili govora;

— rekurenti akutni tonzilitis (3 ili vise infekcija godisnje u periodu od 3 godine ili 5
infekcija godiSnje u periodu od 2 godine);

— hroni¢ni tonzilitis sa lokalnim (bol u grlu, neprijatan zadah, tonzile pod upalom) i
regionalnim (cervikalna adenopatija) znacima inflamacije koji traju duze od 3
meseca i koji su rezistenti na medikamentoznu terapiju;

— rekurentni peri-tonzilarni apces;

— ostale infektivne bolesti: Marsalov sindrom (periodi¢na groznica, afte, faringitis,
adenitis), sindrom post streptokoknog akutnog tonzilitisa izazvanog streptokokama
grupe A i akutni tonzilitis uzrokovan mononukleozom.

Lecenje HT-a je skupo i dugo traje, prvenstveno zbog pojave neefikasnosti antibiotika koji
se primenjuju u lecenju. Takode, operacija koja sa sobom nosi i moguce postoperativne
komplikacije (krvarenje, bolnu disfagiju i respiratornu obstrukciju) povecava troSkove lecenja 1
dodatno izlaze pacijente stresu, prvenstveno kod osoba decijeg uzrasta. Zbog toga se poslednjih
godina vrSe razli€ita istrazivanja u cilju pronalazenja supstanci prirodnog porekla koje mogu uticati
na rast patogenih bakterija uzro¢nika HT—a.
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1.2.  Znacaj prirodnih produkta

Procenjuje se da gotovo 80% svetske populacije za leCenje razlicitih oboljenja Koristi
produkte prirodnog porekla u vidu Cajeva, ekstrakata i etarskih ulja. Ono §to su iskustvena znanja
razli¢itih naroda, danas je potvrdeno brojnim hemijskim i bioloskim analizama. Veliki broj
prirodnih produkata poseduje niz bioloskih aktivnosti koje su najée$ce posledica istovremenog
delovanja vise razli¢itih jedinjenja ili grupa jedinjenja. Poznato je 1 da mnogi farmaceutski
proizvodi koji su u klini¢koj upotrebi vode poreklo od biljaka ili gljiva (kinin, teofilin, penicilin i
dr.) (Lahlou, 2013). Ipak, zbog porasta broja i rezistentnosti patogenih mikroorganizama na
postojece lekove kao i naucnih dokaza o efikasnosti prirodnih produkata povecan je obim
ispitivanja supstanci prirodnog porekla sa ciljem otkrivanja aktivnih komponenti i njihove
potencijalne primene u farmaciji i medicini.

1.3.  Makromicete i njihov potencijal za dobijanje novih, bioloski aktivnih supstanci

Mnoge makromicete (jestive i/ili lekovite vrste) predstavljaju nedovoljno iskoris¢en izvor
supstanci koje mogu naci primenu u tretmanu razli¢itih bolesti ¢oveka. Gljive se pre svega zbog
visokog sadrzaja proteina i sekundarnih metabolita koriste za poboljSavanje imunskog odgovora
kod razli¢itih bolesti. Danas su u upotrebi razli¢iti dijatetski proizvodi na bazi makromiceta koji se
koriste za prevenciju ali i za ublazavanje simptoma razlicitih bolesti. Proizvodi na bazi makromiceta
ne mogu u potpunosti da zamene komercijalne lekove, ali mogu u kombinaciji sa njihovom
primenom da dovedu do poboljSanja opSeg stanja pacijenta (Staji¢, 2015). Zato su autohtone vrste
vazan i jo$ uvek neistrazen izvor bioloskih aktivnih supstanci koje mogu nac¢i potencijalnu primenu
u medicini, farmaciji i razli¢itim granama privrede.

1.3.1. Hemijski sastav plodonosnih tela makromiceta

Jestive makromicete se zbog svoje specifiéne arome, ukusa kao i hemijskih i nutritivnih
svojstava smatraju delikatesom u mnogim zemljama (Kala¢, 2013). Prema podacima FAOSTAT-a
(Food and Agriculture Organization of the United Nations), svetska produkcija komercijalnih vrsta
makromiceta u 2018. godini iznosila je preko 15 miliona tona
(http://lwww.fao.org/faostat/en/#data/QC). Plodonosna tela makromiceta sadrze visok procenat
proteina, ugljenih hidrata, nezasi¢enih masnih kiselina, vitamina i minerala i nizak procenat kalorija
i masti (Rahi i Malik, 2016), zbog ¢ega su jako cenjene i smatraju se niskokalori¢cnom hranom
(Kala¢, 2013; Barroetaveiia i Toledo, 2017). Jestive makromicete predstavljaju dopunu
svakodnevnoj ishrani zbog hranljivih materija koje poseduju, a koje nisu toliko zastupljene u
prehrambenim proizvodima biljnog i Zivotinjskog porekla (Rahi i Malik, 2016). Takode,
bazidiokarpi sadrze i bioloski aktivna jedinjenja (fenoli, terpeni, polisaharidi) Sto ih Cini i
medicinski znacajnim.

Ugljeni hidrati, u zavisnosti da li podlezu digestiji i apsorpciji u digestivnom traktu ili ne,
podeljeni su na svarljive (digestibilne) i nesvarljive ugljene hidrate, koji u zavisnosti od vrste Cine
oko 3 — 65% suve mase makromiceta (Barros, 2008a; Cheung, 2010). Ugljeni hidrati koji podlezu
digestiji su: monosaharidi (glukoza, fruktoza), disaharidi (trehaloza) i manitol, dok oligosaharidi i
polisaharidi (hitin, manan i B-glukan) spadaju u ugljene hidrate koji ne podlezu potpunoj digestiji
(dijetetska vlakna) (Cheung, 2010). Sadrzaj dijateskih vlakana varira zavisno od vrste, pa tako npr.
plodonosna tela Tricholoma giganteum sadrze nisak nivo dijetetskih vlakana (4,5% suve mase), dok
su plodonosna tela Auricularia auricular judea bogata dijetetskim vlaknima (49,7% suve mase)
(Cheung, 2010). Najzastupljeniji medu polisaharidima su B-glukani, za koje je pokazano da
poseduju razli¢ite bioloske aktivnosti (antitumorsku, imunomodulirajucu, antioksidativnu i
neuroprotektivnu). Varijabilnost u njihovoj zastupljenosti u plodonosnim telima makromiceta varira
od 0,21 — 0,53 g/ 100 g suve mase (Valverde i dr., 2015).
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Proteini ¢ine 10 — 44% suve mase plodonosnog tela makromiceta (Barros, 2008a). Ukupan
sadrzaj proteina kod iste vrste moze varirati U zavisnosti od faze razvic¢a, dela plodonosnog tela koji
se koristi za analizu, nacina skladiStenja ali i usled kori$¢enja specificnog faktora za preraCunavanje
(Staji¢, 2015). Proteini u ljudskom organizmu pojacavaju apsorbciju hranljivih materija u
gastrointestinalnom (GI) traktu, i utiCu na izmenu imunskog odgovora, ¢ime Stite organizam od
patogena (Rathore i dr., 2017). Proteini koji ispoljavaju Sirok spektar bioloskih aktivnosti, a koji su
prisutni u bazidiokarpima i miceliji makromiceta su: lektini, antimikrobni proteini, imunomodularni
proteini, ribozom inaktivirajuéi proteini, ribonukleaze i lakaze (Valverde i dr., 2015). Najznacajniji
medu njima su lektini koji pripadaju grupi glukoproteina koji se vezuju za ugljene hidrate na
povrsini ¢elije 1 Kkoji poseduju imunomodulatornu, antitumorsku, antivirusnu i antimikrobnu
aktivnost. Imunomodulatorni proteini gljiva su nova porodica bioaktivnih proteina, koji su pokazali
potencijalnu primenu kao pomocéna sredstva u imunoterapiji tumora zbog svoje aktivnosti u
suzbijanju invazije tumora i metastaza. Prema istrazivanju sprovedenom od strane Bauer Petrovske
(2001) kod 24 wvrste ispitivanih makromiceta ukupna procentualna zastupljenost albumina,
globulina, prolamina i glutelina varira izmedu vrsta u opsegu 14% suve mase kod Laetiporus
sulphureus do 52% kod Calvatia caelata. Takode, proteini su i dobar izvor esencijalnih amino
kiselina kao $to su: leucin, valin, treonin, lizin, metionin i triptofan, od kojih leucin i valin ¢ine 25 —
40% ukupnog sadrZaja aminokiselina u plodonosnim telima makromiceta (Barros, 2008a).

Lipide makromiceta ¢ine: slobodne masne kiseline, mono-, di-, i trigliceridi, steroli, sterolni
estri i fosfolipidi (Barros, 2008a). Prema Cheung (2020) lipidi ¢ine 5% suve mase plodonosnog tela
makromiceta. Poznato je da samonikle vrste imaju visok sadrzaj polinezasi¢enih masnih kiselina
(linoleinska i oleinska), i nizak sadrzaj zasi¢enih (palmitinska i stearinska) kiselina. Linoleinska
kiselina je prekursor aromati¢nog jedinjenja 1-okten-3-ola koje je dominantno aromati¢no
jedinjenje kod vecine gljiva, a koje gljivama daje karakteristi¢an miris (Barros, 2008a). Muji¢ 1 dr.
(2011), su pokazali da lipidi vrsta Macrolepiota procera i Collybia platyphylla dovode do
povecanja fluidnosti membrane eritrocita, osobine znacajne za leCenje hipertenzije.

Sadrzaj pepela u plodonosnim telima samoniklih makromiceta varira i kre¢e se izmedu 5,53
g/100 g suve mase kod Boletus edulis do 37,78 g/100 g suve mase kod vrste Russula olivacea
(Barroetavefia i Toledo, 2017). Plodonosna tela makromiceta akumuliraju veliki broj razli¢itih
minerala, kao $to su: kalijum, kalcijum, magnezijum, bakar, gvozde, cink i fosfor, sadrze 1 natrijum
ali u znatno manjim koli¢inama. Koncentracije minerala u plodonosnim telima makromiceta su vise
nego u povrcu i vocu (Barros, 2008a). Takode, makromicete mogu akumulirati i teSke metale kao
§to su ziva, olovo i kadmijum koji imaju toksi¢an efekat na organizam (Kala¢, 2013).

Plodonosna tela makromiceta su takode i dobar izvor vitamina a najzastupljeniji Su: vitamin
B (tiamin — B1, riboflavin — B2, niacin — B3 i piridoksin — B6), vitamin C (askorbinska kiselina) i
vitamin E (tokoferol). Vitamini A i D su slabo zastupljeni u plodonosnim telima, ali zato veliki broj
makromiceta sintetiSe njihove prekursore: p-karoten (prekursor vitamina A) i y-ergosterol
(prekursor vitamina D) (Barros 2008a; Kala¢ 2013; Rahi i Malik, 2016). Tokoferoli su grupa
vitamina koji su najviSe proucavani kod samoniklih makromiceta, prvenstveno zbog svoje
antioksidativne aktivnosti (Barroetavefia i Toledo, 2017).

Fenolna jedinjenja se mogu podeliti u vise klasa na osnovu svoje hemijske strukture. Prosta
fenolna jedinjenja su fenolne kiseline, fenilpropanoidi i1 flavonoidi; dok u sloZenije molekule
spadaju lignini, melanini i tanini (Barros, 2008a). Plodonosna tela makromiceta sadrZze najcesce
derivate fenolnih kiselina koji su podeljeni u dve grupe: derivate hidroksibenzoeve kiseline i
derivate hidroksicinaminske kiseline i1 koji su vazni jer poseduju antioksidativnu aktivnost koja
znacajno uti¢e na smanjenje rizika od nastanka hroni¢nih bolesti (Ferreira i dr., 2009).

Organske kiseline doprinose organoleptickim karakteristikama bazidiokarpa makromiceta.
Usled termicke obrade i skladistenja, sadrzaj organskih kiselina je slabo promenljiv za razliku od
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drugih jedinjenja (npr. pigmenti). Zbog svoje antioksidativne aktivnosti, organske kiseline imaju
protektivnu ulogu u nastajanju mnogih bolesti. Najces¢e izolovane organske Kkiseline kod
makromiceta su oksalna, kumarna i limunska (Barros, 2013).

1.3.2. Medicinski zna¢aj makromiceta

Plodonosna tela makromiceta su pored nutritivne vrednosti jako cenjene i zbog svoje
lekovitosti. Poznata je njihova Siroka primena u farmaciji i medicini, kao funkcionalni aditivi
ishrani (nutriceutici), upravo zahvaljujuéi sinergistickoj aktivnosti njihovih bioaktivnih jedinjenja
(Barros i dr., 2008b; Badalyan, 2012). Medicinski znac¢ajnim makromicetama se smatraju jestive i
nejestive vrste koje ispoljavaju terapeutski efekat na ljudski organizam (Wasser, 2011). Istorija
upotrebe makromiceta, posebno u kineskoj tradicionalnoj medicini, je jako duga. Smatra se da
lekovite makromicete imaju ukupno 126 terapeutskih aktivnosti od kojih su najznacajnije:
antioksidativna,  antihiperholesterolna,  antihiperglikemijska, antimikrobna, antitumorska,
imunomodulirajuca i hepatoprotektivna (Wasser, 2010).

1.3.2.1. Antimikrobna aktivnost

Prema podacima Svetske zdravstvene organizacije (WHO, 2014) bolesti kao Sto su
meningitis, infekcije respiratornog trakta, bolni¢ke infekcije, spadaju u bakterijske infekcije ¢iji je
broj u porastu, prvenstveno zbog pojave rezistentnosti bakterija na antibiotike. Poslednjih godina, u
porastu je broj infekcija izazvanih multirezistentnim sojevima Staphylococcus aureus, S. epidermis,
Streptococcus sp., Enterococcus sp. i Esherichia coli. Posledi¢no, povecao se i broj istrazivanja
koja obuhvataju analizu razlicitih ekstrakata i jedinjenja izolovanih iz plodonosnih tela gljiva u cilju
pronalazenja novih supstanci sa antimikrobnim delovanjem (Sokovi¢ i dr., 2017). Smatra se da
makromicete mogu biti dobar izvor prirodnih antibiotika zbog visoke zastupljenosti terpena,
steroida, antrahinona, derivata benzoeve kiseline i oksalne kiseline u plodonosnim telima (Ferreira i
dr., 2012). Vrste istog roda mogu ispoljiti razli¢itu antibakterijsku aktivnost u zavisnosti od porekla
kao 1 od tipa rastvaraca koji je koriS¢en za ekstrakciju (Stojkovi¢ 1 dr., 2013; Reis 1 dr., 2014). U
studiji koja je obuhvatala pregled literature od 2000-2012, autori Alves i dr. (2012), dali su pregled
antibakterijske aktivnosti razliCitih ekstrakata veceg broja makromiceta, koji su dobijeni
ispitivanjem antimikrobnog potencijala disk difuzionom i mikrodilucionom metodom. Pokazano je
da metanolni ekstrakti nekoliko vrsta roda Lactarius imaju bolju aktivnost protiv Gram pozitivnih
bakterija G (+) u odnosu na Gram negativne G (-) bakterije. Sli¢na studija sprovedena je i od strane
Sokovi¢ i dr. (2017), koja je ukljucila pregled antibakterijske aktivnosti razli¢itih ekstrakata iz 33
vrste makromiceta. Medu analiziranim ekstraktima, metanolni ekstrakti bazidiokarpa vrsta
Ganoderma lucidum i Coprinus comatus imaju najbolju antibakterijsku aktivnost. Dalje, isti autori
su predstavili i podatke koji se odnose na antifungalnu aktivnost ekstrakta mnogobrojnih vrsta
makromiceta (Alves i dr., 2013a; Sokovi¢ i dr., 2017). Takode, Glamo¢lija i dr. (2019) su objedinili
pregled rezultata antimikrobne aktivnosti jestivih i komercijalno gajenih makromiceta publikovane
poslednjih deset godina. Medu prouc¢avanim vrstama, najbolju antimikrobnu aktivnost su ispoljile
vrste rodova Agaricus (A. bisporus, A. blazei, A. campestris, A. macrosporus) i Morchella (M.
esculenta, M. conica), kao i vrsta Meripilus giganteus i dr. Dalje, pokazano je da p-
hidroksibenzoeva, p-kumarna, protokatehinska, galna, vanilinska, siringinska, cinaminska, kafei¢na
1 ferulna kiselina i rutin, kao i specifi¢na jedinjenja izolovana iz bazidiokarpa testiranih rodova
makromiceta (armilarna kiselina, rufuslakton, nekatorin, nekatoron, rusalan) poseduju znacajnu
antibakterijsku i antifungalnu aktivnost (Bross i dr., 1987; Obuchi i dr., 1990; Luo i dr., 2005; Alves
i dr., 2013b; Khatua i dr., 2017).

1.3.2.2. Antibiofilm aktivnost

Biofilm predstavlja zajednicu mikroorganizama koja moze biti sacinjena od jedne ili vise
bakterijskih 1/ili gljiviénih vrsta koje su vezane za supstrat (abiotickog ili biotickog porekla) i
povezane u ekstracelularni polimerni matriks. Ovakva zajednica pokazuje razli€ite stope rasta i
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ekspresije gena u odnosu na planktonske celije (Lister i Horswill, 2014). Prvi korak u formiranju
biofilma je vezivanje planktonskih ¢elija za supstrat, zatim dolazi do deobe ¢elija, rasta i formiranja
kolonija i ekstracelularnog polimernog matriksa. Celije nastalog biofilma se zatim mogu odvojiti i
otpoceti ponovni ciklus formiranja biofilma na nekom drugom mestu u organizmu (Slika 3)
(Moormeier i Bayles, 2017). Biofilm se smatra glavnim faktorom koji dovodi do hroni¢nih infekcija
jer stiti bakterije od odbrambenog odgovora domacina i dovodi do pojave rezistencije na
primenjenu terapiju (Cavalcanti i dr., 2019). S. aureus u formi biofima moze dovesti do pojave
hroni¢nih infekcija gornjih respiratornih puteva, ukljucujué¢i i HT (Torreta i dr., 2013; Zautner i dr.,
2010). Nosna Supljina i oralna duplja mogu biti polazne tacke Sirenja S. aureus infekcije na druga
mesta u organizmu i nastanka sistemskih infekcija (Smith i dr., 2001; Archer i dr., 2011).

Uzimajuci u obzir znacaj biofilma u komunikaciji izmedu bakterija, pojavi rezistetnih sojeva
1 poteskoce u tretmanu istih, javila se potreba za proucavanjem prirodnih proizvoda koji mogu biti
izvor novih antimikrobnih lekova koji ¢e biti efikasniji od postoje¢ih u borbi protiv sojeva koji
formiraju biofilm (Alves i dr., 2014a). U tom kontekstu, makromicete predstavljaju veoma vazan
izvor bioloski aktivnih ekstrakata i/ili jedinjenja koja mogu da inhibiraju produkciju biofilma. Tako,
pokazano je da razliéiti ekstrakti vrsta Armillaria mellea (Kosti¢ i dr., 2017), i Agaricus bisporus
(Sokovi¢ i dr., 2014), Agrocybe aegerita i Laetiporus sulphureus (Petrovi¢, 2018) uspes$no uti¢u na
spre¢avanje formiranja P. aeruginosa biofilma. Alves i dr. (2014a), su utvrdili da primena sub-
inhibitornih koncentracija metanolnih ektrakata razli¢itih makromiceta (Lepista nuda, Leucopaxilus
giganteus, Mycena rosea, Russula delica) ima uticaja na inhibiciju biofilma razli¢itih klinickih
izolata (Pseudomonas aeruginosa, Esherichia coli, Acinetobacter baumannii, Proteus mirabilis).
Dok su Cuvalova i dr. (2018), pokazali da vodeni ektrakti vrsta: Macrolepiota procera, Pleurotus
ostreatus, Auricularia auricula-judae, A. mellea i L. suphureus, uspesno inhibiraju Staphylococcus
aureus biofilm.

A B C D E

Slika 3. Proces formiranja Staphylococcus aureus biofilma: A) adhezija bakterijskih ¢elija, B) rast i
formiranje mikrokolonije i ekstracelularnog matriksa, C) eksodus — nakon dostizanja konfluentnosti
dolazi do oslobadanja ¢elija iz biofilma i stvaranja trodimenzionalnih mikrokolonija , D) maturacija
— sazrevanje biofilma, E) disperzija biofilma — rasejavanje ¢elija ka drugim mestima u organizmu
(preuzeto i modifikovano iz Moormeier i dr., 2017).

1.3.2.3. Antioksidativna aktivnost

Savremeni nacin Zivota povezan je sa pojavom velikog broja Stetnih materija u zivotnoj
sredini koje unete u na$ organizam, putem respiratornog trakta, uticu na povecanje oksidativnog
stresa. Oksidativni stres predstavlja naruSenu ravnotezu izmedu stvaranja reaktivnih molekulskih
vrsta i njihovog neutralisanja (Kozarski i dr., 2015). Slobodni radikal (SR) je hemijsko jedinjenje
koje sadrzi jedan ili viSe nesparenih elektrona u svojoj atomskoj ili molekulskoj orbitali (Alliwell,
1994). Radijacija, pesticidi, duvanski dim, ksenobiotici, teSki metali, alkohol, predstavljaju
spoljasnje faktore koji dovode do stvaranja reaktivnih oblika prventstveno kiseonika i azota (RONS
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— Reactive Oxygen and Nitrogen Species), ali se mogu javiti i druge reaktivne vrste (RSS —
Reactive Sulphur Species). RONS normalno nastaju kao produkti metabolickih procesa u ¢elijama
(aerobna respiracija, degradacija masnih kiselina i toksi¢nih materija) Sto ujedno predstavlja
unutra$nje faktore pod ¢ijim uticajem dolazi do stvaranja SR-a (Lobo i dr., 2010; Sanchez, 2017).
Usled prekomerne proizvodnje reaktivnih oblika, a bez mehanizma neutralizacije, dolazi do
narusavanja ravnoteze u Celijama, akumulacije reaktivnih vrsta i narusavanja Celijskih struktura
poput lipida, proteina, ugljenih hidrata i nukleinskih kiselina (Slika 4). Osteéenje ¢elija uzrokovano
SR-ima predstavlja uzrok procesa starenja, razvoja kardiovaskularnih i inflamatornih bolesti,
neuroloskih poremecaja i tumora. S obzirom na to da je oksidacija proces koji ¢elijama obezbeduje
energiju i omogucava normalno funkcionisanje imunskog sistema, RONS su ukljuceni i u imunsku
odbranu ¢elija tokom inflamacije (Ferreira i dr., 2009; Liguori i dr., 2018; Stojkovi¢ i dr., 2019).
Zato usled njihove nekontrolisane i neuravnotezene proizvodnje dolazi do oStecenja tkiva kao S$to je
pokazano u slucaju hroni¢nog tonzilitisa prema navodima Kaygusuz i Nevin (2003) i Cvetkovi¢ i
dr. (2009).

Antioksidans je molekul koji neutraliSe slobodne radikale daju¢i im elektron, ¢ime ih
stabilizuje (Sanchez, 2017). Mehanizmi antioksidativne zastite ukljuuju enzimske (superoksid
dizmutaza — SOD, katalaza — CAT, glutation peroksidaza — GPx, glutation redutaza — Gred) i
neenzimske sisteme (vitamini C, E, A; karotenoidi; polifenoli; minerali (Zn, Se); melatonin;
glutation) (Kozarski i dr., 2015). Poslednjih godina, smanjena upotreba sintetickih antioksidansa
(butilovani hidroksianizol (BHA), butilovani hidroksitoluen (BHT) i tercijarni-butilovani
hidroksihinon (TBHQ)) zbog Stetnog efekta koje mogu imati po zdravlje ljudi, dovela je do veceg
interesovanja za jedinjenjima prirodnog porekla koja imaju antioksidativnu aktivnost (Ferreira i dr.,
2009; Staji¢ i dr., 2013).

Mnoga in vitro istrazivanja ukazuju da razli¢iti ekstrakti brojnih vrsta makromiceta poseduju
antioksidativni potencijal. Smatra se da su fenoli (fenolne kiseline i flavonoidi), polisaharidi,
tokoferoli, karotenoidi i askorbinska kiselina, prisutni u plodonosnom telu i miceliji, nosioci
antioksidantne aktivnosti makromiceta (Ferreira i dr., 2009; Sanchez, 2017). Komercijalno gajene
makromicete Agaricus bisporus i Pleurotus ostreatus, kao i samonikle vrste Armillaria mellea,
Lactarius deliciosus, L. piperatus, L. vellereus, Laetiporus sulphureus, Russula cyanoxantha i
mnoge druge, imaju znacajnu antioksidativnu aktivnost (Ribeiro i dr., 2006; Barros 1 dr., 2007a; Ng
i dr., 2007; Heleno i dr., 2012; Muszynska i dr., 2013; Petrovi¢ i dr., 2014; Stojkovi¢ i dr., 2014).
Pored jestivih, brojna istrazivanja su pokazala da i medicinski znacajne vrste kao $to su: Phellinus
linteus, Ganoderma lucidum i Inonotus obliquus poseduju antioksidantan kapacitet (Kozarski i dr.,
2012; Wang 1 dr., 2014; Glamoclija 1 dr., 2015). Istrazivanja ukazuju da aktivnost zavisi od vrste
rastvaraca, temperature, kao i od starosti plodonosnog tela (Ferreira i dr., 2009). Koriste¢i razlicite
in vitro testove za ispitivanje antioksidantne aktivnosti, Elmastas i dr. (2007) su pokazali da
metanolni ekstrakti vrsta Lepista nuda, Russula delica, Boletus badius i Polyporus squamosus
imaju veéu sposobnost hvatanja jona Fe?* u poredenju sa BHT i BHA sinteti¢kim antioksidansima
Sto ukazuje na njihovu zastitnu ulogu u procesu peroksidacije.
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Slika 4. Uzro¢nici oksidativnog stresa, odbrambeni mehanizmi i antioksidansi (preuzeto i
modifikovano iz rada Sanchez, 2017).

1.3.2.4. Antitumorska aktivnost

Maligna oboljenja su drugi uzrok smrtnosti humane populacije u svetu (WHO, 2018). Prema
podacima Svetske Zdravstvene Organizacije, 9,6 miliona ljudi u svetu je umrlo od posledica
karcinoma u 2018. godini. Najzastupljeniji tip i ujedno maligno oboljenje sa najviSom stopom
smrtnosti je karcinom plu¢a (2,06 miliona obolelih/1,76 miliona umrlih od raka plu¢a u 2018.
godini, (WHO, 2018)). Citostatici koji se danas koriste u tretmanu razli¢itih malignih oboljenja
ispoljavaju mnogobrojne nuspojave i komplikacije. Makromicete su prepoznate kao dodatak hemio-
i radioterapiji jer suzbijaju nezeljene efekte terapije, poput mucnine i anemije (Patel i Goyal, 2012).
U tom kontekstu sprovedena su brojna klini¢ka ispitivanja tretmana malignih oboljenja u kojima su
koriS¢eni preparati napravljeni od ekstrakta lekovitih makromiceta i/ili njihovih bioaktivnih
jedinjenja (Maruyama i dr., 2007; Chang i Wasser, 2012; Wasser, 2014). Polisaharidi makromiceta
su nosioci antitumorske 1 imunomoduliraju¢e aktivnosti, medu njima, bioloski najaktivniji su -
glukani. Polisaharidi aktiviraju imunski sistem stimulacijom limfocita, makrofaga, NK (natural
killer) ¢elija, monocita i neutrofila da sintetiSu citokine koji deluju antiproliferativno, indukujuci
apoptozu tumorskih c¢elija (Wasser, 2002). Pored polisaharida znacajnu antitumorsku aktivnost
imaju i terpeni, lektini, alkaloidi i dr. (Chang i Wasser, 2012).

Ekstrakti (vodeni, etanolni i metanolni) razli¢itih vrsta makromiceta (Lentinula edodes,
Lignosus rhinocerus, Suillus luteus i dr.) u in vitro uslovima su pokazali znac¢ajnu antitumorsku i
citotoksi¢nu aktivnost (Sokovi¢ i dr., 2017). Seskviterpenoidi, armilarikin, armilaridin i arnamial
(Slika 5), izolovani iz micelije Armillaria mellea imaju znacajnu citotoksi¢nu aktivnost na maligne
¢elije jetre, ezofagusa, pluca, dojke 1 kolorektalnog karcinoma (Misiek i dr., 2009; Chi 1 dr., 2013;
Chen i dr., 2015; Chen i dr., 2016). Polisaharidi izolovani iz micelije Lactarius flavidulus pozitivno
citotoksi¢no deluju na celije sarkoma u in vivo uslovima, dok lektin izolovan iz iste vrste ima
antiproliferativnu aktivnost protiv kancerskih celija jetre (Wu i dr., 2011). Prema navodima
Vanyolos i dr. (2015) medu 16 testiranih vrsta podrazdela Basidiomycotina, jedna od tri vrste koje
su pokazale najbolju aktivnost protiv HeLa, A2780, A431, MCF7 malignih ¢elija, su ekstrakti vrste
Lactarius quietus. Ergon, bioaktivni steroid izolovan iz bazidiokarpa Russula cyanoxantha ima
antiproliferativnu aktivnost na celije jetre, dok lektin izolovan iz R. lepida pokazuje antitumorsku
aktivnost na ¢elije karcinoma jetre 1 dojke (Zhang i dr., 2010; Zhao i dr., 2011).
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Slika 5. Hemijske strukture odabranih jedinjenja sa antitumorskom aktivnos$¢u (strukture preuzete
sa https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/).

1.3.2.5.0stale bioloske aktivnosti makromiceta

Pored gore pomenutih bioloSkih aktivnosti ekstrakti rodova Armilaria, Lactarius i Russula
poseduju i druge razli¢ite aktivnosti. Pokazano je i da ekstrakti i izolovana jedinjenja (uglavnom
terpenoidi) makromiceta imaju antivirusnu aktivnost. Principi njihovog delovanja su inhibicija
virusnih enzima i inhibicija sinteze virusnih nukleinskih kiselina (De Silva i dr., 2013). Wang i dr.
(2007) su pokazali da Russula paludosa ekstrakt ima antivirusni efekat na virus HIV-1. Bioloska
aktivnost ekstrakata makromiceta je zabelezena i kod tretmana dijabetesa (diabetes mellitus) koji je
metabolicki poremecaj izazvan apsolutnim nedostatkom ili nedovoljnom sekrecijom insulina i
karakteriSe ga poviSen nivo glukoze u krvi (hiperglikemija) §to za posledicu moze imati ozbiljna
oSte¢enja srca, krvnih sudova i drugih organa. Istrazivanje Xu i dr. (2019) je pokazalo da etanolni
ekstrakt Lactarius deliciosus poseduje antihiperglikemijski potencijal jer inhibira aktivnosti a-
amilaze i a-glukozidaze. Dok su Mihailovi¢ i dr. (2015) in vivo istraZivanjem pokazali da etanolni
ekstrakt L. deterrimus deluje protektivno na ostrvca pankreasa kod dijabeticnih pacova nakon
cetvoronedeljnog tretmana. Alchajmerova bolest je progresivna neuroloska bolest mozga koja
dovodi do nepovratnog gubitka neurona i intelektualnih sposobnosti, uklju¢uju¢i pamcenje i
rasudivanje, koje moze postati dovoljno ozbiljno da moZe uticati na socijalni i profesionalni aspekt
zivota (De Silva i dr., 2013). Prema navodima An i dr. (2017), polisaharidi izolovani iz micelije A.
mellea su pokazali da mogu biti dobri kandidati u prevenciji i leCenju Alchajmerove bolesti zbog
neuroprotektivne aktivnosti na neuronskoj celijskoj liniji hipokampusa misa. Dalje, u istom
istrazivanju, zabelezeno je da polisaharid pozitivno uti¢e i na obrasce ponasanja kod miSeva sa
Alchajmerovom boles¢u. Kosani¢ i dr. (2020) su saopstili da ekstrakt Lactarius piperatus poseduje
neuroprotektivnu aktivnost jer inhibira acetilholinesterazu. Zapaljenje (inflamacija) predstavlja
odgovor organizma na promenu izazvanu o$tecenjima tkiva razli¢itim patogenima, iritantima,
Stetnim materijama i dr. (Elsayed i dr., 2014). Ruthes i dr. (2013) pokazali su da vodeni i etanolni
ekstrakti (1—3), (1—6)-p-D-glukana, izolovani iz plodonosnog tela L. rufus imaju antiinflamatorni
efekat in vivo. Ovi autori su otkrili da u poredenju sa nerastvorivim glukanima, rastvorivi glukani
inhibiraju inflamatorni bol izazvan formalinom 1 zakljucili su da rastvorljivost, kao i grananje
glukana utic¢u na njihovu biolosku aktivnost. Pirogalol, fenol izolovan iz L. deliciosus pokazao je
antiinflamatornu aktivnost na RAW364.7 makrofagima (Moro i dr., 2012), dok etanolni ekstrakt
Russula virescens deluje antiinflamatorno (Hur i dr., 2012). Za pomenute bioloske aktivnosti nisu
pronadeni podaci da su ispitivani kod veéine testiranih vrsta, ali su predstavljeni podaci koji se
odnose na testirani rod.

1.4. Etarska ulja, njihovo poreklo i bioloska aktivnost

Etarska ulja su kompleksne smeSe aromaticnih 1 isparljivih jedinjenja koja nastaju kao
produkti sekundarnog metabolizma biljaka i dobijaju se iz razlicitih delova biljke (list, cvet, seme,
koren) (Bakkali i dr., 2008). Etarska ulja mogu se sintetisati u egzogenim (zlezdane dlake) i
endogenim (sekretorni kanali i Supljine) strukturama biljke. Primarna uloga etarskih ulja je ekoloska
i ogleda se u: zastiti biljaka od preteranog zagrevanja prilikom intenzivne insolacije, privlacenju
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oprasivaca, odbijanju herbivora, smanjivanju kompeticije alelopatskim delovanjem na druge biljne
vrste, a poznata je i njihova uloga u intra- i inter komunikaciji biljaka (Sharifi-Rad i dr., 2017).
Pored povoljnih efekata koje imaju za biljke koje ih sintetiSu, pokazano je da etarska ulja poseduju i
razli¢ite bioloske aktivnosti koje su povoljne i za ljude zbog Cega se primenjuju u tretmanu
razli¢itih bolesti kod ljudi i Zivotinja.

Origanum minutiflorum je visegodi$nja, aromati¢na biljka, sa periodom cvetanja od jula do
avgusta (Slika 6). Moze se naéi u istocno Mediteranskom regionu, vrsta je endemi¢na u Turskoj
(Sadikoglu i Ozhatay, 2015). Lokalno tursko stanovnisto ovu vrstu koristi u obliku zacina i ¢aja, u
cilju le¢enja prehlade, reumatizma i kao analgetik (Sadikoglu i Ozhatay, 2015).

Slika 6. Origanum minutiflorum, divlji origano, nadzemni deo biljke (preuzeto sa
https://www.rethinkoil.com/pages/origanum-minutiflorum).

Korijander (Coriandrum sativum) je jednogodi$nja, aromati¢na biljka, nativna u isto¢nom
Mediteranu, medutim danas je sveprisutna gajena biljka (Slika 7) (Mandal i Mandal, 2015). U
tradicionalnoj medicini se u vidu praska ili tinktura upotrebljava protiv gubitka apetita, za lecenje
konvulzija, nesanice, anksioznosti i respiratornih tegoba (kasalj i bronhitis) (Ugulu i dr., 2009;
Khan i dr., 2014; Mandal i Mandal, 2015).

Slika 7. Coriandrum sativum, Kkorijander, nadzemni deo biljke (preuzeto sa sajta
https://gobotany.nativeplanttrust.org/genus/coriandrum/).
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1.4.1. Hemijski sastav etarskih ulja

Sastav etarskih ulja, kao i1 koli¢ina variraju tokom zivotnog ciklusa biljke i1 zavise od brojnih
faktora, kao $to su: geneticke varijacije, ishrana biljke, lokalitet i vremenski uslovi tokom rasta,
izloZenost stresu usled rasta i sazrevanja; naCina branja i1 skladiStenja. Na sastav etarskih ulja uticaj
moze imati i deo biljke koji se koristi za ekstrakciju kao i metoda ekstrakcije i tip rastvaraca.
Etarsko ulje moze sadrzati od 20 do 60 razli¢itih komponenti koji se po svojim hemijskim
strukturama mogu svrstati u nekoliko hemijskih klasa (Bakkali i dr., 2008). Najcescée ih karakteriSu
dve, tri glavne komponente koje su zastupljene u prilicno visokim koncentracijama (20 — 70%) u
poredenju sa ostalim komponentama koje su mahom prisutne u manjim procentima ili u tragovima.
Terpeni i alifati¢na i aromati¢na jedinjenja su najzastupljenije komponente etarskih ulja (Bakkali i
dr., 2008; Eslahi i dr., 2018). Monoterpeni i seskviterpeni su najzastupljenije klase terpena u
etarskim uljima. Glavne komponente vecine ectarskih ulja ¢ine: monoterpenski ugljovodonici (p-
cimen, limonen, a-pinen i a-terpinen), oksidovani monoterpeni (kamfor, karvakrol, eugenol i
timol), diterpeni (cembren C, kauren, kamfen), seskviterpenski ugljovodonici (B-kariofilen,
germakren D, humulen), oksidovani seskviterpeni (kariofilen oksid, spatulenon), monoterpenski
alkoholi (geraniol, linalol, nerol), seskviterpenski alkoholi (paculol), aldehidi (kuminal, citral),
ketoni (acetofenon, benzofenon), laktoni (bergapten), fenoli (timol, karvakrol,eugenol, katehol),
estri (etil acetat, bornil acetat) i kumarini (fumarin, benzofuran) (Slika 8) (Swamy i dr., 2016).

Rod Origanum sadrzi 42 vrste koje su $iroko rasprostranjene u Mediteranskom regionu
(Sharifi-Rad i dr., 2017). O. vulgare je najviSe gajena vrsta origana. Osim ove vrste, naziv
“origano® se Koristi i za druge vrste roda koje su naSle Siroku upotrebu u industriji hrane i
fitoterapiji, a to su: Origanum onites — turski origano, O. majorana — slatki majoran, O.
minutiflorum — divlji origano i O. syriacum var. bevanii — izraelski origano (Lombrea i dr., 2020).
Hemijski sastav ulja kao 1 zastupljenost glavnih jedinjenja se razlikuje u odnosu na podrucje porekla
biljke. Pa tako, etarsko ulje origana (O. vulgare) dobijeno iz biljaka sakupljenih u Italiji bogato je
timolom, karkvakrolom, linalil acetatom i y-terpinenom (De Mastro i dr., 2017), dok je u uzorcima
poreklom iz Portugala dominantno jedinjenje B-fenhil alkohol pored timola, karkvakrola i vy-
terpinena (Teixeira i dr., 2013). Etarsko ulje iz biljaka poreklom iz Crne Gore se jo§ vise razlikuje u
svom sastavu od prethodno navedenih i njihove glavne komponente su: linalil acetat, germacren D,
B-kariofilen, 1 a-terpineol (SteSevi€ 1 dr., 2018). Takode, razlike u sastavu etarskog ulja zavise 1 od
dela biljke koji se koristi za destilaciju. Pa tako, ulje dobijeno iz stabljika biljke je siromasnije
monoterpenima u odnosu na ulje dobijeno iz listova (Khan i dr., 2019). Hemijske analize etarskih
ulja dobijenih iz razli¢itih vrsta roda Origanum su pokazale da su njihove glavne komponeste
karvakrol, timol i p-cimen (Stefanakis i dr., 2013). Karvakrol (monoterpenoidni fenol) je jedinjenje
koje je najzastupljenije u etarskom ulju O. minutiflorum a na njegovu zastupljenost najvise utice
vreme destilacije (Sokmen i dr., 2020). Toker i dr., (2017) utvrdili su da se prinos etarskog ulja
smanjuje sa duzinom trajanja destilacije, dok se procenat karvakrola u ulju povecava.

lako su svi delovi biljke Coriandrum sativum jestivi, u ishrani se najcesce koriste svezi ili
suseni listovi koji su bogati proteinima, vitaminima (A, B2, B3, C), mineralima (Ca, P i Fe),
vlaknima i ugljenim hidratima. Listovi i seme korijandera su bogati i etarskim uljem koje daje
specifican ukus hrani zbog svog intenzivnog mirisa, i zato se puno koristi kao za¢in (Mandal i
Mandal, 2015). Etarsko ulje korijandera se moze naéi u slobodnoj prodaji kao suplement (dodatak
ishrani) 1 preporuc¢ena dnevna doza za odraslu osobu je 600 mg (EFSA, 2013). Prema navodima
Ganesana 1 dr. (2013), zreli listovi korijandera sadrze visok procenat vode (87,9%), zatim 3,3%
proteina, 6,5 % ugljenih hidrata i 1,7% pepela, dok je seme bogato i lipidima, 19 — 28%. Seme
korijandera sadrzi oko 0,2 — 1,5% isparljivog ulja i 13 — 20% masnih kiselina. Najzastupljenije
masne Kiseline u etarskom ulju semena korijandera su: petroselinska, linolenska, oleinska,
palmitinska 1 stearinska kiselina (Mandal i Mandal, 2015). Etarsko ulje dobijeno iz semena
korijandera se razlikuje po hemijskom sastavu od etarskog ulja dobijenog iz listova (Laribi i dr.,
2015). Ulje dobijeno iz zrelih i osusenih semena je bledo zute boje ili bezbojno, karakteristicnog
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mirisa i blagog ukusa i najzastupljenija komponenta je linalol (monoterpenski alkohol). Dok se ulje

dobijeno iz sveze biljke odlikuje neprijatnim mirisom za koji su odgovorni alifati¢ni aldehidi
(Burdock i dr., 2009).

karvakrol timol p-cimen linalol

Slika 8. Hemijske strukture odabranih komponenti etarskih ulja (strukture preuzete sa:
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/).

1.4.2. Medicinski znacaj etarskih ulja

Lekovite i aromati¢ne biljke smatraju se vaznim resursom u farmaceutskoj i kozmetickoj
industriji. Procenjuje se da vise od 80% svetske populacije u svom le€enju koristi tradicionalne
biljne lekove (Swamy i dr., 2016). Poslednjih godina, proizvodi na bazi etarskih ulja su sve vise
zastupljeni u farmaceutskoj i kozmeti¢koj industriji (Swamy i dr., 2016). Mnogobrojne studije su
pokazale da etarska ulja origana i korijandera poseduju Sirok spektar bioloskih aktivnosti,
ukljucujuéi antimikrobnu, antioksidantu, antitumorsku, antihiperglikemijsku, insekticidnu i dr.
(Laribi i dr., 2015; Pezzani i dr., 2017).

1.4.2.1.Antimikrobna i antibiofilm aktivnost etarskih ulja

Antimikrobni potencijal etarskih ulja zavisi od kvalitativnog i kvantitativnog sastava
aktivnih komponenti (Nazzaro i dr., 2013). Zbog razlika u gradi ¢elijskog zida G (+) i G (-)
bakterija, antibakterijska aktivnost ulja moze biti razli¢ita (Raut i Karuppayil, 2014). Zahvaljujuci
svojoj lipofilnoj prirodi, etarska ulja lako prodiru kroz membrane bakterijskih ¢elija, narusavajuci
njihov integritet i dovode¢i do njihove vece propustljivosti (gubitka jona i curenja celijskih
komponenti) (Slika 9). (Oussalah i dr., 2006; Saad i dr., 2013; Raut i dr., 2014). Antibakterijski
potencijal etarskih ulja povezan je i sa redukcijom membranskog potencijala, ometanjem rada
protonskih pumpi i troSenjem ATP-a (Turina i dr., 2006). Etarsko ulje origana u potpunosti inhibira
produkciju enterotoksina vrste Staphylococcus aureus. Prema navodima, Albayrak i Aksoy, (2019)
ekstrakt O. minutiflorum poseduje znacajnu antimikrobnu aktivnost protiv G (+) i G () bakterija.
Niz studija ukazuje da etarsko ulje semena korijandera ispoljava dobru antibakterijsku aktivnost na
veliki broj bakterija, ukljucujuci vrste roda Streptococcus, Lactobacilli i Staphylococcus (Casetti i
dr., 2012; Pawar Vinita i dr., 2013; Thompson i dr., 2013).

Zabelezeno je da i1 pojedinac¢ne komponente etarskih ulja mogu imati dobru antibakterijsku
aktivnost. Tako npr. karvakrol uti¢e na ¢elijsku membranu menjaju¢i sastav masnih kiselina, §to
dovodi do povecanja permeabilnosti membrane. Takode, karvakrol inhibira i sintezu flagelina,
proteina zaduzenog za pokretljivost bakterija (Swamy i dr., 2016). Dok su Ultee i Smit (2001, 2002)
pokazali da karvakrol indukuje curenje i gubitak ATP-a iz ¢elija, a dovodi i do inhibicije produkcije
toksina kod vrste Bacillus cereus.

Kod kvasnica, etarska ulja prodiru kroz ¢elijsku membranu i1 narusavaju proizvodnju ATP-a,
Sto dovodi do ostecenja celijske membrane (Aleksi¢ i1 dr., 2014). Kada su u pitanju filamentozne
gljive etarska ulja prodiru kroz ¢elijski zid i plazma mebranu $to dovodi do promena u protoku
elektrona i utiCe na sadrzaj proteina, lipida i nukleinskih kiselina u ¢elijama (Swamy i dr., 2016).
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Takode, ulja mogu uticati i na depolarizaciju mitohondrija, ¢ime smanjuju membranski potencijal.
Ovakva promena u fluidnosti membrana moze uzrokovati curenje elektrolita, ometati funkciju
citohroma C, metabolizam proteina i koncentraciju kalcijumovih jona. Poremecaj permeabilizacije
membrane mitohondrija moZe rezultirati apoptozom ili nekrozom ¢elija (Swamy i dr., 2016). U
literaturi se navode podaci da ulja korijandera i divljeg origana pokazuju i dobru antifungalnu
aktivnost (Freires i dr., 2014; Albayrak i Aksoy, 2019).
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Slika 9. Mehanizmi antimikrobne aktivnosti etarskih ulja (preuzeto i modifikovano iz Alves
Carneiro i dr., 2020).

Etarska ulja mogu uticati na razvoj biofilma blokadom quorum sensing sistema ili
ometanjem pokretljivosti bakterija (Nazzaro i dr., 2013). U zavisnosti od pokazane antibiofilm
aktivnosti etarska ulja u budu¢nosti mogu naci razlicitu terapijsku primenu. Tako, etarska ulja koja
inhibiraju stvaranje biofilma mogu se koristiti u profilaksi hirurske ugradnje razli¢itih implanta, dok
se etarska ulja koja imaju uticaj na ve¢ formirani biofilm mogu primenjivati, u kombinaciji sa
antibioticima, u lefenju infekcija povezanih sa biofilmom. Etarska ulja razliitih vrsta roda
Origanum (O. vulgare, O. majorana) pokazala su veliki potencijal u inhibiranju i potpunom
uklanjanju (eradikaciji) meticilin-rezistentnog Staphylococcus aureus (MRSA) biofilma (Lu i dr.,
2018; Ben Abdallah i dr., 2020). Nosiocem antibiofilm aktivnosti O. majorana smatra se terpinen-
4-ol (Ben Abdallah i dr., 2020). Furletti i dr. (2011) navode da etarsko ulje korijandera efikasno
inhibira stvaranje Candida albicans biofilma.

1.4.2.2.Antioksidativna aktivnost etarskih ulja

Dosada$nja istrazivanja ukazuju da je upotreba biljaka, posebno zalinskih, kao izvora
antioksidanasa obecavajuca alternativa sintetickim antioksidansima (Nadeem i dr., 2013). Dokazano
je da su flavonoidi, terpeni i fenoli odgovorni za snaznu antioksidantnu aktivnost etarskih ulja
(Miguel, 2010; Raut i Karuppayil, 2014). Dve glavne komponente etarskih ulja kod vrsta iz rodova
Thymus i Origanum, timol i karvakrol, poseduju snaznu antioksidativnu aktivnost (Miguel, 2010).
Medutim, vec¢i antioksidantni potencijal imaju ekstrakti listova korijandera nego ekstrakt semena
(Nadeem i dr., 2013). Prema Darughe i dr. (2012) kampfor, limonen, geraniol i o-pinen su
komponente odgovorne za antioksidativnu aktivnost etarskog ulja korijandera.
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1.4.2.3.Antitumorska aktivnost etarskih ulja

Danas je Cesta primena hemioterapije, ¢iji je najveéi izazov inhibicija dalje proliferacije
malignih ¢elija koja dovodi do progresije kancera, ali neminovno je prate i nusefekti. Savremena
istrazivanja su pokazala da etarska ulja mogu smanjiti proliferaciju malignih cCelija, razvoj
metastaza tumora i rezistenciju malignih ¢elija na lekove, $to ih ¢ini potencijalnim pomoénim
sredstvima u tretmanu malignih oboljenja (Gautam i dr., 2014). Mehanizmi antitumorske aktivnosti
etarskih ulja se baziraju na apoptozi ¢elija i DNK reparaciji $to je prikazano na Slici 10 (Gautam i
dr., 2014). Raut i Karuppayil (2014) su pokazali da etarska ulja dovode do smanjenja malignih
tumora kao $to su: gliom, tumor dojke, pluca, tumor jetre, zeluca itd. Terpenoidi i polifenoli
etarskih ulja indukuju apoptozu i nekrozu tumorskih ¢elija 1 na taj nacin dovode do prevencije dalje
proliferacije tumorskih ¢elija (Bakkali i dr., 2008). Pokazano je da ulja predstavnika roda Origanum
(O. vulgare, O. minutiflorum) poseduju citotoksi¢nu aktivnost protiv velikog broja ¢elijskih linija,
kao §to su: karcinom dojke (MCF-7), adenokarcinom pluca (A549) i hepatocelularni karcinom
(HepG2), kao i akutne T limfoblastne leukemije (CEM) (Pezzani i dr., 2017; Sokmen i dr., 2020).

ETARSKO MCAELLI?:A ETARSKO
ULJE ULJE

PROLIFERACIJA METASTAZE
MALIGNIH MALIGNIH
CELIJA CELIJA
) \
L Progrecsilf(zlluzzlljskog DNK reparacija Angiogeneza L Multirezistencija

Slika 10. Mehanizmi antitumorske aktivnosti etarskih ulja ukljucuju apoptozu celija i DNK
reparaciju (preuzeto i modifikovano iz Gautam i dr., 2014).

1.4.2.4.Ostale aktivnosti etarskih ulja

Etarska ulja i njihove komponente, osim aktivnosti koje su opisane u prethodnim odeljcima,
poseduju i druge aktivnosti koje nisu bile predmet ove doktorske disertacije. Smatra se da su
monoterpeni, seskviterpeni i fenilpropanoidi odgovorni za inhibiciju replikacije virusa (Astani i dr.,
2011). Imajuéi u vidu hemijski sastav etarskih ulja pokazano je da ulje origana ima i antivirusnu
aktivnost protiv adenovirusa tip 3, poliovirusa i koksaki virusa grupe B (Reichling i dr., 2009).
Kombinacija etarskih ulja cimeta, kima, komoraca, origana i mirte u in vivo uslovima poseduje
antidijabetsku aktivnost jer smanjuje nivo glukoze kod pacova obolelih od dijabetesa tipa 2 (Talpur
i dr., 2005). Takode, zabelezeno je da odredena etarska ulja mogu imati i antimutagenu aktivnost.
Tako su etarska ulja Helichrysum italicum, Ledum groenlandicum, Cinnamomum camphora i
Origanum compactum pokazala antimutagenu aktivnost na indukovane mutacije kod Drosophila
melanogaster (Idaomar i dr., 2002; Mezzoug i dr., 2007). Brojne studije pokazuju da ekstrakti i
etarsko ulje korijandera poseduju antiinflamatornu aktivnost (Reuter i dr., 2008; Wu i dr., 2010).
Ulje korijandera poseduje i antihiperglikemijski potencijal jer stimuliSe sekreciju insulina koji utice
na poboljsanje koriS¢enja glukoze kao izvora energije u misi¢ima (Pandeya i dr., 2013). Dok ulje iz
semena korijandera je u in vivo studiji uticalo na metabolizam lipida, smanjujuci nivo lipoproteina
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male gustine (LDL) i lipoproteina vrlo male gustine (VLDL) (Dhanapakiam i dr., 2008; Gupta i dr.,
2010). Takode, u in vivo studiji, pokazano je da ulje korijandera pozitivno uti¢e i na memoriju
AB(1-42) pacova (model sistem za ispitivanje Alchajmerove bolesti) koji su bili inhalirani 21 dan

ovim uljem (Cionca i dr., 2013).
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2.

CILJEVI ISTRAZIVANJA

Na osnovu svega prethodno navedenog o hroni¢nom tonzilitisu i bioloskoj aktivnosti

makromiceta i etarskih ulja, definisani su slede¢i nau¢ni ciljevi:

prikupljanje demografsko-epidemioloskih i klini¢kih podataka o pacijentima sa HT i
postoperativno uzorkovanje tkiva tonzila;

izolacija i identifikacija mikroorganizama iz tonzilarnog tkiva i njegova histoloska analiza;
sakupljanje plodonosnih tela makromiceta sa terena u Srbiji i identifikacija vrsta: Armillaria
mellea (Vahl) P. Kumm.; Lactarius piperatus (L.) Pers.; Lactarius quietus (Fr.) Fr.;
Lactarius vellereus (Fr.) Fr.; Russula integra (L.) Fr.; Russula nigricans (Bull.) Fr.; Russula
rosea Pers.;

odredivanje nutritivne vrednosti plodonosnih tela proucavanih vrsta i1 karakterizacija
odabranih tokoferola, prostih organskih, fenolnih i masnih kiselina;

hemijska analiza komercijalnih etarskih ulja Origanum minutiflorum O.Schwarz &
P.H.Davis (divlji origano) i Coriandrum sativum L. (korijander);

ispitivanje antibakterijske i antibiofilm aktivnosti ekstrakata makromiceta i etarskih ulja;
ispitivanje antioksidantne aktivnosti ekstrakata makromiceta i etarskih ulja;

odredivanje citotoksi¢ne aktivnosti ispitivanih ekstrakata i etarskih ulja na odabranu
tumorsku celijsku liniju humanog porekla NCI-H460 (karcinom nemalih ¢elija pluca) i
netumorske ¢elije svinjske jetre (PLP2).
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3. MATERIJAL | METODE
3.1.  Metodologija istraZivanja
Istrazivanje je uradeno u periodu od 2017 — 2020 godine i sastoji se iz Cetiri dela:

(i) Prvi deo istrazivanja je obuhvatao prikupljanje demografsko-epidemioloskih i klini¢kih
podataka o pacijentima. Postoperativno sakupljanje tkiva tonzila (adenoida i nepcanih tonzila)
pacijenata kod kojih je prethodno dijagnostifikovan hroni¢ni tonzilitis (HT), a na osnovu preporuka
klinickog vodi¢a (Baugh i dr., 2011). Studija je obuhvatila analizu podataka 75 pacijenta, starosti od
3 — 40 godina, sakupljenih u vremenskom periodu od januara 2017. do decembra 2018 godine. Ovaj
deo studije odobren je od strane strane Etickog odbora Klinicko bolni¢kog centra (KBC) Zvezdara
(Prilog 1).

(i) Drugi deo istrazivanja je obuhvatao obradu tkiva tonzila, izolaciju i identifikaciju
mikroorganizama kao i analizu patohistoloskih promena u operativhom hirurSkom materijalu
tonzila;

(ili) Tre¢i deo istrazivanja je obuhvatio sakupljanje i identifikaciju zeljenih vrsta
makromiceta sa terena u Srbiji;

(iv) Cetvrti deo istrazivanja podrazumevao je hemijsku karakterizaciju ekstrakata
plodonosnih tela odabranih makromiceta i etarskih ulja, kao i in vitro ispitivanje njihove bioloske
aktivnosti u tretmanu protiv prethodno izolovanih uzro¢nika hroni¢nog tonzilitisa.

IstraZivanje je sprovedeno na:
(i) Klinici za uvo, grlo i nos, KBC Zvezdara, Beograd;

(i 1 1v) Odeljenju fiziologije biljaka, Instituta za bioloska istrazivanja “SiniSa Stankovi¢” —
Instituta od nacionalnog znacaja za Republiku Srbiju (IBISS) i delom u Mountain Research Center -
u, Politehnicki Institut Braganca, Portugal.

(iii) na terenima u Srbiji i u Mikoloskoj laboratoriji, Odeljenja fiziologije biljaka, IBISS
3.2.  Selekcija ispitanika

U istrazivanju je ucestvovalo 75 pacijenata sa HT. Prvu grupu su ¢inili pacijenti uzrasta 16 —
40 godina (Grupa I, n=30) kod kojih je izvrSena tonzilektomija nepcanih tonzila. Drugu grupu ¢inili
su pacijenti uzrasta 3 — 16 godina (Grupa Il, n=45) kod kojih je pored tonzilektomije uradena i
adenoktomija (hirursko uklanjanje adenoida). Pacijenti iz druge grupe su zatim podeljeni u 3
podgrupe na osnovu tkiva tonzila koje je uzorkovano: Grupa Ila, n=27, uzorak: nepcane tonzile;
Grupa b, n=4, uzorak: adenoid i nepcane tonzile; Grupa llc, n=14, uzorak: adenoid (Slika 11).
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KLINICKI PREGLED (n=75)

PRIKUPLJANIJE
EPIDEMIOLOSKIH PODATAKA
(popunjavanje upitnika)
(n=75)
Grupa I Grupa I1
« n=30 i :
< >+ Starost: <16 godina

» Starost: >16 godina

< ; * uzorak: nepcane tonzile i
* uzorak: nepcane tonzile

adenoid I
. n=§;7rupa IIa .. =‘(‘}rupa I1b Grupalic
* uzorak: nepcane * uzorak: nep¢ane : 3::;:&' adsnoid
tonzile tonzile i adenoid '

Slika 11. Dizajn studije — podela ispitanika po grupama

Selekcija ispitanika je vrSena na osnovu inkluzionih i ekskluzionih kriterijuma prikazanih u
Tabeli 1. Za prikupljanje svih neophodnih podataka koris¢en je prethodno dizajniran Upitnik za
ispitanike (Prilog 2).

Tabela 1. Inkluzioni i ekskluzioni kriterijumi

Grupa | Grupa ll

inkluzioni kriterijumi inkluzioni kriterijumi
- pacijenti >16 god., - pacijenti <16 god.,
- upala grla >3 puta godisnje, - upala grla i usiju” >3 godisnje,
- dugotrajna upotreba antibiotika u lecenju HT, - dugotrajna upotreba antibiotika u lecenju HT,
- bol u grlu, - bol u grlu,
- oteZano gutanje, - otezano gutanje i disanje
- prisustvo gustog sekreta u grlu, - prisustvo gustog sekreta u grlu i nosu”,
- neprijatan zadah, - hrkanje,
- hiperemicne , hipertrofi¢ne, kripti¢ne tonzile sa - kaSalj,
- detritusom u kriptama, - asimetri¢ne reznjevite tonzile uz hiperemiju
- asimetri¢ne, neravne tonzile sa hiperemijom nepcanih lukova,
nepcanih lukova. - zamuéena i netransparentna bubna opna .

ekskluzioni kriterijumi

- akutna upala sluznice grla,

- tekuca terapija antibioticima,
- febrilna stanja,

- imunodeficijenta stanja.

“kriterijum za adenoktomiju.
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3.2.1. Mikrobioloska analiza

Izbor hranljivih podloga za izolaciju bakterija; postupak izolacije bakterija i metoda
koris¢ena za identifikaciju izolata.

3.2.2. Hranljive podloge

Za izolaciju mikroorganizama iz tkiva tonzila koris¢ena je gotova krvna podloga (Torlak,
Beograd, Srbija), cokoladni agar (Promedia, Srbija) 1 Triptic Soya Agar (TSA) (Torlak, Beograd,
Srbija). Triptic Soya Broth (TSB) (Torlak, Beograd, Srbija) hranljivi medijum (Tabela 2) koris¢en
je za ispitivanje antimikrobne aktivnosti, dok je TSB sa 2% glukoze, medijum koriS¢en za
ispitivanje antibiofilm aktivnosti. TSA, TSB i TSB sa 2% glukoze su pripremljeni rastvaranjem
praha podloge u zagrejanoj destilovanoj vodi, nakon ¢ega su hranljivi medijumi sterilisani u
autoklavu.

Tabela 2. Sastav podloga

Krvni agar Cokoladni agar
Triptozni pepton Torlak 20,09 Enzimski hidrolizat kazeina 750
Ekstrakt kvasca 300 Ekstrakt mesa 750
Natrijum-hlorid 500 Natrijum hlorid 590
Agar 15,09 Dikalijum fosfat 49
Sterilna defibrinisana krv 5-7% Kukuruzni skrob 1g
Destilovana voda 1L Monokalijum fosfat 1g
pH=7,2+0,2 Agar 12 g
Triptic Soya Agar /Broth (TSA/TSB) Hemoglobin 10 g
Kazein 1509 Vitamin b12 1mg
Pepton 509 NAD (Koenzim I) 2,5mg
Agar’ 15,0 g L-glutamin 100 mg
Natrijum-hlorid 5049 Kokarboksilaza 0,1 mg
Destilovana voda 1L Adenin sulfat 10 mg
pH=7,3%0, 2 Gvozde nitrat 0,2 mg
Guanin hidrohlorid 0,3 mg
Tiamin hidrohlorid 0,03 mg
p-Aminobenzoeva kiselina (PABA) 0,130 mg
L-Cistein hidrohlorid 259 mg
L-Cistin 11 mg
Dekstroza 19
Bacitracin 50,000 U
pH=7,3+0,2

“koristi se samo za pripremu TSA hranljive podloge
3.2.3. Obrada tkiva i izolacija bakterija

Nakon tonzilektomije/adenoktomije tkiva su transportovana u sterilnim uslovima (sterilne
petri ¢ase ispunjene sterilnim fizioloSkim rastvorom) do IBISS-a. U sterilnim uslovima, tkivo je
hiruski resecirano i isecci su zasejavani na hranljive podloge (krvni i Cokoladni agar). Petri Solje sa
zasejanim tkivom inkubirane su na 37 °C a razvoj kolonija je posmatran nakon 24 i 48 sati.
Kolonije su presejavane na krvni agar i TSA podlogu u cilju dobijanja Cistih kultura. Zasejane
kolonije inkubirane su 24 h na 37 °C i dobijene Ciste kulture su koris¢ene za identifikaciju do nivoa
vrste.
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3.2.4. ldentifikacija bakterija koriS¢enjem MALDI TOF (Matrix Assisted Laser Desorption
and lonization Time-Of-Flight) masene spektrometrije

Identifikacija izolovanih sojeva izvrSena je primenom aparata Vitek MS (bioMérieux,
Marcy I’Etoile, Francuska) prema metodi Dubois i dr., (2012). Princip rada MALDI masene
spektrometrije podrazumeva 3 koraka: pripremu uzoraka, desorpciju uzorka i matrice pomocu
lasera i protonizaciju/jonizaciju uzorka. Deo pojedinacne kolonije, nanesen je sterilnim Stapi¢em na
metalnu plo€icu na koju je dodat 1 pulL matriksa — a - cijano-4-hidroksicimetna kiselina (VITEK MS
- CHCA, bioM¢érieux, Marcy I’Etoile, Francuska). Nakon suSenja (I — 2 minuta) na sobnoj
temperaturi, uzorak i matriks kristaliSsu na plocici i zatim se ploCica stavlja u aparat i dobijeni
podaci se analiziraju primenom VITEK MS baze podataka. Razdvajanjem proteina prema odnosu
mase 1 naboja tokom dejonizacije dobijen je profil proteina (mass spectral fingerprinting). Pikovi
dobijenog profila za odredeni izolat poredeni su sa poznatim profilima proteina dostupnim u
VITEK bazi podataka na osnovu kojih je izvrSena precizna identifikacija mikroorganizma. Za
VITEK MS pouzdana identifikacija je postignuta ukoliko je sli¢nost u profilima >90 %. Rezultati
izmedu 60 % i 80 % smatrani su rezultatima sa niskom pouzdano$éu i mogu se upotrebiti jedino za
identifikaciju roda, dok su rezultati < 60 % smatrani nepouzdanom identifikacijom. MALDI TOF
analiza je radena na VITEK MS modelu koji je opremljen sa pulsnim (50 Hz) azotnim laserom koji
emituje svetlost na 337 nm. Analizator TOF je bio podesen da radi u reflektornom rezimu.

3.2.5. Histoloska analiza

Iz hirurski reseciranog materijala za histoloSku analizu su uzimani isecci debljine 5 do 10
mm. Uzorci su fiksirani u 10% puferisanom formalinu tokom 12 ¢asova, dehidrirani u alkoholima
rastuce koncentracije, prosvetljeni u hloroformu, prozeti i ukalupljeni u parafin 1 se¢eni na kliznom
mikrotomu (Leica CM1850, Germany) na serijske preseke debljine od 4um, zatim deparafinisani i
bojeni hematoksilin-eozin (H&E) i PAS (Periodic acid-Schiff) metodama (Bancroft i dr., 2013).
Histoloski preparati su posmatrani pod mikroskopom (Olympus BX50) kako bi se uocile,
analizirale i opisale promene tkiva nastale usled upalnog procesa.

3.3.  Sakupljanje makromiceta

Za hemijsku karakterizaciju i analizu bioloske aktivnosti ekstrakata makromiceta sakupljana
su plodonosna tela sa razlicitih lokaliteta u Republici Srbiji. Identifikacije makromiceta su vrSene na
osnovu makroskopskih i mikroskopskih karakteristika plodonosnih tela, poredenjem sa dostupnim
kljucevima za identifikaciju gljiva (Phillips, 2006; HadZi¢ i Vukojevi¢, 2008). Sveza plodonosna
tela su, nakon identifikacije, zamrznuta na -20 °C, liofilizovana (LH Leybold, Lyovac GT2,
Frankendorf, Switzerland), samlevena do finog praha i do analize skladiStena na 4 °C.

3.3.1. Priprema ekstrakata

Za identifikaciju fenolnih jedinjenja 1 za ispitivanje bioloSke aktivnosti odabranih
makromiceta kori$¢eni su metanolni (ME) i etanolni (EE) ekstrakti plodonosnih tela izabranih vrsta.
Ekstrakti su pripremljeni prema opisanim procedurama Cheng i dr. (2008) i Vaz i dr. (2010).

3.3.1.1.Priprema metanolnog ekstrakta

Usitnjeno plodonosno telo (~ 10 g praha) homogenizovano je sa 240 mL metanola preko
no¢i na -20 °C (Vaz i dr., 2010). Dobijeni ektrakt je zatim sonifikovan 15 minuta u ultrazvu¢nom
kupatilu (Bandelin sonorex, Berlin, Germany); centrifugiran 10 minuta na 4000 g (Heraeus biofuge
stratos centrifuge, Thermo electron corporation, MA, USA) na temperaturi od 4 °C i filtriran kroz
Whatman No. 4 filter papir. Talog je reekstrahovan u ultrazvu¢nom kupatilu tri puta sa po 100 mL
metanola. Dobijeni supernatant je uparen do suvog ostatka na 40 °C koriS¢enjem rotacionog
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vakuum uparivac¢a (Biichi R-210, Flawil, Switzerland). Uzorak je skladiSten na 4 °C do dalje
upotrebe.

3.3.1.2.Priprema etanolnog ekstrakta

Usitnjeno plodonosno telo (~ 10 g praha) je homogenizovano sa 340 mL destilovane vode
tokom 2 h na magnetnoj mesalici (Velp Scientifica, SRL, Italy) (Cheng i dr., 2008). Ektrakt je zatim
filtriran kroz papir Whatman No. 4, a talog reekstrahovan jo§ dva puta sa ukupno 340 mL
destilovane vode. Dobijeni supernatant je zamrznut na -20 °C i liofilizovan (LH Leybold, Lyovac
GT2, Frankendorf, Switzerland). Liofilizatu je dodato 70 mL 95% etanola radi prekono¢ne
precipitacije polisaharida na 4 °C. Ekstrahovani polisaharidi su sakupljeni centrifugiranjem na 3100
g (Heraeus biofuge stratos centrifuge, Thermo Electron Corporation, MA, USA) tokom 40 minuta
na temperaturi 4 °C, nakon Cega je uzorak ponovo filtriran kroz Whatman No. 4 filter papir.
Dobijeni supernatant predstavlja etanolni ekstrakt, koji je dalje uparen na 40 °C do suvog ostatka
koriS¢enjem rotacionog vakuum uparivaca (Biichi R-210, Flawil, Switzerland). Uzorak je skladiSten
na 4 °C do dalje upotrebe.

3.4. Hemijska analiza bazidiokarpa testiranih makromiceta

Za ove analize su koriS¢ene metode za odredivanje nutritivne vrednosti, kao 1 metode za
analizu Secera, tokoferola, organskih kiselina, fenolnih jedinjenja i masnih kiselina iz plodonosnih
tela testiranih makromiceta.

3.4.1. Odredivanje nutritivne vrednosti

Prema procedurama koje preporuCuje Asocijacija Analitickih Hemicara (Association of
Official Analytical Chemists — AOAC), odreden je ukupni sadrzaj: masti, proteina, ugljenih hidrata,
pepela, kao i energetska vrednost plodonosnih tela testiranih makromiceta (Horwitz i Latimer,
2016).

Za potrebe odredivanja ukupnog sadrzaja masti od bazidiokarpa pripremljen je petroleumski
ekstrakt u Soksletovom aparatu. Prethodno pripremljeni prah uzorka makromicete (2 g) uronjen je u
petroleumski ekstrakt 7 sati na temperaturi 1200 °C, nakon cega je rastvara¢ uklonjen vakuum
uparivacem (Biichi R210, Flawil, Switzerland). Dobijeni te¢ni sadrzaj je drzan u susnici 24 — 48
sati, dok te¢nost ne ispari. Sadrzaj masti je izmeren u suvom ostatku.

Metodom po Kjeldalu odreden je ukupni sadrzaj proteina u bazidiokarpu. Metoda ukljucuje
digestiju organske materije koja podrazumeva mesSanje praha gljive (0,50 g) sa kataliziraju¢im
agensom K,S0,/CuSO, (14,15 g) 1 99% H,SO, (15 mL) u balonu po Kjeldalu, destilaciju
amonijakom 1 titraciju sumpornom kiselinom. Smesa je inkubirana u digestoru na 406 °C tokom 70
minuta do potpunog razlaganja organskih materija. Destilacija i titracija su obavljene u
automatskom destilatoru (model Pro-Nitro M Kjeldahl Steam Distillation System, Barcelona,
Spain).

Odmereni uzorak bazidiokarpa (0,50 g praha) je u porcelanskoj posudi izlozen temperaturi
od 550 °C u peénici do potpunog sagorevanja (SNOL 13/1100 LHMOI1, Snol term, Utena,
Lithuania). Nakon postizanja sobne temperature, ponovo je izmeren sadrzaj posude. Sadrzaj pepela
je izracunat oduzimanjem dobijene vrednosti od pocetne izmerene vrednosti praha.

Vrednost ukupnih ugljenih hidrata dobijena je koriS¢enjem obrasca prema Manzi i dr.
(2004):

Ukupni sadrzaj ugljenih hidrata = 100 — (sadrZaj proteina + sadrZaj masti + sadrZaj pepela)
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Dobijene vrednosti masti, proteina, pepela i ugljenih hidrata sadrzanih u bazidiokarpu
testiranih makromiceta izrazene su u g/100 g suve mase bazidiokarpa.

Energetska vrednost (E) makromiceta izraCunata je prema obrascu:
E (kcal) = 4 X (g proteina + g ugljenin hidrata) + 9 X (g masti)
Dobijene vrednosti su izrazene u kcal/100 g suve mase bazidiokarpa.
3.4.2. Priprema uzoraka i HPLC analiza Sefera

Sadrzaj Secera je odreden metodom tecne hromatografije pod visokim pritiskom (High
Pressure Liquid Chromatography, HPLC, Knauer, Smartlyne system 1000; Berlin, Germany) uz
detektor refrakcionog indeksa (Refraction Index-RI, Knauer, Smartlyne 2300; Berlin, Germany).

Prah bazidiokarpa makromicete (~ 1 g) je tretiran sa 40 mL 80% etanola na 80 °C tokom 90
minuta, a zatim je centrifugiran 10 minuta na 15,000 g (Centurion K24O0R refrigerated centrifuge,
West Sussex, UK). Supernatant je koncentrovan na 60 °C pod smanjenim pritiskom i odmaséen
ispiranjem tri puta sa po 10 mL etil-etra sa ciljem razdvajanja faza. Gornja faza je koncentrovana na
40 °C do suvog ostatka koji je rastvoren u vodi (5 mL), filtriran kroz jednokratne filtere 0,22 um LC
(Liquid Chromatography) i analiziran putem HPLC (Barros i dr., 2008a). Kao interni standard
kori$¢ena je rafinoza (IS, 5 mg/mL) (Barros i dr., 2008a).

HPLC oprema za analizu je sadrzala integrisani sistem sa Smartline pumpom 1000, sistem
za degasiranje (Smartline manager 5000), detektor refrakcionog indeksa (2300 RI detektor; Knauer,
Germany) i sistem za automatsko uzorkovanje (autosampler AS-2057; Jasco, Japan). Dobijeni
podaci su analizirani programom Clarity 2.4 Software (DataApex). Hromatografsko razdvajanje
postignuto je uz izokratsku eluciju kolonom Eurospher 100-5 NH2 (4,6 mm x 250 mm x 5 mm,
Knauer) na 35 °C (7971R Grace oven). Mobilna faza je sadrzala smeSu acetonitrila i dejonizovane
vode u odnosu 7:3 (v/v), zapremina ubrizganog uzorka je iznosila 20 pL, a protok 1 mL/min. Seéeri
su identifikovani poredenjem retencionih vremena pikova (retention time — RT) uzoraka sa
standardima, kvantifikovani metodom unutrasnjeg standarda, a dobijene vrednosti su izraZzene u
9/100 g suve mase bazidiokarpa.

3.4.3. Priprema uzoraka i HPLC analiza tokoferola

Prema metodi Heleno i dr. (2010) izvrSena je identifikacija i odreden sadrzaj 4 izoforme
tokoferola (a-, PB-, y- 1 O-tokoferol). Za ekstrakciju tokoferola, koriS¢eno je 0,5 g praha
homogenizovanih plodonosnih tela sa dodatkom 100 pL rastvora butil-hidroksitoluena (10 mg/mL
BHT), 250 pL internog standarda 6-tokoferola (rastvoren u heksanu, 50 pug/mL), 4 mL metanola, 4
mL n-heksana i 2 mL zasi¢enog rastvora NaCl, pre same analize. Rastvor BHT je dodat radi
sprecavanja oksidacije tokoferola, a interni standard radi unapredenja preciznosti metode. Nakon
dodavanja svakog rastvora uzorak je vorteksovan 60 s radi homogenizacije. SmeSa je ponovo
homogenizovana (60 s) i centrifugirana (5 min, 600 rpm). Nakon toga supernatant je pipetiranjem
odvojen u odgovaraju¢i sud. Postupak je ponovljen jo§s 2 puta. Uzorku je dodat dehidriran
anhidrovani natrijum-sulfat, a zatim je supernatant uparen u struji azota. Uparenom uzorku dodat je
I mL heksana, zatim filtriran kroz 0,22 pm LC filter (Liquid Chromatography), prebacen u tamni
injekcioni Spric, ubrizgan i analiziran na HPLC uredaju.

HPLC oprema za analizu tokoferola sastojala se od integrisanog sistema sa Smartline
pumpom 1000 (Knauer, Nemacka), sistema za degasiranje (Smartline manager 5000), sistema za
automatsko uzorkovanje (autosampler) i UV detektora na 295 nm (Knauer, Nemacka), povezanih u
nizu sa FP-2020 fluorescentnim detektorom (Jasco, Japan). Detektor je programiran za ekscitaciju
na 290 nm 1 emisiju na 330 nm. Dobijeni podaci su analizirani koriS¢enjem programa Clarity 2.4
Software (DataApex). Hromatografsko razdvajanje je postignuto sa Poliamid Il (250 x 4,6 mm)
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kolonom normalne faze (YMC Waters, Japan) na 30 °C (7971 R Grace oven). Mobilnu fazu je
Cinila smesa n-heksana i etil-acetata (70:30, v/v) pri protoku 1 mL/min, dok je ubrizgana zapremina
iznosila 20 pL. Jedinjenja su identifikovana poredenjem RT sa standardima, a kvantifikacija uzorka
je zasnovana na odgovoru signala fluorescencije. Kvantitativni sadrzaj tokoferola u uzorcima je
izrazen u nug/100 g suve mase bazidiokarpa (Heleno i dr., 2010).

3.4.4. Priprema uzoraka i HPLC analiza organskih kiselina

Identifikacija organskih kiselina je uradena ultra-brzom te¢nom hromatografijom pomocu
detektora niza fotodioda (Ultrafast Liquid Chromatography — Photodiode Array UFLC-PDA,
Shimadzu 20 A serije; Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan). Organske kiseline su ekstrahovane iz
uzorka makromiceta (~ 2 g praha) sa 25 mL metafosfatne kiseline (4,5%) na magnetnoj mesalici
tokom 25 minuta. Uzorak je filtriran kroz filter papir Whatman No. 4, a neposredno pre analize,
filtriran je kroz 0,2 um najlonski filter (Barros i dr., 2013).

Razdvajanje je postignuto na 35 °C na Cig reverzno faznoj koloni (5 pm x 250 mm x 4,6
mm i.d.), dok je rastvaranje omoguceno prisustvom sumporne kiseline (H,SOq4; 3,6 mM). Protok
mobilne faze je iznosio 0,8 mL/min. Za detekciju je koris¢en fotodiodni detektor na 215 nm.
Sadrzaj organskih kiselina je odreden poredenjem povrSine pikova zabeleZenih na 215 nm i
kalibracionih krivih koje su dobijene za komercijalne standarde. Kvantitativni sadrzaj organskih
kiselina izrazen je u g/100 g suve mase plodonosnog tela makromicete.

3.4.5. Priprema uzoraka i HPLC analiza fenolnih kiselina

Za identifikaciju i odredivanje sadrzaja fenola prah plodonosnog tela (~ 1,5 g) tretiran je
rastvorom metanola i vode (80:20, v/v; 30 mL) i etanola i vode (80:20, v/v; 30 mL), sonifikovan 15
min 1 filtriran kroz filter papir Whatman No. 4. Precipitat je reekstrahovan jo§ dva puta smeSom
metanola i vode (30 mL) a zatim je kombinovani supernatant uparen (Buchi R-210) na 40 °C kako
bi se uklonio metanol. Vodena faza je pomeSana sa n-heksanom a zatim izlozena te¢no-te¢noj
ekstrakciji sa dietil-etrom (330 mL) i etil acetatom (3 x 30 mL). Organske faze su uparene na 40 °C
do suvog ostatka (Biichi R-210) a zatim rastvorene u smeSi vode i metanola (80:20. v/v; 1 mL),
filtrirane kroz 0,22 um LC filter disk za jednokratnu upotrebu i analizirane na HPLC uredaju
(Fernandes i dr., 2014).

Hemijska analiza fenolnih kiselina je izvedena ultra-brzom te¢nom hromatografijom
pomocu detektora niza dioda (Ultrafast Liquid Chromatography — Diode Array Detector UFLC-
DAD, Shimadzu 20 A serije; Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan). Za detekciju je koris¢en diodni
detektor, na 280 i 370 nm i maseni spektrometar Finnigan TM LCQ MS (Thermo-quest, San Jose,
CA, USA) opremljen ESI jonskom probom. Sadrzaj fenolnih jedinjenja je odreden poredenjem UV
spektra i retencionih vremena uzoraka zabelezenih na 280 1 370 nm i kalibracionih krivih koje su
dobijene za komercijalne standarde. Kalibraciona kriva je dobijena koriS¢enjem razli¢itih
koncentracija standarda protokatehinske kiseline, p-hidroksibenzoeve kiseline, p-kumarne kiseline,
galne kiseline i cinaminske kiseline. Vrednosti su izrazene u png/g ekstrakta bazidiokarpa.

3.4.6. Priprema uzoraka i HPLC analiza masnih kiselina

Metodom gasno-tecne hromatografije sa plameno jonizuju¢éim detektorom (Gas
Chromatograpy/Flame lonization Detector, GC/FID) nakon ekstrakcije i reakcije transesterifikacije
odredena je identifikacija i udeo pojedina¢nih masnih kiselina prema metodi (Barros i dr., 2008a).
Uzorci homogenizovanih plodonosnih tela suspendovani u 5 mL smeSe metanol:sumporna
kiselina:toluen = 2:1:1 (v:v) i inkubirani na 50 °C u vodenom kupatilu tokom noéi (12 sati). Nakon
toga je dodato 3 mL dejonizovane vode i 3 mL dietil-etra uz vorteksovanje nakon svakog koraka, u
cilju razdvajanja faza. Gornji faza koja sadrzi metil-estre masnih kiselina (Fatty Acid Methyl Esters
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— FAME) provedena kroz mikro-kolonu anhidrovanog natrijum sulfata kako bi se eliminisala voda.
Uzorak je filtriran kroz 0,2 pm najlonski filter Milipore a potom ubrizgan u kolonu.

Profil masnih kiselina je analiziran putem gasnog hromatografa (DANI 1000) opremljenog
sa split/splitless injektorom, plameno jonizuju¢im detektorom (FID) i kolonom Macherey-Nagel (30
mm X 0,32 mm ID x 0,25 um df). Inicijalna temperatura kolone je iznosila 50 °C tokom 2 minuta,
nakon Cega je temperatura povecana na 240 °C, tempom od 10 °C/min 1 na toj vrednosti zadrZzana
11 minuta. Protok gasa nosaca (vodonika) je iznosio 4,0 mL/min na 50 °C (0,61 bar). Split
ubrizgavanje (1:40) je izvedeno na 250 °C a zapremina ubrizganog uzorka u GC je iznosila 1 pL.
Profil masnih kiselina je identifikovan poredenjem relativnih retencionih vremena uzoraka sa
pikovima standarda FAME, rezultati su analizirani kori$¢enjem softvera CSW 1,7 (Data Apex 1,7,
Prag, Ceska) i izraZeni kao relativni udeo (%) svake masne kiseline.

3.5. Hemijska analiza etarskih ulja

Za hemijsku karakterizaciju i analizu bioloske aktivnosti, a na osnovu pregleda literature,
izabrana su dva komercijalna etarska ulja — divlji origano (Origanum minutiflorum O.Schwarz &
P.H.Davis, Probotanik, Srbija) i korijander (Coriandrum sativum L., Probotanik, Srbija).

Za utvrdivanje hemijskog sastava komercijalnih etarskih ulja koriS€ena je metoda gasne
hromatografije. Uzorak je rastvaran u 10 uL. 75% etanola i ubrzgan u split rezim (1:30). Hemijski
profil uzoraka analiziran je putem gasnog hromatografa (Agilent Technologies 7890A, Santa Klara,
SAD) sa split/splitless injektorom povezanim sa HP-5 kolonom (30 m ¢ 0,32 mm, debljine filma
0,25 pum) i plameno-jonizuju¢im detektorom (FID). Protok gasa nosaca (vodonika) je iznosio 1
mL/min na 210 °C. Temperatura injektora iznosila je 250 °C, detektora 280 °C, dok je temperatura
kolone menjana u linearnom rezimu temperaturskog programiranja od 40 — 260 °C i to 4 °C po
minutu. Sastav ulja izracunat je na osnovu povrsine dobijenih pikova i izraZen je u procentima.

Metoda gasna hromatografija-masena spektrometrija (GC/MS) koriS¢ena je za identifikaciju
pojedinacnih komponenti ulja. Identifikacija je odredena na HP G 1800C Series II GCD
analitiCkom sistemu, sa HP-5MS kolonom (30 m ¢ 0,25 mm < 0,25 um). Protok gasa nosaca
(helijum) je iznosio 1 mL/min na 260 °C. Maseni spektri snimani su u EI reZimu (70 eV) u opsegu
m/z 40-400. Pojedina¢ne komponente su identifikovane masenospektrometrijski i preko Kovacevih
indeksa uz koriS¢enje razli¢itth baza masenih spektara (NIST/Wiley), poredenjem sa
eksperimentalno odredenim indeksima (AMDIS) i raspolozivim literaturnim podacima (Adams,
2009).

3.6. Invitro ispitivanje bioloSke aktivnosti ekstrakta makromiceta i etarskih ulja

Za testiranje bioloske aktivnosti ekstrakata gljiva i etarskih ulja u in vitro uslovima
kori$¢ene su slede¢e metode:

3.6.1. Antibakterijska aktivnost — mikrodiluciona metoda

Testiranje antibakterijske aktivnosti odabranih ektrakata makromiceta i etarskih ulja radeno
je mikrodilucionom metodom (Sokovi¢ 2001; EUCAST, 2003). Odredivane su minimalne
inhibitorne (MIK) i minimalne baktericidne koncentracije (MBK). Testirani sojevi inkubirani su u 2
mL TSB medijuma na 37 °C, 24 h. Finalne koncentracije bakterijskih suspenzija (1x10° éelija/polju
mikrotitar plo¢e) su standardizovane primenom denzitometra DEN1B (Biosan, Litvanija).
Inokulumi su ¢uvani na hladnom (+ 4 °C) do upotrebe. MIK i MBK odredivane su serijskim
razblazenjima ekstrakata makromiceta/etarskih ulja u TSB medijumu u mikrotitar plo¢ama sa
ravnim dnom, 96 sistem (Spektar, Cagak, Srbija). Plo¢e su inkubirane na 37 °C, 24 h. Inokulisani
medijum bez dodatog ekstrakta/etarskog ulja koris¢en je kao negativna kontrola. Nakon inkubacije,
rezultati su potvrdeni dodavanjem 40 pl indikatorske crvene boje p-jodonitrotetrazolijuma (0,2
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mg/mL, INT, | 8377— Sigma, SAD) po bunarci¢u i nakon 30 min ponovne inkubacije na 37 °C
ocitani su rezultati. Najniza koncentracija na kojoj nije bilo vidljivog rasta definisana je kao MIK.
Odredivanje MBK-a izvedeno je reinokulacijom 10 pL sadrzaja iz bunar¢i¢a odgovarajuce
koncentracije gde nije zabeleZen rast bakterija u 100 pL sterilnog medijuma u mikrotitracionim
plo¢ama koje su reinkubirane 24 h na 37 °C. Komercijalni antibiotici amoksicilin sa klavulonskom
kiselinom (Hemofarm, VrSac, Srbija) i cefiksim (Alkaloid, Skoplje, Severna Makedonija), u
koncentracijama 1 mg/mL kori§¢eni su kao pozitivne kontrole.

3.6.2. Inhibiranje formiranja biofilma Staphylococcus aureus

Uticaj odabranih ekstrakata i etarskih ulja na proces formiranja biofilma kod vrste S. aureus
ispitan je modifikovanom mikrodilucionom metodom prema metodi Stepanovi¢ i dr. 2007,
Inokulum S. aureus (1x10° ¢elija/polju mikrotitar ploge) je standardizovan primenom denzitometra
DENI1B (Biosan, Litvanija). Biofilm je formiran u mikrotitar ploama sa adhezivnim dnom
(Sarstedt, SAD) dodavanjem 10 pl inokuluma S. aureus i 90 ul prethodno odredenih
subinhibitornih (subMIK) i MIK koncentracija (Odeljak 3.6.1.) ispitivanih ekstrakata gljiva i
etarskih ulja u TSB medijumu obogac¢enom sa 2% glukozom. Mikrotitar plo¢e su inkubirane na 37
°C, 24 h. Nakon inkubacije sadrzaj ploce je odstranjen pipetiranjem, ploca je isprana 3x fizioloskim
rastvorom i zatim dodato 100 pL metanola (Carlo Erba, Spanija) zbog fiksacije adheriranih éelija.
Nakon suSenja ploce, u svaki bunar€i¢ je dodata kristal violet boja (100 ul, 0,1%) (Bio-Merieux,
Francuska) i nakon 30 min inkubacije na 37 °C ploca je isprana vodom i osuSena na vazduhu. U
svaki bunar¢ié je dodato po 100 ul 96% etanola (Zorka, Sabac, Srbija) zbog resuspendovanja boje i
sadrzaj je homogenizovan. Absorbanca (opticka gustina) je ¢itana na talasnoj duzini od 570 nm na
automatizovanom Elisa ¢itatu (Multiskan™ FC Microplate Photometer, Thermo Scientific).
Procenat inhibicije formiranja biofilma racunat je po slede¢oj formuli:

[(OG kontrola— 0oG uzorak) 1 OG kontrola] x 100.
OG-opticka gustina
3.6.3. Inhibiranje formiranog biofilma Staphylococcus aureus

Inokulum S. aureus je inkubiran u mikrotitar plo¢i sa adhezivnim dnom 24 h, na 37 °C.
Nakon inkubacije, ploca je isprana 3x fizioloSkim rastvorom i adherirane ¢elije su tretirane MBK
ekstrakta/etarskih ulja u trajanju od 30 s. Nakon ispiranja, dodatka metanola, suSenja, bojenja kristal
violet bojom i dodatka etanola (Odeljak 3.6.2.) absorbanca je ocitana na talasnoj duzini od 570 nm
na automatizovanom Elisa ¢itaCu (Multiskan™ FC Microplate Photometer, Thermo Scientific).
Procenat inhibicije formiranog biofilma racunat je po sledecoj formuli:

[(OG kontrola— oG uzorak) /1 OG kontrola] x 100.

3.6.4. Ispitivanja medusobne interakcije etarskih ulja metodom Sahovske table (eng.
“checkerboard assay”)

Za ispitivanje sinergistiCkog delovanja meSavine etarskih ulja i antibiotika na rast S. aureus
u in vitro uslovima kori$éena je dvo-agensna mikrodiluciona metoda (twoagent broth microdilution
checkerboard assay) (Jacqueline i dr., 2005). Finalna koncentracija S. aureus inokuluma bila je 1,0
x 10° éelija/mL. Dobijene MIK (odeljak 3.6.1.) kori§éene su kao poletne za dalja ispitivanja u
mikrotitracionim plo¢ama. Serija razblazenja smeSe dva agensa je kreirana u mikrotitar ploc¢i, 96
sistem pri ¢emu je u samoj plo¢i pravljen vertikalni gradijent koncentracije prve supstance, a
naknadno su unesena odgovarajuca razblazenja druge supstance po horizontalnoj liniji ploce.
Razblazenja su pravljena u TSB medijumu u opsegu vrednosti od 1/128 x MIK do MIK. Kao
kontrola korisc¢en je netretiran inokulum. U bunariée je dodato po 10 uL bakterijske suspenzije S.
aureus. Ukupna zapremina po bunarcicu je iznosila 100 pL. Inkubacija je vrSena na 37 °C, 24 h.
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Nakon inkubacije dodato je 40 pl indikatorske crvene boje p-jodonitrotetrazolijuma (0,2 mg/mL,
INT, 1 8377 — Sigma, SAD) po bunarcicu i ploca je ponovo inkubirana 30 min na 37 °C. Zabelezene
su kombinacije etarskih ulja i antibiotika koje ne dovode do promene boje i raunate su FIKI
vrednosti po slede¢oj formuli:

FIKI= (FIK1° / MIK1°) + (FIK2° / MIK2°)

FIKI - Frakcioni Inhibitorni Koncentracioni Indeks za dva testirana agensa

FIK1° — koncentracija prve supstance u kombinaciji kojom je dostignuta MIK vrednost;
MIK1° - minimalna inhibitorna koncentracija prve suspstance primenjene individualno;
FIK2° - koncentracija druge supstance u kombinaciji kojom je dostignuta MIK vrednost;
MIK2° — minimalna inhibitorna koncentracija druge suspstance primenjene individualno.

Na osnovu dobijene vrednosti FIKI, odredena je vrsta interakcije i vrednosti FIKI su
interpretirane na slede¢i nacin: sinergizam (FIKI < 0,5), aditivnost (0,5 < FIKI < 1), indiferentnost
(1 <FIKI <4) i antagonizam (FIKI > 4) prema metodi Karlowsky i dr., 2006.

3.6.5. Ispitivanje antioksidativne aktivnosti ekstrakta makromiceta i etarskih ulja
Antioksidativna aktivnost ekstrakata utvrdena je slede¢im in vitro metodama:

3.6.5.1. Test reaktivne supstance tiobarbiturne kiseline (Thiobarbituric acid reactive
substances — TBARS)

Detekcija lipidne peroksidacije pomocu TBARS metode izvedena je prema metodi Reis i dr.
(2012). Za potrebe eksperimenta koris¢en je svinjski mozak (Sus scrofa) dobijen od sveze
zrtvovanih Zivotinja koji je homogenizovan u hladnom puferu Tris-HCI (20 mM, pH 7,4) radi
dobijanja homogenata u odnosu 1:2 w/v. Homogenat je centrifugiran na 3000 g, 10 minuta, zatim su
alikvoti supernatanta (100 pL) inkubirani 60 minuta sa 200 puL uzorka ekstrakta/etarskog ulja
razli¢ite koncentracije u prisustvu askorbinske kiseline (0,1 mM; 100 puL) i FeSO4 (10 mM; 100 pL)
na 37 °C. Reakcija je zaustavljena dodavanjem 500 pL trihlorsiréetne kiseline (28% w/v, 380 uL) a
potom i tiobarbiturne kiseline (2% TBA, 0,38 mL). Nakon toga, smesa je zagrevana 20 minuta na
80 °C a zatim centrifugirana 5 minuta na 14000 rpm kako bi se odstranili precipitirani proteini.
Supernatant je sadrzao kompleks MDA-TBA roze boje sa maksimumom apsorpcije na 532 nm.
Rezultati su izracunati prema slede¢oj formuli i1 izraZzeni u procentima:

(%) = [(OGkontroIe' OC':‘uzorka)/oc':‘kontrole] x 100%
OGkontrole — Apsorbanca kontrole
OGyzorka — Apsorbanca rastvora uzorka

Koncentracija ekstrakta/etarskog ulja (mg/mL) koja je obezbedila 50% antioksidativne
aktivnosti (ECsp) je odredena sa grafika antioksidativne aktivnosti.

3.6.5.2. Test inhibicije oksidativhe hemolize (Oxidative haemolysis inhibition assay -
OxHLIA)

Za potrebe eksperimenta kori$éena je sveza ov¢ja krv, prethodno centrifugirana na 1000 g (5
min, 10 °C). Izdvojeni eritrociti isprani su prvo rastvorom NaCl (150 mM) a zatim jos tri puta PBS
rastvorom (pH 7,4). Pelet eritrocita je resuspendovan u 2,8% PBS-u. U mikrotitar plo¢u sa ravnim
dnom, 48 sistem (Sarstedt, SAD), dodato je 400 pL ekstakta/etarskog ulja rastvorenog u vodi i
uradena su serijska razblazenja, zatim je dodato 1 200 pL rastvora eritrocita u svaki bunarci¢. Kao
negativna kontrola je koriS¢en rastvor eritrocita pomeSan sa PBS-om i rastvor eritrocita pomesan sa
vodom a Trolox je koriS¢en kao pozitivna kontrola. Nakon inkubacije 10 min, na 37 °C, dodato je
200 puL 2,2’-azobis-2-metil-propanimidamid dihidrohlorid (AAPH, 160 mM) i ploca je reinkubirana
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10 min na 37 °C. Opticka gustina je merena na 690 nm na svakih 10 min tokom 1 h (Takebayashi i
dr., 2012).

Procenat populacije eritrocita koja je ostala intaktna (P) izracunat je na sledec¢i nacin:
P (%) = (St- PHo / Sp - PHp) x 100

gde S; predstavlja opticku gustinu uzorka za vreme t (10, 20, 30, 40, 50, 60 min), a Sp predstavlja
opticku gustinu uzorka u nultom minutu. PHy je opticka gustina potpune hemolize u nultom minutu.

Rezultati su izrazeni kao odloZeno vreme hemolize (At) koje je izracunato na slede¢i nacin:
At (min) = Htso (uzorak) - Htso (kontrola)

gde Htso predstavlja 50% hemolitickog vremena (min) koje je graficki dobijeno iz krive hemolize za
svaku koncentraciju uzorka.

Vrednosti At zatim su povezane s razli¢itim koncentracijama uzoraka (Takebayashi i dr., 2012) i iz
dobijene korelacije izraCunata je inhibitorna koncentracija (ICsp vrednost, pug/mL) koja moze
odloziti vreme hemolize At za 10, 30 1 60 min.

3.6.6. Ispitivanje citotoksi¢ne aktivnosti ekstrakta makromiceta i etarskih ulja

Za testiranje citotoksi¢ne aktivnosti ekstrakata gljiva i etarskih ulja, prema metodi Calhelha i
dr. (2014), koris¢ena je maligna ¢elijska linija NCI-H460 (karcinom nemalih ¢elija pluca) i ¢elijska
kultura koja je pripremljena od c¢elija jetre svinje i dizajnirana je kao PLP2 (primarne celije jetre
svinje, Porcine Liver Primary cells). Celije NCI-H460 su gajene na 37 °C u CO; inkubatoru (5%
COy) u hranljivoj podlozi RPMI — Roswell Park Memorial Institute medium (HyClone Logan,
USA) uz dodatak 10% fetalnog govedeg seruma (FBS — Fetal Bovine Serum) i 2 mM glutamina.
Celijska linija zasejana je pri gustini 7,5 X 10° ¢elija po bunar€i¢u u plocama sa ravnim adhezivnim
dnom (96 bunarcica) koje su inkubirane 24 h na 37 °C. Nakon inkubacije, adherirane Celije tretirane
su rastvorima ekstrakata makromiceta/etarskih ulja tokom 48 h, kako bi se ispitao njihov
citotoksi¢ni efekat. Nakon 48 h, adherentne celije su fiksirane dodavanjem hladne 10%
trihlorsiréetne kiseline (TCA, 100 pL), a zatim ponovo inkubirane lh na 37 °C, isprane su
destilovanom vodom i osuSene na vazduhu. Rastvor sulforodamina B (0,1% u 1% siréetnoj kiselini,
100 pL) dodat je svakoj ploci koja je zatim inkubirana 30 minuta na sobnoj temperaturi. Ploce su
isprane 1% siréetnom kiselinom kako bi nevezani sulforodamin B bio uklonjen. Plo¢e su osusene na
vazduhu dok je vezani sulforodamin rastvoren dodatkom 10 mM Trisa (200 uL, pH 7,4).
Apsorbanca sadrZaja je izmerena na 540 nm na ELISA ¢itacu.

Tkivo jetre svinje je isprano u Hankovom balansiranom slanom rastvoru (Sigma Aldrich,
Germany) koji je sadrzao 100 U/mL penicilina, 100 pg/mL streptomicina i podeljeno na 1x1 mm?
eksplante. Eksplantanti su prebaceni u 25 cm? posudu sa DMEM medijumom (Dulbecco's Modified
Eagle Medium, ThermoFisher Scientific) obogac¢enim sa: 10% fetalnim govedim serumom (Sigma-
Aldrich, Germany), 2 mM neesencijalnim aminokiselinama, 100 U/mL penicilinom, 100 mg/mL
streptomicinom i inkubirani su na 37 °C u vlaznoj atmosferi sa 5% CO; uz menjanje medijuma i
direktno praéenje rasta kori$éenjem faznog kontrastnog mikroskopa na svaka 2 dana. Celije su
subkultivisane i1 zasejane u ploce (96 bunarcic¢a) u gustini od 1,0x10* ¢elija/polju 1 kultivisane u
DMEM medijumu sa 10% fetalnim govedim serumom, 100 U/mL penicilinom i 100 pg/mL
streptomicina (SigmaAldrich, Germany) koje su inkubirane 24 h na 37 °C. Za ispitivanje
citotoksi¢nog efekta ektrakata i ulja koriS¢en je Sulforodamin B esej, detaljno opisan u prethodnom
pasusu. Elipticin je koris¢en kao pozitivna kontrola. Rezultati su predstavljeni kao Glsg vrednosti
(koncentracija jedinjenja koja inhibira rast 50% celija).
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3.7. Statisticka analiza

Eksperimenti su uradeni u tri ponavljanja a rezultati su izrazeni kao srednja aritmeti¢ka
vrednost + standardna greSka merenja. Rezultati su analizirani koriS¢enjem jednofaktorske i
dvofaktorske analize varijanse (One-way ANOVA i two-way ANOVA), Tukey's HSD testa sa p <
0,05 i Studentovog t-testa sa p < 0,05. Sve statistiCke analize su izvedene kori§¢enjem GraphPad
Prism softvera.
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4. REZULTATI I DISKUSIJA

4.1. Demografsko-epidemioloske i Kklinicke Kkarakteristike operisanih pacijenata sa
hroni¢nim tonzilitisom

U istrazivanju je ucestovalo 75 HT pacijenata, od toga 40 pacijenata zenskog pola (53,33%)
i 35 (46,67%) pacijenata muskog pola (Tabela 3). Pacijenti su na osnovu starosti podeljeni u dve
grupe. Prvu grupu su ¢inili HT pacijenti stariji od 16 godina (Grupa I), dok su drugu grupu ¢inili HT
pacijenti mladi od 16 godina (Grupa II). Pacijenti koji ¢ine Grupu Il su na osnovu tipa
tonzilektomije podeljeni u posebne grupe. Naime, u grupu lla svrstani su pacijenti kojima su
hirurski odstranjene samo nepcane tonzile; grupi IIb pripadaju pacijenti kojima je pored nep¢anih
tonzila uradena i adenoktomija i na kraju, u grupu Ilc su svrstani pacijenti kod kojih je uradena
jedino adenoktomija.

Prvu grupu (Grupa 1) operisanih pacijenata su ¢inile pretezno osobe Zenskog pola (60%),
odnos polova je bio 1:1,5 (M:Z), prose&nog uzrasta 28,13 godina (Tabela 3). Prose¢an godisnji broj
upala grla kod ove grupe je bio 4,33, dok su svi pacijenti u sklopu medikamentozne terapije za
leCenje upala uzimali medikamente iz grupe beta laktamskih antibiotika 1 cefalosporina IlI
generacije. Na osnovu anamnesti¢kih podataka, najces¢i simptom kod svih pacijenata sa umereno
jakim (56,66%) i izrazenim tegobama (43,33%) bio je bol u grlu. Ostali simptomi koji su se
manifestovali u veéini sluc¢ajeva (> 50%) sa umereno jakim do izraZzenim tegobama, su bili: otezano
gutanje (56,66%), prisustvo gustog sekreta u grlu (50%), i neprijatan zadah (66,66%). Analiza
orofaringoskopskog statusa je pokazala da je 13 pacijenata zbog hiperemicnih, hipertrofi¢nih,
kripti¢nih tonzila zahtevalo operaciju, dok je drugih 17 pacijenata kao indikaciju za operaciju, pored
gorepomenutih simptoma imalo 1 asimetri¢ne, neravne tonzile sa hiperemijom nepcanih lukova.

Drugu grupu (Grupa I1) operisanih pacijenata su ¢inile 23 osobe muskog pola (51,11%), i 22
osobe Zenskog pola (48,89%) dok je odnos polova bio 1:1,05 (M:Z), proseénog uzrasta 5,56 godina.
Grupu Ila je Cinilo 11 osoba muSkog pola 1 16 osoba Zenskog pola; 4 pacijenta grupe IIb su bila
muskog pola; dok je grupu Ilc ¢inilo 8 pacijenata muskog i 6 pacijenata Zenskog pola (Tabela 3).
Prose¢na starost po grupama je bila sledeca: grupa Ila — 6,12 godina; grupa Ilb — 5 godina i grupa
Ilc — 4,6 godina. Prosec¢an godi$nji broj upala grla i usiju grupe Ila je bio 3,29; IIb grupe 4,5; dok je
prosecan broj upala usiju grupe Ilc bio 3,64. Svi pacijenti u sklopu medikamentozne terapije za
lecenje upala uzimali su medikamente iz grupe beta laktamskih antibiotika i cefalosporina III
generacije. Na osnovu podataka prikupljenih upitnikom, zastupljenost simptoma i njihova tezina se
razlikuju po grupama. Najces¢i simptom u grupi Ila, bilo je otezano disanje, ¢ak 15 pacijenata
(55,55%) je izjavilo da ima teSko podnosljive tegobe sa disanjem. Takode, za jo$ jedan simptom,
prisustvo gustog sekreta u grlu, je nesto manje od polovine operisanih pacijenata (40,74%) reklo da
im predstavlja problem. U grupi IIb, jedini simptom sa teSko podnosljivim tegobama (75%) bilo je
hrkanje. Otezano disanje, prisustvo gustog sekreta u nosu i hrkanje su simptomi koji su bili
najzastupljeniji kod pacijenata grupe llc. Analiza orofaringoskopskog statusa je pokazala da je 25
pacijenata (92,59%) grupe Ila i 4 (100%) pacijenata grupe IIb zbog hiperemic¢nih, hipertrofi¢nih,
kripti¢nih tonzila zahtevalo operaciju. Dok je kod svih pacijenata u grupi IIb radena i adenoktomija,
jer su uocene asimetri¢ne reznjevite tonzile sa hiperemijom nepcanih lukova, uve¢an adenoid, kao 1
zamucene i netransparentne bubne opne, Sto je sve indikacija za operaciju. U grupi lic
orofaringoskopski status je bio pozitivan kod svih pacijenata, dok je otoskopski status bio pozitivan
kod 11 od ukupno 14 pacijenata (Tabela 3).

Tonzilitis je treca ORL infekcija po ucestalosti u opstoj populaciji, posle rinofaringitisa 1
otitisa (Beatrix i1 dr., 2014). U Francuskoj se svake godine dijagnostifikuje oko 9 miliona slucaja
tonzilitisa, dok je taj broj u Spaniji 4 miliona, a u Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama ¢ak 40 miliona
(Haidara i dr., 2019). Tonzilektomija je jedna od najces$ée izvodenih hirurskih procedura u okviru
pedijatrijske otorinolaringologije. Tako, samo u Velikoj Britaniji tonzilektomija ¢ini 20% operacija
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koje se izvode kod dece a samo je 2010. godine izvedeno 289,000 tonzilektomija (Urquhart i
Montague, 2012). Jedina operacija sa ve¢om frekvencom bila je miringotomija (hirurski postupak
presecanja bubne opne u cilju evakuacije sekreta), sa 699,000 zahvata iste godine (Hall i dr., 2017).
Na osnovu istrazivanja o incidenci tonzilektomija i adenotonzilektomija uradenih u Sjedinjenim
Ameri¢kim Drzavama, u periodima 1970/74 1 2000/05, Erickson i dr. (2009), su zakljucili da je
doslo do povecanja incidence tonzilektomija sa 126/100 000 pacijenata na 153/100 000 pacijenata.
Incidenca adenotonziloktomija je bila neSto visa sa 243/100 000 pacijenata na 485/100 000
pacijenata.

Ucestalost HT, samim tim i hiruskih zahvata izmedu polova je razliita, pa je tako u
retrospektivnoj studiji Tzelnick i dr. (2020) prevalenca operisanih osoba zenskog pola bila 57,1%,
naspram 42,9 % operisanih osoba muskog pola. Sli¢ne rezultate dobili su Senska i dr. (2010), koji
su u svojoj studiji imali 75% zena, kao i Koskenkorva i dr. (2016) i Haidara i dr. (2019), koji su
imali 67%, odnosno 60,63% zenskih pacijenata, §to je u skladu sa rezultatima dobijenim u ovoj
doktorskoj disertaciji. U istrazivanjima Wetmora (2017) incidenca polova se razlikuje i po tipu
operativnog zahvata. Naime, od ukupnog broja pacijenata kod kojih je uradena tonzilektomija, 65%
su bile osobe zenskog pola, dok je kod pacijenata koje su podlegle odstranjivanju nep€anih tonzila i
adenoida odnos polova bio drugaéiji (M:Z (52%:48%)).

HT je oboljenje koje je uglavnom prisutno kod osoba decijeg uzrasta, Sto je potvrdeno
brojnim studijama gde je pokazano da je prosefan uzrast pacijenata sa HT 5,5 godina (Ng i dr.,
2019); 6,34 (Parker i Walner, 2011); 7,8 (Sumilo i dr., 2019); 9,4 (Kalaiarasi i dr., 2018) i 14,25
godina (Haidara i dr., 2019), dok je u ovoj doktorskoj disertaciji prose¢na starost dece sa HT bila
5,56 godina. Medutim, podaci nekoliko retrospektivnih studija pokazuju da je HT zastupljen i kod
starijih osoba (radno sposobnih). Autori iz lzraela pokazali su retrospektivnom studijom (2003 —
2009) da su operisani pacijenti sa rekurentnim tonzilitisom bili prosecne starosti 37,6 godina
(Tzelnick i dr., 2020). Dok je druga studija na osnovu 97 ispitanika, pokazala da su operisani HT
pacijenti bili prosecne starosti 26 godina (Senska i dr., 2010), §to je u skladu sa rezultatima
dobijenim u ovoj disertaciji. Takode, uzrasna grupa se razlikuje i na osnovu tipa operacije.
Wetmore (2017) je pokazao da je prose¢na starost pacijenata kojima je uradena tonzilektomija bila
15,9 godina, dok je kod pacijenata sa uradenom adenotonzilektomijom prosek godina bio znatno
nizi — 6,8 godina. Upala adenoida se rede javlja kod odraslih jer nakon puberteta dolazi do atrofije
adenoida (Plank, 2016).

Cinjenica je da HT ima negativan uticaj na kvalitet Zivota. Pacijenti se najéesée Zale na &este
upale zdrela 1 gnojne angine, ponavljane peritonzilarne apcese, peckanje, zarenje 1 stalan osecaj
prisustva stranog tela u zdrelu, neprijatan zadah, oteZzano disanje i/ili gutanje, perzistiranje hroni¢ne
infekcije nosa, paranazalnih Supljina ili uha (Plank, 2016). Takode, moguca je i pojava umora,
malaksavosti, gubitka apetita, brzog zamaranja. Posebno su simptomi izrazeni kod dece kod kojih je
prisutna i infekcija adenoida. Kod takve dece je posebno disanje otezano, zbog ¢ega ¢esto dolazi do
hrkanja ili ¢ak i do guSenja u toku spavanja. Ove simptome prati i slabija ishrana i razvoj deteta.
Opstrukcija nazofarinksa remeti ventilaciju bubne opne i moze do¢i do razvoja sekretornog otitisa
sa posledicnom nagluvos¢u (Roland i dr., 2001). Neadekvatna respiracija, moze dovesti i do
poremecaja u razvoju grudnog koSa deteta. Ng i dr. (2019) su analizom 420 zdravstvenih kartona
dece koja su tokom cetvorogodiSnjeg perioda (2011 — 2014) podlegla tonzilektomiji ili
puteva (n=253, 60,2%) i rekurentna upala tonzila (n=166, 39,5%). Na osnovu retrospektivne analize
sprovedene od strane Erickson i dr. (2009), utvrdeno je da se ucestalnost opstrukcije disajnih puteva
kao indikacije za operaciju menjala tokom vremena. Pa tako, u periodu 1970/74 je iznosila 12%,
dok je 2005. godine bila 77%. Medutim Tzelnick i dr. (2020) su dosli do suprotnih informacija.
Njhova studija je pokazala da je sleep apnea zasluzna za samo 5,1% operativnih zahvata u periodu
2000 — 2009. Sumilo i dr., (2019), su uradili retrospektivnu kohortnu studiju na osnovu pregleda
medicinskih kartona dece uzrasta 0 — 15 godina operisanih u periodu od 2006 do 2016. Evidentirane
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indikacije za tonzilektomiju koje su pracene su bile: upala grla, temperatura, faringitis, stomatitis i
tonzilarni tumor. Incidenca uradenih tonzilektomija na osnovu analiziranih simptoma je bila 4,2%
na 1000 osoba po godini. Od indikacija najvise je bila zastupljena upala grla i to 2 — 4 upale
godisnje (44,6%), sto je u skladu sa podacima dobijenim popunjavanjem upitnika u ovoj disertaciji.
U jednogodisnjoj observaciji u kojoj je ucestvovalo 315 pacijenata, najzastupljeniji simptom HT je
bio bol pri gutanju — odinofagija (88,63%), dok su ostali simptomi na osnovu incidence bili
zastupljeni slede¢im redom: temperatura (86,27%), hrkanje (38,43%), refleksna otalgija — bol u
usima (37,65%), hiper-sijaloreja — prekomerno luéenje pljuvacke (20,39%), disfagija — otezano
gutanje (15,25), sleep apnea sindrom (14,12%) i dyspnea — kratak dah (10,20%) (Haidara i dr.,
2019).

Prema navodima Hibbert i dr. (2019) u 55 — 94% slucajeva akutnog tonzillitisa deci je
prepisivan antibiotik, $to je u skladu sa podacima dobijenim u ovoj disetaciji. Junior i dr. (2019) su
saopstili da je 83,6% Staphylococcus aureus izolata iz tkiva tonzila bilo rezistentno na penicillin i
13,6% na amoksicilin sa klavulonskom kiselinom. Neefikasnost penicilina dovela je do povecane
upotrebe drugih antibiotika kao $to su B laktamski inhibitori i cefalosporini (Junior i dr.,2019).

Orofaringoskopski status je pokazao da je bilateralna hipertrofija nepcanih tonzila prisutna u
82,35% operisanih slucajeva (Haidara i dr., 2019). Podaci ukazuju na to da brojni patogeni
mikroorganizmi koji su izolovani iz inficiranih tonzila mogu uticati na razvoj hipertrofije tonzila
(Brook i dr., 2000). Torretta i dr. (2013), pokazali su da postoji znafajna povezanost izmedu
bakterija izolovanih iz tkiva tonzila koje mogu da formiraju biofilm i hipertrofije tonzila.

Nedavna publikacija u vezi sa dugoroénim rizicima od bolesti povezanih Ssa
tonzilektomijom, adenotonziloktomijom i adenoktomijom obuhvatila je preko 50 hiljada dece ¢ije je
zdravstveno stanje pra¢eno do 20 godina nakon operacija. Rezultati su pokazali da kod operisane
dece postoji veci rizik za razvoj razli€itih bolesti gornjih disajnih puteva i ve¢i rizik od infektivnih
bolesti i alergija (Byars i dr., 2018) . Druga istrazivanja su pokazala da tonzile i adenoidi, kao deo
limfnog sistema imaju klju¢nu ulogu u normalnom razvoju imunskog sistema. Lunny i dr. (2013) su
meta analizom ispitivali vezu izmedu tonzilektomije i multiple skleroze. Otkrili su da je uklanjanje
nepcéanih tonzila kod dece povezano sa rizikom od razvoja multiple skleroze u kasnijim godinama
zivota, dok tonzilektomija uradena kod odraslih nije pokazala istu korelaciju. Slicno tome,
pokazano je da je povecan rizik od akutnih bolesti miokarda kod pacijenata koji su bili podvrgnuti
tonzilektomiji tokom detinjstva, bez slicne povezanosti kod odraslih koji su bili podvrgnuti istom
hirurskom zahvatu (Janszky i dr., 2011).
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Tabela 3. Demografski podaci i istorije bolesti pacijenata sa dijagnostifikovanim hroni¢nim tonzilitisom.

Grupa Il (n, %)

Demografski podaci Grupa I (n, %)

Grupa lla (n, %) Grupa b (n, %)

Grupa llc (n, %)

Pol
M 12 (40) 11 (40,74) 4 (100) 8 (57,14)
Z 18 (60) 16 (59,26) - 6 (42,86)
. 45 (100)
Ukupan broj 30 (100) 27 (100) 4 (100) 14 (100)
Uzrasna grupa
<5 - 6 (22,22) 2 (50) 8 (57,14)
5-10 - 19 (70,37) 2 (50) 6 (42,86)
11-16 - 2 (7,41) - -
17-20 4 (13,33) - - -
21-30 16 (53,33) - - -
31-40 10 (33,33) - - -
Godine (srednja vrednost £ SD) 28,13 +6,7 6.12+24 55(111%526 46+165
Simptomi HT
Bol u grlu
Bez simptoma - 24 (88,88) 4 (100)
Veoma slabo izrazene tegobe - 1 (3,70) -
Slabo izraZene tegobe - 1 (3,70) -
Umereno jake tegobe 17 (56,66) 1(3,70) -
Izrazene tegobe 13 (43,33) - -
Tesko podnosljive tegobe - - -
OteZano gutanje
Bez simptoma - 25 (92,59) 4 (100)
Veoma slabo izrazene tegobe - - -
Slabo izrazene tegobe 1(3,33) - -
Umereno jake tegobe 12 (40) - -
IzraZene tegobe 2 (8,33) -

Tesko podnosljive tegobe

17 (56,66)
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Otezano disanje

Bez simptoma 6 (22,22) 1 (25) -
Veoma slabo izrazene tegobe 2 (7,41) - -
Slabo izraZene tegobe 1(3,70) 1 (25) 1(7,14)
Umereno jake tegobe 3(11,11) - 6 (42,86)
IzraZene tegobe - 1 (25) 2 (14,29)
Tesko podnosljive tegobe 15 (55,55) 1(25) 5 (35,71)
Prisustvo gustog sekreta u griu
Bez simptoma 4 (13,33) 11 (40,74) -
Veoma slabo izrazene tegobe - 1 (3,70) 1 (25)
Slabo izrazene tegobe 5 (16,66) 3(11,11) 1 (25)
Umereno jake tegobe 15 (50) - 1 (25)
Izrazene tegobe 6 (20) 1 (3,70) 1 (25)
Tesko podnosljive tegobe - 11 (40,74) -
Prisustvo gustog sekreta u nosu
Bez simptoma 4 (13,33) - 1 (25) 7 (50)
Veoma slabo izrazene tegobe - - - -
Slabo izraZene tegobe 4 (13,33) - 1(25) 2 (14,29)
Umereno jake tegobe 9 (30) - 1 (25) 3(21,43)
Izrazene tegobe 13 (43,33) - 1 (25) 1(7,14)
Tesko podnosljive tegobe - - - 1(7,14)
Kasalj
Bez simptoma 6 (20) 23 (85,18) 4 (100) 13 (92,86)
Veoma slabo izrazene tegobe 2 (6,66) 2 (7,41) - -
Slabo izrazene tegobe 6 (20) - - -
Umereno jake tegobe 9 (30) 1(3,70) - -
IzraZene tegobe 7 (23,33) - - 1(7,14)
Tesko podnosljive tegobe - 1 (3,70) - -
Neprijatan zadah
Bez simptoma - 20 (70,07) 4 (100) 13 (92,86)
VVeoma slabo izrazene tegobe - 3(11,11) - -
Slabo izraZene tegobe - - - 1(7,14)
Umereno jake tegobe 1(3,33) 1(3,70) - -
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Izrazene tegobe 20 (66,66) 1(3,70) - -
Tesko podnosljive tegobe 9 (30) 2 (7,41) - -
Hrkanje
Bez simptoma 11 (40,74) 1 (25) 4 (28,57)
Veoma slabo izraZene tegobe 4 (14,81) - -
Slabo izrazene tegobe - - -
Umereno jake tegobe 2 (7,41) - -
Izrazene tegobe 1 (3,70) - 6 (42,86)
Tesko podnosljive tegobe 9 (33,33) 3 (75) 4 (28,57)
Broj upala grla i uSiju 4,33 +0,61 3,29 +1,92 45+1 3,64 £231
Upotreba antibiotika 30 (100) 17 (62,96) 3 0d 4 (75) 8 (57,14)
Orofaringskopski/Otoskopski~ status
hiperemicne, hipertroficne,
kripti¢ne tonzile sa detritusom u 13 (23,1) 25 (92,59) 4 (100) -
kriptama
asimetriéne, neravne tonzile sa
hiperemijom nepcanih lukova 17(56.,67) 2 (7.41) 4 (100) i
“uvecan adenoid - - 4 (100) 14 (100)
“zamuéena i netransparentna ) - 4 (100) 11 (78,57)

bubna opna

“kriterijum za adenoktomiju.
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4.2.  Analiza uzorkovanih tonzila

Iz Klinike za uvo, grlo i nos, KBC Zvezdara, uzeto je ukupno 79 postoperativnih uzoraka
tkiva nepcanih tonzila i adenoida za izolaciju uzro¢nika HT-a.

4.2.1. Bakterije izolovane iz tkiva tonzila

Iz svih uzoraka izolovano je i identifikovano ukupno 82 bakterije i to 35 izolata iz tkiva
Grupe | i 47 iz uzorkovanog tkiva Grupe Il (Tabela 4). Identifikovano je ukupno 8 aerobnih i 8
fakultativno anaerobih vrsta iz rodova Streptococcus, Staphylococcus, Micrococcus, Rothia,
Enterobacter i Stenotrophomonas.

Analiza ucestalosti bakterija izolovanih iz uzoraka tkiva nepc€anih tonzila kod pacijenata iz
Grupe | pokazala je najvecu zastupljenost vrste Staphylococcus aureus (29%), od ostalih G (+)
bakterija po ucestalosti slede Streptococcus oralis (20%) i S. parasanquinis (18%), dok je izolovana
samo jedna G (-) bakterija, Enterobacter cloacae (6%) (Figura 1). Kod pacijenata iz Grupe Il
analiza ucestalosti bakterija izolovanih iz tkiva nepcanih tonzila i adenoida pokazala je najvecu
zastupljenost vrste S. oralis (43%), dok su sledec¢e dve vrste po zastupljenosti S. parasanquinis
(22%) i S. aureus (15%) (Figura 2A — D). Jedina G (-) bakterija Stenotrophomonas maltophilia je
izolovana iz tkiva adenoida (Figura 2D). U obe grupe izolovane su i vrste koje pripadaju grupi A
— hemoliti¢kih streptokoka, s tim da je u Grupi | izolovana samo vrsta S. anginosus (3%), dok su u
Grupi Il izolovani sojevi sva tri predstavnika ove grupe: Streptococcus anginosus (2%), S.
constellatus (4%) i S. pyogenes (4%). 1z nekoliko uzoraka tkiva nepcanih tonzila, pored S. aureus,
izolovane su i druge vrste bakterija. U 4 uzorka je sa S. aureus izolovana i vrsta Streptococcus
oralis, a u jednom uzorku S. dysgalactiae. Takode, u jednom uzorku tkiva nep¢anih tonzila pored S.
aureus koizolovane su jo$ dve vrste i to S. oralis i Rothia mucilaginosa.

Tonzilitis je jako zastupljena bolest koja moZe imati akutni i hroni¢ni tok, a uzro¢nici mogu
biti razliCite bakterije 1 virusi. Akutni tonzilitis se ne leci hirurski i najéesce uzrocnici ovih infekcija
su virusi, ali u 30 — 40% slucajeva pokazalo se da uzro¢nici mogu biti i bakterije, i to najcesce
grupa A B — hemoliti¢kih streptokoka (S. pyogenes, S. anginosus, S. constellatus). Ponavljajuca
infekcija rezultira HT, gde dolazi do hipertrofije tonzila koja vodi ka respiratornoj opstrukciji
(Johnson, 2018). Tokom istrazivanja Jeong i dr. (2007) identifikovane su S. aureus (30,3%),
Haemophilus influenzae (15,5%) i S. pyogenes (14,4%) kao najceS$ce izolovane bakterije kod
pacijenata sa HT. Mikrobioloskom analizom tkiva nep¢anih tonzila i adenoida, Swidsinski i dr.
(2007), su pokazali da su vrste rodova Bacterioides i Streptococcus zastupljene u kriptama tonzila,
H. influenzae je zabelezen u samom tkivu, dok su vrste rodova Fusobacteria, Pseudomonas i
Burkholderia izolovane iz povrSinskih slojeva tkiva. Ovi rezultati sugeriSu da je hiperplazija
adenoida i1 nepcanih tonzila verovatno rezultat prisustva viSe vrsta patogenih bakterija, Sto menja
dosadasnja shvatanja da je adenotonzilitis posledica infekcije izazvane jednom bakterijskom
vrstom, koja kolonizuje samo povrsinu tkiva (Johnston i Douglas, 2018). U skladu sa dobijenim
rezultatima ove doktorske disertacije i niza drugih studija u kojima je analizirano tkivo nep¢anih
tonzila pokazano je da je najzastupljenija bakterijska vrsta u tkivima S. aureus. Tako je Zautner i
dr., (2010) pokazao da 130 uzoraka analiziranog tkiva tonzila, najzastupljenija bakterija je S. aureus
(57,7%), zatim: Haemophilus parainfluenzae (32,3%), H. influenzae (23,1%), ali se mogu javiti i
kvasnice iz roda Candida (14,6%). Galli i dr. (2007) proucavali su tonzilarno tkivo kod pacijenata
sa HT, nakon primenjene antibiotske terapije. Bakterije su izolovane iz 62,5% analiziranog tkiva
nepCanih tonzila, ukljucujuc¢i S. aureus kod 3 pacijenta, a — hemoliti¢ki Streptococcus kod 3
pacijenta. U istoj studiji ispitivano je i tkivo adenoida i tu je zastupljenost bila drugaija.
Najzastupljenija je bila vrsta H. influenzae, zatim S. pyogenes i a — hemoliticki Streptococcus. Ova
proucavanja su pokazala da svi izolovani sojevi iz tkiva nepcCanih tonzila imaju sposobnost da
formiraju biofilm, dok je u sluc¢aju adenoidnog tkiva 60% vrsta imalo sposobnost da formira biofilm
(Galli i dr., 2007). Istrazivanje sprovedeno od strane Kalaiarasi i dr. (2018) obuhvatilo je
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bakteriolosku analizu 160 tonzila kod osoba decijeg uzrasta. lzolovano je ukupno 301 aerobnih i
171 anaerobnih vrsta bakterija, sa najviSom stopom =zastupljenosti sojeva vrste Streptococcus
viridans (83/27,57%), zatim grupa A 3 — hemoliti¢kih streptokoka (67/22,25%), dok je S. aureus
izolovan kod samo 38 pacijenata (12,62%). Analizom briseva tkiva uzetih nakon resekcije tkiva
Katkowska i dr. (2016) su pokazali da je najzastupljenija bakterija u tkivu nepcanih tonzila S.
aureus (30,5%). Od ukupnog broja S. aureus pozitivnih briseva, u ¢ak 27,78% je pored S. aureus
izolovana jo$ jedna vrsta bakterija. Takode, u manjem procentu su izolovane i B — hemoliticke
streptokoke (7,6%), kao i G (-) bakterije medu kojima je Esherichia coli izolovana u najve¢em
procentu (3,4%). Pored bakterija izolovane su i kvasnice, dve vrste roda Candida, C. albicans
(2,5%) i C. krusei (0,8%) (Katkowska i dr., 2016). Drugi autori Zautner i dr. (2010) su pokazali da
je od ukupno 75 uzoraka tkiva pozitivnih na S. aureus ¢ak u 62 uzorka pored vrste izolovana jos
jedna patogena bakterija a naj¢esci koizolati bile su vrste: Streptococcus anginosus, Streptococcus
constellatus, H. influenzae i H. parainfluenzae.

Vise studija je identifikovalo S. aureus kao glavnog uzroc¢nika tonzilitisa, ili kao verovatnog
kopatogena sa prevalencom od 83% (Zautner i dr., 2010; Raju i dr., 2012; Torretta i dr., 2013;
Katkowska i dr., 2016). Prisustvo S. aureus u tonzilarnom tkivu ¢ak i nakon zapaljenskog procesa
moze biti povezano sa njegovom sposobnoscu da formira biofilm. Prisustvo biofilma objasnjava
neaktivnost antibiotika a samim tim i recidiv infekcije (Junior i dr., 2019).

Streptococcus oralis izolovana iz vecine uzorkovanog tkiva ispitivanih tonzila je vazan
oportunisti¢ki patogen. Poznato je da je ova bakterija prva koja kolonizuje gled i formira biofilm,
Cesto interaguje sa periodentalnim patogenima kao §to je Porphyromonas gingivalis koji je izazivaé¢
hroni¢ne paradontoze (Maeda i dr., 2013). Takode, kod imunokomprovitovanih pacijenata moze biti
uzro¢nik bakterijskog endokarditisa, respiratornih bolesti, a moZe izazvati 1 streptokoknu
septikemiju (Dziedzic i dr., 2015).

Tabela 4. Bakterije izolovane iz tkiva tonzila i adenoida kod pacijenata sa hroni¢nim tonzilitisom.

Broj izolata
Grupal Grupall

Vrsta bakterije

Staphylococcus aureus 10 7
Staphylococcus warneri 1
Staphylococcus hominis 1
Streptococcus agalactiae 1
Streptococcus anginosus 1
Streptococcus constellatus 0
Streptococcus dysgalactiae 2
Streptococcus oralis 7
Streptococcus parasanquinis 6
Streptococcus pseudopneumoniae 0
0

0

0

3

2

0

O NP, PF, OO

=N
o o

Streptococcus pyogenes
Streptococcus salivarius
Micrococcus luteus
Rothia muciloginosa
Enterobacter cloacae
Stenotrophomonas maltophilia

RPOORRNE

Ukupan broj izolovanih bakterija 35 47
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B Staphylococcus aureus

u Staphylococcus warneri

u Staphylococcus hominis

B Streptococcus agalactiae

u Streptococcus anginosus

u Streptococcus dysgalactiae

u Streptococcus oralis

u Streptococcus parasanquinis
Rothia mucilaginosa

w Enterobacter cloacae

Figura 1. Procentualna zastupljenost vrsta u postoperativnim uzorcima tkiva nepcanih tonzila
pacijenata iz Grupe I.
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® Staphvlococcus aureus

B Streptococcus agalactiae

m Streptococcus anginosus

m Streptococcus constellatus

W Streptococcus oralis

m Streptococcus parasanguinis

u Streptococcus pseudopneunoniae

u Streptococcus pyogenes
Streptococcus salivarius

= Micrococcus luteus

i Stenotrophomonas maitophilia

u Staphvlococcus aureus

| Streptococcus anginosus

m Streptococcus constellatus

m Streptococcus oralis

u Streptococcus parasanquinis

m Streptococcus pseudopneumoniae
w Streptococcus pyogenes

W Micrococcus luteus

B Staphylococcus aureus

m Streptococcus oralis

m Streptococcus parasanquinis
u Streptococcis pyogenes

m Streptococcus salivarius

D

u Staphvlococcus aureus

u Streptococcus agalactiae

u Streptococcus oralis

W Streptococcus parasanquinis
u Streptococcuis pyogenes

u Stenotrophomonas maltophilia

Figura 2. Procentualna zastupljenost vrsta bakterija u postoperativnim uzorcima tkiva tonzila: A)
kod pacijenata iz Grupe 1I; B) kod pacijenata iz Grupe lla; C) kod pacijenata iz Grupe llb; D) kod
pacijenata iz Grupe llc.
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4.2.2. Prikaz histoloske analize tkiva tonzila

Iz hirurski reseciranog materijala za histolosku analizu uzimana su tkiva nep¢anih tonzila i
adenoida sa ciljem detekcije prisustva bakterija uzro¢nika HT-a. Na dobijenim presecima tkiva
tonzila uoceno je prisustvo uvecanih folikula u kojima se mogu uociti mrka telasca (intrafolikularna
hiperplazija) (Slika 12 A'i B, 13A i 14A). Na histoloSkom preseku jasno se moze uociti samo deo
epitela jer je doslo do odvajanja epitela usled zapaljenskog procesa (Slika 13A). Na istoj slici,
presek B i C se pri razli¢itim uveli¢anjima uocava i kolonija G (+) bakterije S. aureus, ¢ime je
potrdeno da je ova vrsta jedan od uzro¢nika HT-a. Takode, na preseku tkiva adenoida se jasno vidi
intrafolikularna hiperplazija (Slika 14A) kao i prekid kontinuiteta epitela unutar kripte, sa
prisustvom zapaljenskih ¢elija — limfocita (Slika 14B i C). Na histoloskim presecima unutar kripte
adenoida se uocava kolonija G (-) bakterije S. maltophilia (Slika 15A i B). Pri uveli¢anju 40X se
jasno moze uociti amorfna masa bakterija S. maltophilia po ¢ijim se ivicama mogu videti i pile ove
bakterijske vrste. Predstavljeni rezultati potvrduju da kolonizatori tkiva nep¢anih tonzila i adenoida
mogu biti i G (+) i G () bakterije. Do sada nije saopSteno da vrsta S. maltophilia kolonizuje
tonzilarno tkivo, stoga rezultat dobijen u ovom istrazivanju predstavlja prvi podatak o prisustvu ove
vrste u tkivu adenoida. U istrazivanju su analizirani i prikazani samo histoloski preseci tkiva
obolelih pacijenata bez mogucnosti poredenja sa zdravim tkivom jer takvo tkivo ne podleze
tonzilektomiji.

Tkivo tonzila se sastoji iz: epitela, vezivnog tkiva u obliku trabekula i retikuluma, i
limfoidnog tkiva koga ¢ine limfni folikuli i interfolikularno tkivo. NepcCane tonzile su sa spoljasnje
strane prekrivene plocasto slojevitim epitelom, koji pripada sluzokozi gornjeg respiratornog trakta.
Epitel se uvlaci u tkivo u vidu dubokih primarnih kripti koje se pri dnu ra¢vaju u sekundarne, manje
kripte (Perry i dr., 1998). Lumen kripti naj¢esce je ispunjen limfocitima, deskvaminiranim epitelom
I bakterijama. Epitel je tanji pri dnu kripte i preplavljen je leukocitima koji ovde imaju ulogu
fagocita. Vezivno tkivo stvara podlogu za strukturu tonzila i nema specifi¢nu funkciju. Plazmociti,
granulociti i makrofagi se ¢esto mogu naci u vezivnom tkivu. Pored toga, tu su prisutni krvni i
limfni sudovi kao 1 ogranci IX kranijalnog nerva. Najznacajniji deo tonzilarnog parenhima ¢ini
limfoidno tkivo koje se deli na folikularno i ekstrafolikularno. Limfoidno folikularno tkivo u vidu
limfnih folikula smatra se osnovnim elementom tonzilarnog tkiva. U pretezno pravilnom rasporedu,
paralelno sa povrSinom kripta, gusto su rasporedeni krupni limfni folikuli sa izrazenim
germinativnim centrima i nesimetri¢no $irom zonom malih limfocita, okrenutih ka epitelu. Broj i
veli¢ina folikula, kao i obim germinativnih srediSta zavise od stupnja antigenskog nadrazaja (Perry i
dr., 1998; Dell'Aringa i dr., 2005; Nemati i dr., 2020).

Chole i Faddis (2003) potvrdili su histoloskom analizom prisustvo bakterija u formi
biofilma u kriptama tkiva nepcanih tonzila. Na presecima su uo¢ene guste nakupine G (+) i G (-)
bakterija u kriptama, dok su inflamatorne celije videne na periferiji ovih bakterijskih kolonija.
Elektronskom mikroskopijom bakterijske kolonije su detektovane kao amorfna masa uronjena u
ekstracelularni matriks, ¢ime su autori dokazali prisustvo biofilma. Bakterije u biofilmu, unutar
tkiva tonzila, zasticene su od odbrambenog odgovora domacina i od delovanja antibiotika i mogu
bez prepreka da sintetiSu razli¢ite endotoksine. Endotoksini u kriptama tonzila dovode do hroni¢nih
upala. Takode, kada su lokalni uslovi sredine povoljni, bakterije u biofilmu postaju pokretne, $to za
posledicu ima pojavu ponovne infekcije (Stoodley i dr., 2001). Imunohistoloska bojenja preseka
nepcane tonzile iz koje je izolovan S. aureus, jasno su pokazala povezanost bojenja specificnog za
S. aureus sa histoloSkim znacima upale tonzila (rastresit epitel, nekroza tkiva, prisustvo eksudata)
(Zautner i dr., 2010). Time su autori zaklju¢ili da S. aureus nije bio samo prolazni kolonizator tkiva,
Sto je u skladu sa rezultatima dobijenim u ovoj disertaciji.
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Slika 12. Presek tkiva nepcane tonzile sa intrafolikularnom hiperplazijom (IH) kod pacijenata iz: A)
Grupe II, 5X; B) Grupe I, 5X.

L 2,

- kolonija S.a. - kolonija S.a.

40X P Q 2 100X

Slika 13. Presek tkiva nepcane tonzile sa kolonijom Staphylococcus aureus: A) rastresit epitel (RE)
kao posledica zapaljenskog procesa; kolonija S. aureus; IH; B), C) kolonija S. aureus sa uo¢ljivim
limfocitima (L) i eritrocitima (E).
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Slika 14. Presek tkiva adenoida: A) intrafolikularna hiperplazija (IH) sa jasno vidljivom kriptom;
B) epitel sa velikim brojem limfocita unutar kripte; C) rastresit epitel sa limfocitima unutar kripte.

Slika 15. Presek tkiva adenoida sa: A) kolonijom Stenotrophomonas maltophilia; B) amorfna masa
S. maltophilia sa uoc€ljivim pilama (P) i eritrocitima (E), u okolnom tkivu nalazi se i veliki broj
limfocita (L).
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4.3. Sakupljanje makromiceta

Plodonosna tela izabranih vrsta, koja su koriS¢ena za dalja istrazivanja, sakupljana Su u
periodu 2014 — 2017 godine na razli¢itim lokacijama Sirom Republike Srbije. Tokom leta 2014.
godine uzorkovanje je uradeno u zapadnoj Srbiji na planini Div¢ibare. Naredne, 2015. godine
sakupljanje je izvrSeno ponovo na planini Div¢ibare ali i u isto¢noj Srbiji na Homoljskim
planinama. 2016. godine plodonosna tela su sakupljana u centralnoj Srbiji, na planini Kopaonik.
Poslednje, 2017. godine sakupljanje je uradeno u okolini Beograda, na planini Kosmaj.

4.3.1. ldentifikacija vrsta

Analizirane su makroskopske 1 mikroskopske karakteristike, zrelih ne oste¢enih
bazidiokarpa, na terenu i u laboratoriji. Analizom SeSira praceni su: veli¢ina, oblik, boja,
ornamentacija, konzistencija i1 izgled ivice. Observacijom drske pracena je: duzina, oblik,
ornamentacija, izgled na preseku i odnos drSke i SeSira. Takode su analizirane 1 druge karakteristike
relevantne za identifikaciju vrsta kao Sto su: tip himenofora (izgled, boja i odnos listi¢a i drske),
izgled 1 boja spora i staniSte. Na osnovu navedenih karakteristika identifikovano je 7 vrsta:
Armillaria mellea, Lactarius quietus, L. vellereus, L. piperatus, Russula integra, R. nigricans, R.
rosea) (Tabela 5).

Tabela 5. Identifikovane vrste makromiceta

Nauéno ime Kod Lokalitet Godina sakupljanja

Armillaria mellea

(Vahl) P. Kumm. Am-011-2015 Divc¢ibare 2015.
Lactarius piperatus AR1 .
(L) Pers. Lp-061-2017 Kosmaj 2017.
Lactarius quietus (Fr.) Lq-071-2014 Divéibare 2014,
Lactarius vellereus Lv-082-2016 Kopaonik 2016.
(Fr.) Fr.
Russula 'F”rtegra (L) Ri-231-2015 Homolje 2015.
Russula nigricans .
(Bull.) Fr. (1838) Rn-201-2015 Homolje 2015.
Russula rosea Pers. Rr-211-2015 Homolje 2015.

4.3.2. Opste karakteristike plodonosnih tela odabranih vrsta i njihova taksonomska
pripadnost

Prema koris¢enim klju¢evima (Phillips, 2006; Hadzi¢ i Vukojevi¢, 2008; Vukojevi¢ i
Hadzi¢, 2013) karakteristike vrsta odabranih za dalja istrazivanja su:

Podrazdeo: Basidiomycotina
Klasa: Hymenomycetes
Red: Agaricales

Familija: Tricholomataceae
Rod: Armillaria
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Armillaria mellea (Vahl) P. Kumm.

Plodonosna tela rastu i u grupama i pojedina¢no. Boja plodonosnog tela varira od Zuckaste,
oker do braonkaste. Sesir je veli¢ine 5 — 15 cm, poluloptast u ranoj fazi rasta, a kasnije ravan sa
izrazenom grbicom u centru. Ivice $eSira su podvijene, kasnije otvorene. Himenofor je listast, listi¢i
su gusti 1 prljavo bele boje, kasnije boje SeSira. Drska je duga, vlaknasta, ljuspasta, centralno
postavljena (Slika 16A). Saprobi na stablima, panjevima i korenu listopadnog i ¢etinarskog drveca i
rastu od avgusta do novembra. Ova vrsta je u srpskom narodu poznata pod narodnim imenom prava
medenjaca. U tradicionalnoj kineskoj medicini, ova vrsta se koristi za leCenje glavobolje, epilepsije,
hipertenzije, insomnije i mnogih drugih poremecaja (Kosti¢ i dr., 2017).

Red: Russulales
Familija: Russulaceae
Rod: Lactarius

Lactarius piperatus (L.) Pers.

Plodonosna tela su mesnata, SeSir preénika 6 — 16 cm. Kod mladih bazidiokarpa sesir je
ravan sa podvijenim ivicima, kasnije udubljen na sredini sa ragirenim ivicama. Seir je bele boje,
stariji primerci mogu imati crvenkaste mrlje. Dr§ka je zdepasta, bele boje sa zelenkastom ili
crvenkastom nijansom. Himenofor je listast sa gustim listi¢ima bele boje koji kasnije postaju smedi
(Slika 16B). Na preseku himenofor izluéuje eksudat bele boje koji nakon nekoliko sati postaje
zelen. Spore su bele. Raste u listopadnim Sumama, od kasnog leta do rane zime. U srpskom narodu
je poznata kao paprena mle¢nica (Phillips, 2006; Hadzi¢ i Vukojevi¢, 2008). Poznato je da se ova
vrsta u tradicionalnoj medicini koristi u tretmanu urinarnih infekcija (Kosani¢ i dr., 2020).

Lactarius quietus (Fr.) Fr.

Sesir je sirine 3 — 8 cm, konveksan u ranim fazama rasta, kasnije centralno udubljen. Boja
SeSira je crvenkasto smeda, ponekad sa tamnim koncentri¢nim krugovima ili mrljama. Drska je
cilindri¢nog oblika, duga, Suplja, ponekad uzduzno izbrazdana 1 bez prstena. Himenofor je listast,
listi¢i su gusti 1 Siroki. Boja listi¢a varira od smede do crvenkasto braonkaste. Odnos listi¢a 1 drske
je dekurentan (Slika 16C). Spore su krem boje. Raste u jesen, u hrastovim Sumama. Narodno ime
vrste je hrastova mlecnica. U literaturi nema podataka da je ova vrsta korisé¢ena u medicinske svrhe.

Lactarius vellereus (Fr.) Fr.

Sesir je girine 10 — 25 cm, centralno udubljen u obliku levka, bele ili krem boje. Himenofor
je listast, listi¢i su umereno udaljeni, a boja listi¢a varira od bele do svetlo zute. Odnos listic¢a i
drske je dekurentan. Drska je kra¢a u odnosu na prec¢nik SeSira (Slika 16D). Spore su bele boje.
Raste u listopadnim Sumama, od kasnog leta do rane zime. Narodno ime vrste je runjava mlecnica.
Kao i za L. quietus nema zabelezenih podataka 0 lekovitim svojstvima plodonosnih tela ove vrste.

Rod: Russula
Russula integra (L.) Fr.

Sesir je pre¢nika 5 — 15 cm, u mladosti konveksan, dok odrasli primerci imaju ravnije,
valovite 3eSire sa pektinatnim ivicama. Sesir je gladak, boja varira od modro crvene, bordo do
tamno braon. Himenofor je listast, listi¢i su gusti, ravno prirasli za drSku. Listi¢i mogu biti bele do
zuckaste boje. Drska je bela, glatka (Slika 16E). Spore su oker boje. Raste od kasnog leta do jeseni,
u Cetinarskim Sumama. Narodno ime vrste je smeda golubica. Lekovitost bazidiokarpa nije poznata.

44



REZULTATI | DISKUSIUA

Russula nigricans (Bull.) Fr.

Sesir je pre¢nika 5 — 20 cm, u mladosti konveksan bele boje, kasnije ravan smede do crne
boje. Boja drske se tokom starenja menja kao i boja SeSira. Ivice Sesira su podvijene sa glatkim
rubom. Himenofor je listast, listi¢i su retki sa medulisti¢ima. Odnos listi¢a i1 drSke je adnate. Drska
je kratka (Slika 16F). Bela boja drske se javlja kod mladih primeraka, dok je kod starijih boja drske
crna. Spore su bele boje. Raste od leta do kasne jeseni u listopadnim i Cetinarskim Sumama.
Narodno ime vrste je crnkasta golubica. | za R. nigricans nisu zabeleZeni podaci da je koris¢ena u
tradicionalnoj medicini.

Russula rosea Pers., sinonim Russula lepida Fr.

Sesir je preénika 4 — 10 cm, crvene boje, konveksan u ranim fazama rasta, kasnije postaje
ravan. Himenofor je listast, listi¢i su beli i srednje gusti. DrSka je u odnosu na SeSir centralno
postavljena, cilindri¢na, rozikaste boje (Slika 16G). Spore su bledo krem boje. Mikorizna vrsta,
raste u listopadnim Sumama, najcesée bukovim. Raste od leta do rane jeseni. Narodno ime vrste je
crvena golubica. Kao ni za vecinu gore navedenih, ni za R. rosea nema podataka 0 bioloskim
aktivnostima u tretmanu bolesti u tradicionalnoj medicini $to je jedan od razloga zasto su ove vrste
izabrane za ispitivanja bioloSke aktivnosti.
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Slika 16. Plodonosna tela testiranih makromiceta: A) Armillaria mellea, B) Lactarius piperatus, C)
Lactarius quietus, D) Lactarius vellereus, E) Russula integra, F) Russula nigricans, G) Russula
rosea (fotografije A, B, D-G J. Glamo¢lija; fotografija C M. Blagojevic).

4.4. Nutritivne karakteristike testiranih makromiceta

Samonikle vrste gljiva su jako cenjena hrana zbog svog specifi¢nog nutritivnog sastava, t;.
visokog sadrzaja proteina i niskog sadrzaja masti u bazidiokarpima. Glavni nutrijenti prisutni u
plodonosnim telima makromiceta su ugljeni hidrati (Tabela 6). Opseg vrednosti ugljenih hidrata
testiranih vrsta iznosio je 70,56 — 87,52 g/100 g suve mase. Bazidiokarpi L. piperatus su najbogatiji
ugljenim hidratima (87,52 g/100 g), dok je njihova najniza vrednost zabelezena u bazidiokarpima L.
quietus (70,56 g/100 g). Sadrzaj ugljenih hidrata kod proucavanih vrsta, po opadaju¢em redosledu
je sledeci: L. piperatus (87,52 g/100 g) > R. rosea (82,03 g/100 g) > A. mellea (81,25 ¢g/100 g) > L.
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vellereus (77,3 g/100 g) > R. nigricans (75,26 g/100 g) > R. integra (72,4 ¢g/100 g) > L. quietus
(70,56 ¢g/100 g) (Tabela 6). Najvaznija uloga ugljenih hidrata je da obezbedi energiju ¢eliji. Za
makromicete, ugljeni hidrati su znacajni i u pogledu skladiStenja i sinteze strukturno slozenih
polisaharida (Barroetavena i Toledo, 2017). S obzirom na to da ugljeni hidrati ¢ine viSe od polovine
hranljivih sastojaka prisutnih u plodonosnim telima, opseg vrednosti ukupnog sadrzaja ugljenih
hidrata izmedu vrsta znacajno varira; od 25,57 g/100 g suve mase kod Russula delica do 79,22
g/100 g suve mase kod vrste Lactarius salmonicolor (Kala¢, 2013). Vecina dobijenih vrednosti
ukupnog sadrzaja ugljenih hidrata testiranih makromiceta je u opsegu vrednosti koje je naveo
Kala¢, (2013), jedino su za vrste L. piperatus, R. rosea i A. mellea, zabeleZene vise vrednosti.

Pored ugljenih hidrata, hemijska analiza je pokazala da su bazidiokarpi testiranih vrsta
bogati i proteinima. Opseg vrednosti sadrzaja proteina iznosio je 1,81 — 21,3 g/100 g suve mase.
Najvise vrednosti su izmerene u bazidiokarpima vrsta L. quietus i R. integra, gde su vrednosti
iznosile 21,1 g/100 g suve mase, odnosno 21,3 g/100 g suve mase, dok je najniza vrednost proteina
zabelezena u bazidiokarpima A. mellea (1,81 g/100 g suve mase). Sadrzaj proteina svih testiranih
vrsta, po opadaju¢em redosledu, je sledeci: R. integra (21,3 g/100 g) > L. quietus (21,1 g/100 g) >
R. nigricans (19,33 g/100 g) > L. vellereus (15,1 9/100 g) > R. rosea (12, 2 g/100 g) > L. piperatus
(5,37 g/100 g) > A. mellea (1,81 g/100 g) (Tabela 6). Prema navodima Kala¢ (2013), opseg
vrednosti ukupnog sadrzaja proteina u plodonosnim telima makromiceta je od 13,2 g/ 100 g suve
mase (Pleurotus ostreatus) do 62,78 g/100 g suve mase (Laccaria laccata). Dok su Barroetavena i
Toledo (2017), naveli nizi ospeg vrednosti od 16,38 g/100 g suve mase (Armillaria mellea) do
21,07 g/100 g suve mase (Boletus edulis). Brojni autori smatraju da do razlika u vrednostima
ukupnog sadrZaja proteina dolazi zbog koriS¢enja razli¢itih vrednosti konverzionih faktora prilikom
finalnog preracunavanja (Kalac¢, 2012; Barroetavena i Toledo, 2017). Vrednosti prikazane u Tabeli
7, dobijene su koris¢enjem konverzionog faktora N x 4,38. Sadrzaj proteina moze zavisiti i 0d
nacina pripreme plodonosnih tela. Sadrzaj ostaje nepromenjen tokom susenja uzoraka na 40°C, dok
kuvanje dovodi do smanjenja sadrZaja proteina (Kalac¢, 2013).

Sadrzaj masti u bazidiokarpima ispitivanih vrsta je bio u opsegu od 0,55 g/100 g suve mase
kod L. quietus do 2,73 g/100 g suve mase kod L. piperatus. Sadrzaj masti kod analiziranih uzoraka,
po opadaju¢em redosledu je slede¢i: L. piperatus (2,73 g/100 g) > A. mellea (1,97 g/100 g) > R.
nigricans (1,70 g/100 g) > R. integra (1,12 g/100 g) > R. rosea (0,84 g/100 g) > L. vellereus (0,60
9/100 g) > L. quietus (0,55 g/100 g) (Tabela 6). Literaturni podaci pokazuju da vrednosti ukupnog
sadrZaja masti variraju od 0,11 g/ 100 g suve mase (Agaricus campestris) do 8,02 g/100g suve mase
(L. deliciosus) (Kala¢, 2013; Barroetavena i Toledo, 2017). Dobijeni opseg vrednosti ukupnog
sadrzaja masti testiranih makromiceta je u saglasnosti sa literaturnim podacima.

Sadrzaj pepela kod analiziranih vrsta je bio u opsegu 3,71 — 8,84 g/100 g suve mase. Najveci
sadrzaj pepela je izmeren u bazidiokarpima vrste A. mellea, dok je najniza vrednost zabelezena za
uzorak R. nigricans (Tabela 6). Sadrzaj pepela kod svih analiziranih vrsta po opadaju¢em redosledu
je sledeci: L. piperatus (2,73 g/100 g) > A. mellea (1,97 g/100 g) > R. nigricans (1,70 g/100 g) > R.
integra (1,12 g/100 g) > R. rosea (0,84 g/100 g) > L. vellereus (0,60 ¢g/100 g) > L. quietus (0,55
g/100 g). Prema navodima Barroetavena i Toledo (2017), sadrzaj pepela varira od 5,53 g/100 g suve
mase kod Boletus edulis do 37,78 g/100 g suve mase kod Russula olivacea. Dobijene vrednosti
sadrzaja pepela u analiziranim bazidiokarpima su znatno nize od literaturnih opsega vrednosti.
Kala¢ (2013) isti¢e da je sadrzaj pepela kod samoniklih vrsta varijabilniji nego kod gajenih zbog
rasta na razli¢itim supstratima. Naime, gajene vrste rastu na supstratima poznatog hemijskog
sastava, u kontrolisanim uslovima, za razliku od samoniklih.

Kalorijska vrednost svih analiziranih vrsta je ujednacena. Najniza kalorijska vrednost je
iznosila 372 kcal/100 g suve mase za L. quietus, dok je najvisa izraCunata vrednost bila 396,13
kcal/100 g suve mase za L. piperatus (Tabela 6). Dobijeni podaci su u saglasnosti sa podacima
Barroetavefia i Toledo (2017) koji su pokazali da je opseg kalorijske vrednosti bazidiokarpa
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makromiceta od 258,84 kcal/100 g suve mase kod A. mellea do 400,68 kcal/100 g suve mase kod R.
olivacea.

Hemijski sastav i nutritivna vrednost plodonosnih tela samoniklih gljiva zavise od njihove
zrelosti, uslova spoljasnje sredine, nacina obrade 1 uslova skladiStenja. Takode, usled pomenutih
faktora, njihove vrednosti variraju izmedu i unutar vrsta (Valverde i dr., 2015; Staji¢, 2015). U
uzorku A. mellea poreklom iz Makedonije, najzastupljeniji su ugljeni hidrati (65,47 g/100 g suve
mase), zatim proteini (24,47 g/100 g suve mase), pepeo (7,95 g/100 g suve mase) i masti (2,10
9/100 g suve mase) (Ouzouni i dr., 2009). Isti odnos zastupljenosti imao je i uzorak iz Portugala
(Vaz i dr.,, 2011). U odnosu na navedene rezultate, testirani uzorak iz Srbije je bio bogatiji ugljenim
hidratima (81,25 g/100 g suve mase) i pepelom (8,84 g/100 g suve mase), dok je sadrzaj proteina i
lipida bio nizi (Tabela 6). Prema analizi Ao i Deb (2019), bazidiokarpi L. piperatus poreklom iz
Indije najvise sadrze proteina (19,33 g/100 g suve mase), zatim ugljenih hidrata (9,2 g/100 g suve
mase) i pepela (5,38 g/100 g suve mase), dok su u uzorku iz Srbije dominanti ugljeni hidrati (Tabela
6). Studija sprovedena od strane Barros i dr. (2007b) je pokazala da se nutritivni sastav L. piperatus
menja u zavisnosti od toga da li je analizirano nezrelo ili zrelo plodonosno telo. Tako, ukupni
sadrzaj proteina je nizi u nezrelim bazidiokarpima, dok je ukupni sadrzaj proteina visi u zrelim
bazidiokarpima. Nasuprot tome, sadrzaj lipida i pepela se ne menja u zavisnosti od faze zrelosti. U
pogledu nutritivnog sastava vrste roda Russula su slabo ispitivane. Prema navodima Sharma i
Gautam (2015) bazidiokarpi R. lepida poreklom sa Himalaja, sadrze najvise ugljenih hidrata (34,15
9/100 g suve mase), zatim proteina (12,10 g/100 g suve mase) i u maloj Koli¢ini su prisutne masti
(0,28 g/100 g suve mase) i pepeo (0,17 g/100 g suve mase). Uzorak ove vrste iz Srbije je sadrzao
duplo vecu koli¢inu ugljenih hidrata (82,03 g/100 g suve mase) i pepela (4,9 g/100 g suve mase),
dok je sadrzaj proteina i lipida priblizno isti (Tabela 6). Rezultati Ouzouni i dr. (2009) i
Kalogeropoulos i dr. (2013) dobijeni analizom plodonosnih tela R. delica poreklom iz Makedonije
odnosno Grcke sadrze najvise ugljenih hidrata (63,87 g/100 g suve mase odnosno 7,76 g/100 g suve
mase), zatim proteina (26,10 g/100 g suve mase odnosno 1,57 g/100 g suve mase) i U manjim
koli¢inama masti (4,44 g/100 g suve mase odnosno 0,13 g/100 g suve mase) i pepela (5.61 g/100 g
suve mase, odnosno 0,85 g/100 g suve mase. Dok uzorak iste vrste iz Portugala sadrzi najvise
proteina (50,59 g/100 g suve mase), zatim ugljenih hidrata (25,57 g/100 g suve mase) i pepela
(22,93 ¢/100 g suve mase) i najmanje koli¢ine masti (0,91 g/100 g suve mase) (Heleno i dr., 2009).
Energetska vrednost uzorka iz Portugala (312,81 Kcal/100g) je niza u odnosu na dobijene rezultate
u ovom radu.

Poznato je da sadrzaj nutrijenata (ugljenih hidrata, proteina, masti i pepela) i razlicitih
bioloski aktivnih jedinjenja u plodonosnim telima makromiceta moZe znacajno varirati kako u
okviru iste, tako i1 izmedu vrsta. Ovo se moZe pripisati uticaju razlicitih faktora, od fizickih 1
hemijskih karakteristika zemljista na kojima gljiva raste, do klimatskih uslova i razvojne faze
bazidiokarpa koji su koris¢eni za analizu. Takode, nacin na koji je uzorak procesuiran za analizu
moze znacajno uticati na sadrzaj ovih jedinjenja. Tako, termicka obrada na visokim temperaturama
moze sniziti sadrzaj kako nutrijenata tako i bioaktivnih jedinjenja, dok konzerviranje/kiseljenje
plodonosnih tela znatno produzava njihov rok upotrebe 1 povecava sadrzaj vlakana, ali moze sniziti
sadrzaj vitamina (Adhikari i dr. 2011). SuSenjem se smanjuje tezina, ali se povecava sadrzaj
proteina i minerala (Barros i dr., 2007a; Adhikari i dr. 2011; Fernandes i dr., 2016).
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Tabela 6. Nutritivna vrednost testiranih makromiceta (g/100 g suve mase * SD).

Nutritivna vrednost

Testirane makromicete

Armillaria Lactarius Lactarius  Lactarius Russula Russula Russula
mellea piperatus quietus vellereus integra nigricans rosea
Ugljeni hidrati 81,25+1,12 8752+05 7056+04 77,3x04 72,4+0,3 75,26 +0,4 82,03+0,1
Proteini 1,81+0,29 5,37+0,4 21,1+0,01 15,1+0,02 21,3+0,5 19,33+ 0,5 12,2+ 0,01
Masti 1,97 £ 0,06 2,/13+0,20 055+0,01 060+0,01 1,12+0,04 1,70+0,06 0,84 +0,01
Pepeo 8,84 + 0,24 4,38 + 0,37 7,7+0,04 7%0,2 519+0,04 3,71+0,08 49+0,01
Energija fr‘facgg)loog e 37452+088 39613+18 372413 375+06 3849+03 39366+04 384,6+03
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4.4.1. Sadrzaj Sefera u bazidiokarpima testiranih vrsta

Rezultati hemijske analize sadrzaja Secera u bazidiokarpu testiranih vrsta su pokazali
prisustvo fruktoze, trehaloze i manitola (Tabela 7). Medu testiranim vrstama, fruktoza je
detektovana u bazidiokarpima vrsta R. integra i R. nigricans, u maloj koli¢ini 0,347 g/100 g suve
mase, odnosno 0,39 g/100 g suve mase. Opseg vrednosti sadrzaja manitola iznosio je 3,67 — 34
g/100 g suve mase. Najvi$a vrednost je izmerena u bazidiokarpima R. nigricans 34 g/100 g suve
mase. Umerene vrednosti su zabeleZene u bazidiokarpima R. rosea, R. integra i L. vellereus (25,84
g/100 g suve mase; 14,6 g/100 g suve mase 1 13,47 g/100 g suve mase), dok je najniza vrednost
manitola zabeleZena u bazidiokarpima L. quietus (3,67 g/100 g suve mase) i A. mellea (5,92 g/100 g
suve mase). Trehaloza je zastupljena u svim uzorcima sem u uzorku R. rosea. Sadrzaj trehaloze kod
svih analiziranih vrsta po rastu¢em redosledu je sledeci: R. integra (0,2 g/100 g) < L. quietus (0,77
9/100 g) < L. vellereus (0,77 g/100 g) < A. mellea (1,72 g/100 g) < R. nigricans (7,2 g/100 g) < L.
piperatus (17,78 g/100 g). Jedino je kod vrsta R. integra i R. nigricans zabelezeno prisustvo sve tri
vrste Secera. Dobijeni rezultati su pokazali da ukupni sadrzaj identifikovanih Secera testiranih
makromiceta varira u Sirokom opsegu od 7,65 g/100 g suve mase kod A. mellea do 42 g/100 g suve
mase kod R. nigricans.

Najzastupljeniji Seceri u plodonosnim telima makromiceta su manitol i1 trehaloza, dok su
fruktoza i saharoza prisutni u manjim koli¢inama (Valverde i dr., 2015). U uzorku A. mellea iz
Portugala dominira trehaloza (9,33 g/100g suve mase), dok je u uzorku iz Srbije dominantan
manitol (5,45 g/100g suve mase). Takode, osim trehaloze, uzorak iz Portugala sadrzi i manitol (5,45
9/100g suve mase) i arabinozu (0,78 g/100g suve mase) (Vaz i dr., 2011) IstraZzivanja su pokazala
da se kod samoniklih vrsta u odnosu na poreklo uzorka, vrsta SeCera i njihova zastupljenost
razlikuju (Staji¢, 2015). Trehaloza je takode dominantan $ecer u plodonosnim telima L. piperatus
poreklom iz Portugala. Opseg vrednosti sadrZaja trehaloze u razli¢itim fazama zrelosti plodonosnog
tela L. piperatus iznosio je 0,83 — 1,20 g/100g (Barros i dr., 2007b). Trehaloza je takode
dominantan Secer i u uzorku iz Srbije ali u dosta vecoj koli¢ini (17,78 g/100g suve mase). Alkoholni
Seceri, pre svega manitol, su odgovorni za ¢vrstinu i volumen plodonosnog tela gljiva, Sto
objasnjava veéi sadrzaj manitola u zrelijim plodonosnim telima L. piperatus (Barros i dr., 2007b;
Staji¢ 2015). Reis i dr. (2011) su saopstili da bazidiokarpi vrste L. quietus sadrze 9,84 g/100g suve
mase manitola i1 4,73 g/100g suve mase trehaloze, dok su vrednosti pomenutih Secera u testiranom
uzorku iz Srbije znatno nize (Tabela 7). Za razliku od sadrzaja Secera kod vrsta L. piperatus i L.
quietus, bazidiokarpi L. vellereus poreklom iz Portugala su bogatiji manitolom (24,77 g/100 g suve
mase), dok je trehaloza zastupljena u manjoj koli¢ini (2,41 g/100 g suve mase) (Heleno i dr., 2012).
Na osnovu navedenih istrazivanja moze se zakljuciti da su plodonosna tela L.vellereus najbogatija
manitolom, dok su bazidiokarpi L. quietus najbogatiji trehalozom. Od testiranih vrsta roda
Lactarius, L. vellereus je takode najbogatija manitolom, ali za razliku od uzorka L. piperatus iz
Portugala, testirani uzorak vrste L. piperatus iz Srbije sadrzi najviSe trehaloze. Ukupan sadrzaj
Secera u plodonosnim telima uzoraka iz Portugala po opadaju¢em redosledu je: L. vellereus > L.
quietus > L. piperatus; dok je ukupan sadrzaj Secera u plodonosnim telima testiranih uzoraka iz
Srbije slede¢i: L. piperatus > L. vellereus > L. quietus. Malobrojni su literaturni podaci o sadrzaju
SeCera testiranih vrsta roda Russula. Butkhup i dr. (2017) ispitivali su sadrzaj seCera 9 vrsta roda
Russula (medu njima i R. nigricans), poreklom sa Tajlanda. Rezultati su pokazali da je u uzorku R.
nigricans manitol jako zastupljen Secer (98,03 g/kg suve mase) dok su pored njega detektovani u
manjim koli¢inama 1 arabitol (38,12 g/kg suve mase), glukoza (23,86 g/kg suve mase), sukroza
(4,58 g/kg suve mase), fruktoza (1,52 g/kg suve mase), sorbitol (1,06 g/kg suve mase) i ksilitol
(0,89 g/kg suve mase). Manitol (20,14 g/100g suve mase) je jedini SeCer prisutan u plodonosnom
telu R. sardonia poreklom iz Portugala (Reis i dr., 2011).

Kvalitativna i1 kvantitativna analiza Secera je vazna iz nekoliko razloga. Prvo, jer uti¢u na
ukus jestivih makromiceta (povecanje osecaja slatkog ukusa) i jer je koli¢ina Secera vazan
pokazatelj uslova skladisenja i ¢uvanja (Cardoso i dr., 2019; Stawinska i dr., 2021). Osim toga,
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manitol kao najzastupljeniji Secer kod ve¢ine makromiceta ima vaznu ulogu u regulaciji osmtotskog
pritiska u ¢elijama i uklanjanju RONS-a (Zhao i dr., 2019).
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Tabela 7. Sadrzaj Secera u bazidiokarpima testiranih vrsta makromiceta (g/100g suve mase + SD).

Testirane makromicete

Seceri

Armillaria Lactarius Lactarius Lactarius Russula Russula Russula
mellea piperatus quietus vellereus integra nigricans rosea
Fruktoza n.i. n.i. n.i. n.i. 0,347 +0,002 0,39+0,01 n.i.
Manitol 592+0,2 5,81+0,28 3,67 0,04 13,47 + 0,04 14,6 £0,3 4+1 25,84 + 0,26
Trehaloza 1,72 +0,01 17,78 + 0,25 0,34 +0,01 0,77+0,00 0,202 + 0,004 7,2+0,5 n.i.
Ukupni sadrzaj 7,65+0,2 23,59 £ 0,04 4,01 +0,03 14,24 + 0,40 152 +0,3 42+1 25,84 + 0,26

*n.i. — nije identifikovan
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4.4.2. Sadrzaj tokoferola u bazidiokarpima testiranih vrsta

Rezultati analize sadrzaja razli¢itih izoformi tokoferola 7 testiranih vrsta makromiceta su
prikazani u Tabeli 8. Analizirano je prisustvo i sadrzaj Cetiri izoformi tokoferola: a, B, y 1 8. Od
ukupno 7 testiranih vrsta sadrzaj o - tokoferola je izmeren kod Cetiri vrste: L. piperatus, R. integra,
R. nigricans i R. rosea. Medu njima, najveca vrednost je zabeleZzena kod vrste R. nigricans (100
ug/100g suve mase). Sadrzaj B-tokoferola je izmeren kod sve tri vrste roda Lactarius i kod R.
integra, dok kod ostalih ispitivanih vrsta ova izoforma tokoferola nije zabeleZzena. Opseg vrednosti
B-tokoferola je iznosio 15,8 pg /100g suve mase (R. integra) — 1391 npg/100g suve mase (L.
vellereus). y-tokoferol je naden u bazidiokarpima kod samo dve vrste testiranih makromiceta: L.
piperatus (22,06 pug/100g suve mase) i R. integra (766 pg/100g suve mase). 6-tokoferol zastupljen u
uzorcima A. mellea (42,41 ng/100g suve mase), L. piperatus (3,1 ug/100g suve mase), R. integra
(15,7 pg/100g suve mase) i R. nigricans (42 ug/100g suve mase). Jedino je kod vrsta L. piperatus i
R. integra zabelezeno prisustvo svih izoformi tokoferola, pri ¢emu je B-tokoferol dominantna
izoforma L. piperatus, a y-tokoferol R. integra. Dobijeni rezultati su pokazali da ukupni sadrzaj
identifikovanih izoformi tokoferola testiranih makromiceta varira u Sirokom opsegu od 3,75 pg/100
g suve mase (L. piperatus) do 1319 ug/100 g suve mase (L. vellereus).

Plodonosna tela A. mellea poreklom iz Portugala od 4 testirane izoforme tokoferola sadrze
dve i to a- i y-tokoferol u koli¢inama 9,06 pug/100 g suve mase, odnosno 57,96 ug/100 g suve mase
(Vaz i dr., 2011), dok je &- tokoferol dominantan u testiranom uzorku iz Srbije (Tabela 8). Prema
navodima Reis i dr. (2011), uzorak L. quietus sadrzi 3 izoforme tokoferola (a-, y- i 8- tokoferol) od
kojih je dominanta izoforma a-tokoferol (47,98 ng/100g suve mase), suprotno uzorku iz Srbije u
kome je zastupljen samo - tokoferol (69 pg/100g suve mase). Medutim, u uzorku L. vellereus
poreklom iz Portugala zastupljene su 4 izoforme tokoferola, pri ¢emu je dominantna forma [-
tokoferol (242,41 pg/100g suve mase) (Heleno i dr., 2012), dok je uzorak iz Srbije neobi¢no bogat
jedino B- tokoferolom (1391,1 ng/100g suve mase). Prema podacima iz literature, dominantne
izoforme u okviru roda Lactarius su promenljive zavisno od vrste, kao i ukupan sadrzaj tokoferola
koji varira izmedu 15 pg/100g do 316 pg/100g (Heleno i dr., 2010, 2012; Reis i dr., 2011; Vieira i
dr., 2014). Literaturni podaci o sadrzaju tokoferola testiranih vrsta roda Russula su oskudni. Reis i
dr. (2011) su pokazali da plodonosna tela R. sardonia jedino ne sadrze B- tokoferol, dok je vy-
tokoferol dominantna izoforma u uzorku (52,85 ug/100g suve mase). Za razliku od visokog sadzaja
tokoferola u testiranim vrstama roda Russula, uzorci vrsta R. delica i R. vesca iz Portugala su
pokazali niske vrednosti ukupnih tokoferola (0,74 pg/g, odnosno 0,88 ng/g) (Heleno i dr., 2010).
Tako, oba uzorka sadrze 3 izoforme tokoferola (a-, B- i y-), pri ¢emu je u uzorku R. delica
dominantan y-tokoferol (0,57 pg/g), a u uzorku R. vesca §3- tokoferol (0,49 pg/g).
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Tabela 8. Sadrzaj tokoferola u bazidiokarpima testiranih vrsta makromiceta (ug/100g suve mase + SD).

Testirane makromicete

Tokoferoli Armillaria Lactarius Lactarius Lactarius Russula Russula Russula
mellea piperatus quietus vellereus integra nigricans rosea
a-tokoferol n.i. 3,79+1,0 n.i. n.i. 13,1+04 100+ 3 195+0,3
(- tokoferol n.i. 47,43 +£1,51 69,0+0,8 1391,1+21,4 15,8 +0,8 n.i. n.i.
v- tokoferol n.i. 26,06 £ 0,11 n.i. n.i. 766 £ 2 n.i. n.i.
o- tokoferol 42,41 + 4,10 3,1+0,70 n.i. n.i. 15,7+0,4 42+ 4 n.i.
Ukupni sadrzaj 42,41 + 4,10 80,38 £ 3,3 69,0+0,8 1391,1+21,4 810+ 3 142+ 1 195+0,3

*n.i. — nije identifikovan
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4.4.3. Sadrzaj organskih kiselina u bazidiokarpima testiranih vrsta

Bazidiokarpi testiranih vrsta iz rodova Armillaria, Lactarius, i Russula analizirani su sa
cillem utvrdivanja prisustva ukupnog sadrzaja organskih kiselina (Tabela 9). Analizirano je
prisustvo i1 sadrzaj oksalne, kininske, jabu¢ne, limunske i fumarne kiseline. Oksalna kiselina je
zabeleZena U bazidiokarpima svih vrsta osim R. nigricans. Opseg vrednosti oksalne kiseline bio je
0,029 (A. mellea) — 3,9 g/100g suve mase (L. vellereus). Kininska kiselina je identifikovana u
bazidiokarpima tri vrste, a najvisu vrednost je imala u uzorku R. nigricans (11,26 g/100 g suve
mase). U bazidiokarpima ostalih vrsta je zabelezena znatno niza vrednost kiniske Kiseline i to 0,33
9/100 g suve mase kod L. piperatus i 1,56 g/100 g suve mase kod R. integra. Za razliku od oksalne i
kininske kiseline, jabu¢na kiselina je bila zastupljena u vecini testiranih uzorka, osim L. quietus i L.
vellereus. Opseg vrednosti jabucne kiseline bio je 0,60 (R. nigricans) — 6,32 g/100g suve mase (L.
piperatus). Limunska kiselina je u malim koli¢inama nadena u bazidiokarpima A. mellea (0,57
9/100g suve mase) i L. piperatus (0,52g/100g suve mase), dok je samo kod L. vellereus prisutna u
vecoj kolic¢ini (8,5 g/100g suve mase). Takode, i fumarna kiselina je u bazidiokarpima testiranih
vrsta zastupljena u malim koli¢inama: 0,02 g/100g suve mase (R. nigricans); 0,08 g/100g suve mase
(R. integra); 0,33 g/100g suve mase (L. piperatus) i 0,52 g/100g suve mase (A. mellea), dok je kod
vrsta L. quietus, L. vellereus i R. nigricans prisutna samo u tragovima. Jedino je kod vrste L.
piperatus zabelezeno prisustvo svih testiranih organskih kiselina, pri ¢emu je jabuéna kiselina bila
najzastupljenija. Dobijeni rezultati su pokazali da ukupni sadrzaj identifikovanih organskih kiselina
testiranih makromiceta varira u Sirokom opsegu od 3,04 g/100 g suve mase kod R. integra do 12,4
9/100 g suve mase kod L. vellereus.

Pregledom literature nadeno je samo nekoliko istrazivanja koja se odnose na sadrzaj
organskih kiselina prouc¢avanih vrsta. Dominantna kiselina u uzorku A. mellea poreklom iz
Portugala je jabu¢na (13,77 mg/g suve mase), dok su oksalna, kininska i fumarna prisutne u znatno
manjim koli¢inama (Barros i dr., 2013). Jabuéna kiselina je dominantna i u uzorku iz Srbije (Kosti¢
i dr., 2017), ali za razliku od uzorka iz Portugala identifikovana je i limunska kiselina, dok kininska
kiselina nije detektovana. Ukupni sadrzaj organskih kiselina u oba uzorka se znatno razlikovao.
Uzorak iz Portugala je ukupno sadrzao 26,12 mg/g suve mase organskih kiselina, dok je u uzorku iz
Srbije ukupni sadrzaj znatno visi (6,76 g/100g suve mase). Za vecinu testiranih vrsta U OVOj
disertaciji (L. piperatus, L. quietus i L. vellereus) nisu nadeni podaci o sadrzaju organskih kiselina
bazidiokarpa. Medutim postoje podaci o profilu organskih kiselina kod drugih vrsta roda Lactarius.
Naime, Vieira i dr. (2014) su u uzorcima bazidiokarpa vrsta Lactarius turpis i L. citrolens
identifikovali 1 kvantifikovali oksalnu, jabu¢nu, fumarnu i kininsku kiselinu, pri ¢emu je oksalna
kiselina bila dominantna u uzorku L. turpis a jabucna i fumarna u uzorku L. citrolens. Isti autori
navode da je kininska kiselina detektovana samo u uzorku L. citrolens. Takode, ispitivan je sadrzaj
organskih kiselina i kod vrsta Lactarius volemus i L. deliciosus poreklom iz Portugala, i istrazivanja
su pokazala da je jabu¢na kiselina dominantna u oba uzorka (Valentdo i dr., 2007; Barros i dr.,
2013). Russula delica i R. olivacea, najproucavanije vrste roda Russula u svojim plodonosnim
telima sadrze oksalnu, jabu¢nu i fumarnu kiselinu, pri ¢emu je jabucna kiselina dominantna
organska kiselina u oba uzorka poreklom iz Portugala (Barros i dr., 2013). Ribeiro i dr. (2008a)
ispitivali su da 1i se sadrzaj i sastav organskih kiseline R. cyanoxantha, poreklom iz Portugala,
razlikuje zavisno od dela plodonosnog tela (drska, SeSir i celo plodonosno telo). Ova istrazivanja su
pokazala da su jabuc¢na i kininska kiselina dominantne U sva tri ispitivana uzorka, pri ¢emu su
otkrili da je sadrzaj limunske i kininske kiseline vi$i u $eSiru gljive, dok je vrednost jabucne kiseline
Znatno nizi nego u uzorku drske.

Jabu¢na kiselina se prirodno nalazi u svim vrstama voca i povréa. Zasluzna je za kiselkasti
ukus voca, a Cesto se koristi i kao aditiv u industriji hrane (Barros i dr., 2013). Fumarna kiselina
koja je u malim koli¢inama prisutna u bazidiokarpima svih testiranih vrsta je znacajna zbog svog
antioksidantnog i antimikrobnog potencijala (Ribeiro i dr., 2008b). Kininska kiselina koja se dobija
iz prvenstveno biljnih proizvoda predstavlja pocetni materijal za sintezu mnogih novih
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farmaceutskih proizvoda (Barros i dr., 2013). Dok je limunska kiselina jako vazna u prevenciji
tamnjenja plodonosnog tela, pri ¢emu produzava zivot gljivama jer poseduje antibakterijsku i
antioksidantnu aktivnost (Ribeiro i dr., 2008b).
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Tabela 9. Sadrzaj organskih kiselina u bazidiokarpima testiranih vrsta makromiceta (g/100g suve mase + SD).

Testirane makromicete

Organske Armillaria Lactarius Lactarius Lactarius Russula Russula Russula
kiseline mellea piperatus quietus vellereus integra nigricans rosea
E:;Z";‘i'rr]‘z 0,029 + 0,001 1,9+0,25 37+0,1 39+0,2 0,110 + 0,003 n.i. 1,7+0,01
Kininska ni. 0,33+014 ni. ni. 1,56 + 0,03 11,26 + 0,01 ni.
kiselina
L?E;T;lg 5,64 + 0,13 6,32 + 1,41 n.i. n.i. 1,29 + 0,02 0,60 + 0,01 2,06 + 0,09
Limunska 0,572 + 0,005 0,52 +0,12 n.i. 85+3 n.i. n.i. n.i.
kiselina
i‘:srzﬁrn”; 0,521 + 0,001 0,33 + 0,03 tr. tr. 0,080 £0,001 0,020 + 0,001 tr.

Slk.mn.lSka n.i. n.i. n.i. 0,49 + 0,02 n.i. n.i. n.i.
kiselina
Ukupni
sadrZaj 6,76 £ 0,13 94+195 3,7+0,1 124+04 3,04 £ 0,05 11,89 + 0,02 3,76 +£0,1

*n.i. — nije identifikovan; tr. — u tragovima.
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4.4.4. Sadrzaj fenolnih Kiselina u ekstraktima bazidiokarpa testiranih vrsta

Rezultati analize sadrzaja fenolnih kiselina u metanolnim i etanolnim ekstraktima testiranih
vrsta makromiceta prikazani su u Tabeli 10. U analiziranim uzorcima identifikovane su p-
hidroksibenzoeva kiselina, cinaminska kiselina i protokatehinska kiselina (Tabela 10). Sa oba
ekstraktanta p-hidroksibenzoeva kiselina je identifikovana u obe vrste ekstrakata za vrste A. mellea,
L. quietus i L. vellereus. Od pomenutih vrsta najviSe vrednosti p-hidroksibenzoeve Kkiseline
zabelezene SU u uzorcima metanolnog (795 pg/g ekstrakta) i etanolnog (4735 pg/g ekstrakta)
ekstrakta L. quietus. Cinaminska Kkiselina je identifikovana kod ME vrsta A. mellea, L. piperatus, L.
quietus, i R. rosea u opsegu 8,5 — 72,89 ng/g ekstrakta. Dok je u uzorcima EE bila nadena kod vrsta
L. piperatus, L. quietus, i R. rosea, u opsegu 5,2 — 126 pg/g ekstrakta. Protokatehinska kiselina je
nadena jedino kod vrste L. vellereus u metanolnom (20 ug/g ekstrakta), i u etanolnom (11,4 pg/g
ekstrakta) ekstraktu. Jedina vrsta kod koje ni u jednom ekstraktu nije identifikovana nijedna fenolna
kiselina bila je R. integra.

Ekstrakti bazidiokarpa vrste A. mellea poreklom iz Portugala, sadrzali su 4 mg/kg suve mase
p-hidroksibenzoeve kiseline i 8,67 mg/kg suve mase cinaminske kiseline (Vaz i dr., 2011), dok je
kod uzorka iz Poljske identifikovana jedino protokatehinska (2,23 mg/kg suve mase) i sinapinska
kiselina (3,77 mg/kg suve mase) (Muszynska i dr., 2013). Barros i dr. (2009) su kvantifikovali
jedino p-hidroksibenzoevu kiselinu u uzorku L. delicious (22,66 mg/kg suve mase), dok je u uzorku
L. quietus iz Portugala prisutna samo cinaminska kiselina (0,70 mg/100g suve mase) (Reis i dr.,
2011). Ekstrakt bazidiokarpa L. vellereus iz Portugala je pokazao prisustvo protokatehinske, p-
hidroksibenzoeve, p-kumarne i cinaminske kiseline (Heleno i dr., 2012), dok je u analiziranim
ekstraktima iz Srbije potvrdeno prisustvo protokatehinske i p-hidroksibenzoeve kiseline (Tabela
10). U oba slucaja dominantna je bila protokatehinska kiselina. Veliki udeo u uzorku R. delica
poreklom iz Grcke ¢inile su hidroksibenzoeve i hidroksicinaminske kiseline, od kojih je dominantna
bila p-hidroksibenzoeva kiselina, odnosno o-kumarna kiselina (Kalogeropoulos i dr., 2013), za
razliku od testiranih vrsta iz Srbije u kojima nije detektovano prisustvo navedenih fenolnih kiselina
(Tabela 10). U ekstraktima iste vrste poreklom iz Portugala i Turske detektovane su p-
hidroksibenzoeva kiselina, galna i kafei¢na kiselina, dok p-kumarna, vanilinska i cinaminska
kiselina nisu detektovane, za razliku od testiranog uzorka iz Grcke (Yaltirak i dr., 2009). U
plodonosnom telu vrste R. sardonia poreklom iz Portugala nisu detektovane hidroksibenzoeve
kiseline, ve¢ samo cinaminska kiselina (Reis i dr., 2011). Tripathy i dr., (2016) su ispitivali ukupan
sadrzaj fenola u ME R. nigricans i R. lepida poreklom iz Indije, i pokazali su da obe vrste sadrze
pribliZno istu koli¢inu fenolnih jedinjenja (4,55 mg/g ekstrakta odnosno 3,20 mg/g ekstrakta).
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Tabela 10. Sadrzaj fenolnih kiselina u ekstraktima bazidiokarpa testiranih vrsta makromiceta (ug/g
ekstrakta £ SD).

~ Metanolni  36,71+0,76 72,89 0,05 n.i. 108’5? *
Mellen 0ars
Etanolni 9,37 £ 0,03 n.i. n.i. (’)’03‘
Lactarius Metanolni n.i. 85+04 n.i. 8,5%+0,5
piperatus Etanolni n.i. 52+0,2 n.i. 52 +0,2
Lactarius Metanolni 795+ 3 238+0 n.i. 818,8 £ 3
quietus Etanolni 4735+ 9 126 +3 n.i. 4861+ 9
Lactarius Metanolni 20+0,2 n.i. 42+0,3 6,2+0,5
vellereus  gganolni 2,5+0,2 n.i. 11,4+05  139+04
Russula Metanolni n.i. n.i. n.i. /
integra Etanolni n.i. n.i. n.i. /
Russula Metanolni n.i. n.i. n.i. /
nigricans - Eanlnj 101+ 5 n.i. n.i. 101 +5
Russula Metanolni n.i. 20,0+£0,1 n.i. 20,0+0,1
rosea Etanolni n.i. 89+2 n.i. 89 + 2

*n.i. — nije identifikovan

59



REZULTATI | DISKUSIUA

4.45. Sadrzaj masnih Kkiselina u bazidiokarpima testiranih vrsta

Analizom masnih kiselina u bazidiokarpima testiranih vrsta makromiceta identifikovano je
29 masnih kiselina. Palmitinska, stearinska, oleinska i linolna kiselina su procentualno
najzastupljenije masne kiseline kod svih analiziranih vrsta (Tabela 11). U bazidiokarpu A. mellea
dominantna je linolna kiselina (63,8%), dok su oleinska (15,47%), palmitinska (12,63%) i
stearinska (2,84%) znatno manje zastupljene. Analiza uzoraka vrsta roda Lactarius je pokazala da
su kod sve tri vrste dominantne razlicite kiseline, kao i njihov odnos. U bazidiokarpima vrste L.
piperatus dominantne se stearinska (42,09%) i oleinska (36,89%) kiselina, dok su linolna (11,94%)
I palmitinska (4,93%) znatno manje zastupljene. Kod vrste L. quietus zastupljenost oleinske
(40,40%) i linolne kiseline (19,2%) je slicna kao kod vrste L. piperatus, dok je zastupljenost
palmitinske (20,13%) 1 stearinske kiseline (10,11%) razli¢ita. U bazidiokarpu L. vellereus
dominantna je stearinska Kkiselina (58,19%), dok su oleinska (17,6%), linolna (12,14%) i
palmitinska (10,01%) znatno manje prisutne. Analiza bazidiokarpa tri vrste roda Russula je
pokazala razli¢itu procentualnu zastupljenost dominantnih masnih kiselina (linolna, stearinska,
oleinska i palmitinska). Pa tako dominantna kiselina u bazidiokarpima R. integra i R. nigricans bila
je linolna kiselina sa zastupljenoS¢u od 38,2% odnosno 52%, dok su u bazidiokarpima R. rosea
najzastupljenije bile stearinska (36,3%) i oleinska (35,74%) kiselina. Opseg vrednosti palmitinske
kiseline kod sve tri vrste je iznosio 8,8% — 16,6%. Stearinska kiselina je u uzorcima R. integra
(6,57%) i R. nigricans (7,8%) bila znatno manje zastupljena od ostalih opisanih masnih kiselina.
Takode, palmitinska (12%) i linolna kiselina (13,39%) su u uzorku R. rosea bile prisutne u sli¢cnom
procentu. Pored gorepomenutih, ostale masne kiseline su zastupljene sa udelom manjim od 2%, ili u
nekim bazidiokarpima nisu ni identifikovane. Analiza odnosa ukupnog udela zasi¢enih, nezasi¢enih
i polinezasi¢enih masnih kiselina je pokazala da odnosi variraju od vrste do vrste. Pa tako,
polinezasi¢ene masne kiseline (PNZK) dominiraju u bazidiokarpima vrsta A. mellea, R. integra i R.
nigricans; zasicene (ZMK) kod L. piperatus, L. vellereus i R. rosea; dok je L. quietus jedina vrsta
gde su nezasi¢ene masne kiseline (NZMK) dominantne (Tabela 11).

Najzastupljenija masna kiselina u bazidiokarpima A. mellea poreklom iz Portugala bila je
oleinska kiselina (47,74%) (Vaz i dr., 2011), za razliku od uzorka iz Srbije, u kom je dominantna
linolna masna kiselina (63,8%) (Tabela 11). Medutim, rezultati nasih istraZivanja su u korelaciji sa
ispitivanjima uzoraka A. mellea iz Turske i SAD-a, koji su sadrzali najvise linolne kiseline (Yilmaz
i dr., 2006; Cox i dr., 2006). Takode, uzorak iz Portugala je sadrzao vise NZMK (55,01%) (Vaz i
dr., 2011), dok je uzorak iz Srbije imao veci sadrzaj PNZK. Najzastupljenije masne kiseline u
bazidiokarpima L. piperatus iz Portugala su stearinska, zatim linolna i oleinska (Barros i dr.,
2007a). Takode, ukupan sadrzaj ZMK je ve¢i od nezasi¢enih $to je u skladu sa dobijenim
vrednostima u ovoj disertaciji. Dominantne masne kiseline u bazidiokarpima L. quietus iz Portugala
su linolna (35,15%) i oleinska (24,55%), (Reis i dr., 2011) kao i u testiranom uzorku iz Srbije
(19,2%, odnosno 0,40%). Uzorak iz Portugala je bogatiji PNZK, dok uzorak bazidikarpa L. quietus
iz Srbije sadrzi vise NZMK. Prema navodima Heleno i dr., (2012), dominantne masne Kiseline u
bazidiokarpima L. vellereus su stearinska (58,33%) i linolna (22,13%), takode sadrzaj ZMK u
uzorku iz Portugala je znatno visi od sadrzaja NZMK i PNZK. Sadrzaj masnih kiselina uzorka L.
vellereus iz Portugala je u saglasnosti sa dobijenim rezultatima za bazidiokarpe L. vellereus iz
Srbije (Tabela 11). Linolna (44,32%) i stearinska (27,10%) kiselina su dominantne masne kiseline u
bazidiokarpima R. delica poreklom iz Grcke (Kalogeropoulos i dr., 2013), za razliku od testiranih
vrsta roda Russula u ¢ijim su bazidiokarpima dominantne linolna i oleinska kiselina (Tabela 11).
Takode, oleinska i linolna kiselina su dominantne kiseline kod R. sardonia poreklom iz Portugala
(Reis i dr., 2011). Pokazano je da stearinska kiselina ima visok antibakterijski potencijal, dok je za
linolnu kiselinu dokazano da je glavna aromati¢na komponenta veéine gljiva (Vieira i dr., 2014).
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Tabela 11. Sadrzaj masnih kiselina u bazidiokarpima testiranih vrsta makromiceta (% + SD).

Masne kiseline

Heksanska (C6:0)
Kaprilna (C8:0)
Dekanska (C10:0)
Laurinska (C12:0)
(C13:0)
Miristinska (C14:0)
Miristoleinska (C14:1)
Pentadekanska (C15:0)

Palmitinska (C16:0)

Palmitoleinska (C16:1)
Heptadekanska (C17:0)
Stearinska (C18:0)
Oleinska (C18:1n9c)
Linolna (C18:2n6c¢)
a-Linoleinska (C18:3n3)
y-Linoleinska (C18:3n6)
Arahidinska (C20:0)

Armillaria Lactarius Lactarius Lactarius Russula Russula Russula
mellea piperatus quietus vellereus integra nigricans rosea
0,119 £ 0,001 0,030 0,37 £ 0,02 n.i. n.i. n.i. 0,39 £ 0,02
0,074 + 0,002 0,010 0,130 n.i. 0,12 +0,01 0,042 + 0,001 0,085 + 0,001
0,044 + 0,001 0,070 3,56 + 0,15 n.i. 0,093 = 0,008 0,159 + 0,007 0,197 £ 0,001

0,62 £ 0,02 0,020 0,272+ 0,011 0,04 +0,0 2,20+0,03 0,079 £ 0,05 n.i.
n.i. n.i. 0,11+0 n.i. n.i. n.i. n.i.
0,32 + 0,005 0,17 +£0,01 0,705 + 0,025 0,27+0,01 2,53+0,04 0,241 + 0,006 0,61 +0,02
0,024 + 0,001 n.i. n.i. n.i. 0,126 + 0,006 n.i. n.i.
0,66 + 0,01 0,55+ 0,01 23+0,1 0,46 £ 0,01 1,1+0,1 0,35+0,01 0,33+0,01
12,63 +0,018 4,93 +0,03 Sy 10006£0181  166+02 88+03 12,0403
1,7+0,03 011+0 16+0,0 0,29+0,01 1,55+ 0,01 0,80 £ 0,01 n.i.
0,154 + 0,002 0,120 0,20+ 0,04 n.i. 0,572 + 0,006 0,127 £ 0,001 0,88 £ 0,03
2,839 + 0,001 42,09+ 0,14 10,11+0,12 58,195+ 0,977 6,57 £ 0,02 7,8+0,3 36,3x0,5
15,47 + 0,06 36,89 + 0,41 40,40+ 0,40 176+0,8 21,85+ 0,04 27,1+0,1 35,74 + 0,06
63,8 £0,16 11,94 £ 0,16 19,2 £0,01 12,147 £ 0,018 38,2x0,2 52,0+ 0,7 13,39 £ 0,06
0,09 £0,01 0,020 n.i. 0,2+£0,0 1,45+ 0,03 0,061 + 0,001 n.i.
n.i. n.i. n.i. n.i. 3,27 £ 0,09 n.i. n.i.
0,105 + 0,001 1,21 £0,04 n.i. 0,20+0,0 1,98 £ 0,01 0,210 + 0,004 n.i.
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MK)

cis-11-Eikozenoinska (C20:1) 0,091 + 0,001 013+0 ni. ni. 0082+0001 0,247 + 0,002 ni.
cis-11,14-Eikozenoinska 0,037 + 0,001 0,020 ni. ni. 0,58 + 0,03 0,11 + 0,01 ni.
(C20:2)
Eikozetrionska (C20:3n3) 0,08 +002 0,02+0 n.i. n.i. n.i. n.i. n.i.
cis-8,11,14-Eikozetrionska . . . . . )
(C20:3n6) n.i. n.i. n.i. n.i. 0,274 + 0,001 n.i. n.i.
Eikopentaenoinska (C20:5n3) 0,115 + 0,004 0,01+0 n.i. n.i. n.i. n.i. n.i.
Behenska (C22:0) 0,22 + 0,01 05+003 ni. 0,29 +0,01 ni. 0,264 + 0,003 ni.
c22:1 ni. ni. ni. n.i. 0.21+0,01 0,16 + 0,01 ni.
Erukinska (C22:1n9) 0,026 + 0,005 0,01+0 n.i. n.i. n.i. n.i. n.i.
Cis-13,16-dokosadienoinska . . . ) )
(C22:2) n.i. n.i. 0,56 +£0,01 n.i. n.i. 0.207+0,001 n.i.
Trikozilna (C23:0) 0,045 + 0,003 004 +0 041+ 0,01 ni. 0.149 + 0,006 1.17+0.06 ni.
Lignocerinska (C24:0) 0,59 + 0,03 1.1+0,08 ni. 034 +001 0.425+0.006 0.16+0.01 ni.
Ceramid (C24:1) 0,16 £ 0,02 n.i. n.i. n.i. n.i. n.i. n.i.
- :
Ukupne Z'\fﬂ'ﬁg/" ukupnih 18,42 + 0,18 5083+025  3830+054 69,80+ 0,80 324+03 19,4+ 0,6 509+0,1
; .
Ukupne NZME)(/" ukupnih 17.47 + 0,05 37154041  4195+040 1789 077  23.81+0,04 283401 35.74 + 0,06
. .
Ukupne PNZK (% ukupnih 64124013 12024015 1975014  1231£0,02 43803 523407  13,39+006
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*n.i. — nije identifikovan; ZMK — zasi¢ene masne kiseline; NZMK — nezasi¢ene masne kiseline; PNZK — polinezasi¢ene masne kiseline.



REZULTATI | DISKUSIUA

4.5.  Hemijski sastav odabranih komercijalnih etarskih ulja

Analizom hemijskog sastava etarskog ulja Origanum minutiflorum (divlji origano),
identifikovano je 25 komponenti. Dominantno jedinjenje u etarskom ulju divljeg origana je
karvakrol sa zastupljeno$éu od 81,5%. Jedinjenja manje zastupljena u uzorku su bila: para-cimen
(3,7%), borneol (2,3%), y-terpinen (1,7%), terpinen-4-ol (1,5%), cis-kariofilen (1,4%), B-bisabolen
(1,3%) i timol (1,2%). Dominantna grupa jedinjenja bili su oksidovani terpeni sa zastupljeno$¢u od
87,92% (Tabela 12).

Na osnovu literaturnih podataka vidi se da je hemijski sastav etarskog ulja O. minutiflorum
za razliku od ulja O. vulgare slabo ispitivan. Baser i dr. (1993), su analizirali hemijski sastav O.
minutiflorum etarskog ulja, poreklom sa visSe lokaliteta u Turskoj. Rezultati pokazuju da je
dominantno jedinjenje karvakrol sa zastupljenoscéu 75,4 — 83,6% u uzorku, zavisno od lokaliteta, $to
je u saglasnosti sa rezultatima ovih istrazivanja. Takode, p-cimen je drugo po zastupljenosti
jedinjenje u uzocima poreklom iz Turske (Baser i dr., 1993). Sli¢ne rezultate (karvakrol 74% i p-
cimen 7,20%) su dobili i Altundag i dr. (2011) analizom etarskog ulja divljeg origana takode
poreklom iz Turske. Sokmen i dr., (2020) hemijskom analizom su identifikovali 64 komponenti
etarskog ulja O. minutiflorum isto poreklom iz Turske, od kojih je najzastupljeniji karvakrol sa
64,29%, zatim p-cimen sa 9,56%. Literaturni podaci ukazuju da sadrzaj karvakrola u ulju divljeg
origana, varira od uzorka do uzorka, zavisno od lokaliteta, klimatskih uslova tokom branja biljke,
kao i trajanja procesa hidrodestilacije (Toker i dr., 2017; Sokmen i dr., 2020). Prema navodima
brojnih autora sadrzaj karvakrola u etarskom ulju divljeg origana varira od 50,04% — 90,87%
(Demirel i Erdogan, 2017; Toker i dr., 2017; Albayrak i Aksoy, 2019).

Analizom hemijskog sastava etarskog ulja Coriandrum sativum (korijander), identifikovano
je 17 komponenti. Dominantno jedinjenje u etarskom ulju korijandera je linalol sa zastupljeno$éu
od 69,6%. Jedinjenja manje zastupljena u uzorku su bila: para-cimen (4,8%), a-pinen (4,6%), v-
terpinen (4,7%), limonen (4,4%), kamfor (4,5%), geraniol (2%), i geranil acetat (1,6%).
Dominantna grupa jedinjenja bili su oksidovani terpeni sa zastupljeno$¢u od 80,08%. Pored
gorepomenutih, ostale komponente testiranih etarskih ulja su zastupljene sa udelom manjim od 1 %,
ili nisu ni identifikovane (Tabela 12).

Etarskog ulje iz semena korijandera je najvise proucavano Sirom sveta, a njegov hemijski
profil pokazuje da je ovo etarsko ulje, poreklom iz razli¢itih regiona, najbogatije oksidovanim
monoterpenima i to linalolom kao najzastupljenijim jedinjenjem (Laribi i dr., 2015). Tako, etarsko
ulje korijandera poreklom iz Tunisa sadrzi 87,54% linalola, dok je druga najzastupljenija
komponenta cis-dihidrokarvon (2,36%) (Msaada i dr., 2007). Medutim, ulje korijandera poreklom
iz Alzira pored linalola (73,1%), u visokim koncentracijama sadrzi i p-menta-1,4-dien-7-ol (6,51%),
a-pinen (3,41%) i neril acetat (3,22%) (Zoubiri, 2010). Takode, linalol (40,9 — 79,9%), y-terpinen
(0,1 - 13,6%), a-pinen (1,2 — 7,1%) i neril acetat (2,3 — 14,2%) su najzastupljenije komponente
etarskog ulja korijandera poreklom iz Irana, dok je u testiranom uzorku iz Bangladesa odnos
glavnih komponenti dosta razli¢it u odnosu na prethodno analizirane uzorke i to: linalol (37,65%),
y-terpinen (14,42%) i geranil acetat (17,57%) (Bhuiyan i dr., 2009; Nejad Ebrahimi i dr., 2010). Isto
ulje poreklom iz Kanade i Brazila, je pokazalo visok procenat linalola (84,6, odnosno 77,48%), kao
I visoku zastupljenost kamfora i a-pinena (De Figueiredo i dr., 2004; Zheljazkova i dr., 2008).
Linalol i kamfor su dominantna jedinjenja u uzorku etarskog ulja C. sativum poreklom iz Srbije
(Elgndi i dr., 2017). Varijacije u zastupljenosti odredenih jedinjenjenja u etarskim uljima Sirom
sveta posledica su razlicitih genetickih, klimatskih i geografskih uslova koji su karakteristi¢ni za
odredeni region i koji u velikoj meri utiCu na sastav etarskih ulja (Laribi i dr., 2015). Dodatna
istrazivanja su pokazala da vreme setve (Zheljazkova i dr., 2008), razvojna faza i stadijum zrelosti
biljke (Mandal i Mandal, 2015), kao i abioticki faktori (sadrzaj vode i salinitet) (Neffati i Marzouk,
2008; Hassan i Ali., 2014), kao i razli¢ite tehnike ekstrakcije mogu uticati na prinos i hemijski
sastav etarskog ulja korijandera (Kosar i dr., 2005).
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Etarska ulja su jako osetljiva na uslove skladiStenja, zbog ¢ega moze do¢i do promene u

sastavu usled neadekvatnog i/ili dugog skladistenja. Ukoliko se etarska ulja ¢uvaju na svetlosti,
svetlost indukuje oksidativne procese koji dovode do modifikacija u hemijskoj strukturi terpena.
Shodno tome, ove modifikacije uticu na organolepticke osobine etarskih ulja, a mogu dovesti i do
gubitka kvaliteta ulja i njegovih farmakoloSkih/bioloskih aktivnosti (Laribi i dr., 2015).

Tabela 12. Hemijski sastav testiranih etarskih ulja (%).

RI Komponente (96) | i e | ativam
904 a-Tujen n.i. 0,9
909 a-Pinen 0,5 n.i.
910 a-Pinen n.i. 4,6
922 Kamfen 0,3 n.i.
923 Kamfen n.i. 0,1
949 Sabinen n.i. n.i.
950 B-Pinen 0,1 n.i.
951 Mircen n.i. 0,4
969 Mircen 0,6 n.i.
980 a-Felandren 0,1 n.i.
993 a-Terpinen 0,7 n.i.
1002 para-Cimen 3,7 n.i.
1005 B-Felandren 0,3 n.i.
1006 Limonen n.i. 4.4
1007 1,8-Cineol 0,2 n.i.
1021 para-Cimen n.i. 4,8
1035 y-Terpinen 1,7 n.i.
1036 y-Terpinen n.i. 4,7
1051 cis-Linalol oksid n.i. 0,5
1064 para-Menta-2,4(8)-dien 0,1 n.i.
1067 trans-Linalol oksid n.i. 0,4
1082 Linalol 0,2 69,6
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1115 dihidro-Linalol n.i. 0,6
1119 Kamfor n.i. 4,5
1144 Borneol 2,3 n.i.
1156 Terpinen-4-ol 1,5 n.i.
1170 2-metil-l1zoborneol n.i. 0,4
1172 a-Terpineol 0,9 n.i.
1253 Geraniol n.i. 2,0
1285 Timol 1,2 n.i.
1292 Karvakrol 81,5 n.i.
1345 Neril acetat n.i. 0,6
1349 Karvakrol acetat 0,1 n.i.
1366 Geranil acetat n.i. 1,6
1389 cis-Kariofilen 1,4 n.i.
1408 v-Elemen 0,2 n.i.
1408 a-Gvajen 0,2 n.i.
1465 Germaren-D 0,2 n.i.
1480 B-Bisabolen 1,3 n.i.
1484 y-Kadinin 0,4 n.i.
1552 Kariofilen oksid 0,1 n.i.

Monoterpenski ugljovodonici 8,14 19,92

Oksidovani monoterpeni 87,92 80,08
Seskviterpenski ugljovodonici 3,77 0
Oksidovani seskviterpeni 0

Ukupno identifikovano (%) 99,94 100,0
Broj identifikov_anih o5 17

komponenti

*n.i. — nije identifikovan
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4.6. BioloSke aktivnosti ekstrakata testiranih makromiceta

Za odredivanje antibakterijske, antibiofilm, antioksidativne i Ccitotoksi¢ne aktivnosti
kori$¢eni su metanolni i etanolni ekstrakti 7 testiranih vrsta makromiceta.

4.6.1. Antibakterijska aktivnost ekstrakata testiranih makromiceta

Antibakterijska aktivnost je odredena mikrodilucionom metodom i stepen osetljivosti 16
testiranih bakterija (izolata iz tkiva tonzila pacijenata sa dijagnozom HT) na metanolne i etanolne
ekstrakte bazidiokarpa makromiceta je prikazan u tabelama 13 i 14.

Aktivnost ME je razli¢ita. Zavisno od vrste makromiceta i bakterija, MIK su detektovane za
sve testirane izolate i to u opsegu 0,20 — 25 mg/mL (Tabela 13). Najosetljivije bakterije na sve
testirane ME su bile: Micrococcus luteus, Streptococcus agalactiae i S. parasanquinis (MIK 0,20
mg/mL, MBK 0,40 mg/mL). ME Armillaria mellea je najbolje inhibirao rast M. luteus, S.
parsanquinis (MIK 0,20 mg/mL) i S. constellatus i S. salivarius (MIK 0,40 mg/mL, MBK 0,80
mg/mL), dok je najslabiju aktivnost pokazao na rast vrsta roda Staphylococcus (MIK 3,1 — 25
mg/mL, MBK 12,5 — 50 mg/mL) kao i na rast testiranih G (-) bakterija (MIK 3,1 — 25 mg/mL). Na
0,80 mg/mL, MBK 0,8 — 1,6 mg/mL), dok su najrezistentiji Staphylococcus aureus (MIK 12,5 — 30
mg/mL, MBK 25 — 30 mg/mL) i Stenotrophomonas maltophilia (MIK 6,25 — 25 mg/mL, MBK 12,5
— 50 mg/mL). Ispitivanjem bakteriostatske aktivnosti ME vrsta roda Russula pokazano je da M.

su najrezistentiji S. hominis (15 — 30 mg/mL) i S. maltophilia (12,5 — 25 mg/mL).

Inhibitorna aktivnost EE bazidiokarpa se kretala u opsegu 0,20 — 25 mg/mL, u zavisnosti od
vrste makromiceta kao i vrste bakterija (Tabela 14). Najosetljivije bakterije na sve testirane EE su
bile: M. luteus, R. mucilaginosa, S. dysgalactiae i S. parasanquinis (MIK 0,20 — 0,40 mg/mL, MBK
0,40 — 0,80 mg/mL). EE A. mellea je najbolje inhibirao rast M. luteus, S. constellatus, S.
dysgalactiae i S. pyogenes (MIK 0,80 mg/mL, MBK 1,6 mg/mL), dok je najslabiju aktivnost
pokazao na rast vrsta roda Staphylococcus (MIK 6,25 — 30 mg/mL, MBK 12,5 — 30 mg/mL) i na
rast testiranih G (-) bakterija (MIK 7,5 — 30 mg/mL, MBK 15 — 60 mg/mL). Na osnovu pregleda
rezultata dobijenih dejstvom EE vrsta roda Lactarius zapaza se da su najsenzitivnije bakterije:
Rothia mucilaginosa, S. agalactiae, S. anginosus, S. dysgalactiae, S. parasanginis i S. pyogenes
(MIK 0,60 — 0,80 mg/mL), dok su S. aureus (MIK 12,5 — 25 mg/mL, MBK 25 — 50 mg/mL) i S.
maltophilia (MIK 12,5 — 25 mg/mL, MBK 25 — 50 mg/mL) bile najotpornije. EE vrsta roda Russula
pokazali su najbolju aktivnost na: M. luteus R. mucilaginosa, S. agalactiae, S. anginosus, S.
dysgalactiae, S. oralis, S. parasanginis i S. pseudopneumoniae (MIK 0,20 — 0,80 mg/mL, MBK
0,40 — 1,60 mg/mL), a najslabiju aktivnost na: S. hominis (MIK 15 — 30 mg/mL, MBK 15 — 60
mg/mL) i S. maltophilia (MIK 12,5 — 25 mg/mL, MBK 12,5 — 25 mg/mL). U odnosu na testirane
ekstrakte, komercijalni antibiotici amoksicilin sa klavulonskom kiselinom i cefiksim ¢ije su MIK
vrednosti u opsegu 0,0002 — 0,028 mg/mL (MBK 0,0004 — 0,056 mg/mL) odnosno 0,0002 — 0,013
mg/mL (MBK 0,0004 — 0,027 mg/mL) su pokazali bolju antibakterijsku aktivnost na sve testirane
bakterije. Uporednom analizom bakteriostatskog i baktericidnog efekta testiranih makromiceta na
izolovane bakterije, moze se zakljuciti da su ME pokazali malo bolju aktivnost u odnosu na EE
testiranih vrsta. Poredenjem antibakterijske aktivnosti ME medu vrstama rodova Lactarius i
Russula, nema znacajnih razlika, obe vrste ekstrakta su pokazale ujednacenu aktivnost. Takode,
uocena je ujednacena antibakterijska aktivnost i kod EE rodova Lactarius i Russula.

Etanolni ekstrakti micelije A. mellea poreklom iz Turske slabo su uticali na rast razli¢itih
vrsta bakterija i kvasnica, testirani disk difuzionom metodom. Najveca zona inhibicije je izmerena
kod Salmonella Typhimurium (10 mm), umerena zona inhibicije (8 mm) je izmerena kod vrsta E.
coli, S. lutea i C. albicans, dok kod vrsta S. aureus, E. faecalis, P. vulgaris, B. subtilis, B. cereus i
E. cloacae ekstrakt nije pokazao inhibitornu aktivnost (Kalyoncu i dr., 2010). S druge strane Kosti¢
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i dr. (2017), su ispitivali antimikrobnu aktivnost ME A. mellea mikrodilucionom metodom.
Zabelezili su umerenu antibakterijsku aktivnost ME A. mellea prema slede¢im bakterijskim
vrstama: S. aureus, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, Micrococcus flavus, P. aeruginosa, E.
coli, S. Typhimurium, i Enterobacter cloacae, ¢ije su bakteriostatske vrednosti bile u opsegu 3,12 —
15 mg/mL. Vrednosti za S. aureus (ATCC 6538) dobijene u radu Kosti¢ i dr. (2017) su u skladu sa
MIK vrednostima dobijenim u ovoj disertaciji. Armilarna kiselina je pokazala antimikrobnu
aktivnost protiv G (+) bakterija i nekih kvasnica. Takode, seskviterpen meleoid K, izolovan iz
plodonosnog tela A. mellea je pokazao antimikrobnu aktivnost (Wen Gao i dr., 2009). Metanolni
ekstrakt L. piperatus poreklom iz Portugala inhibirao je rast razli¢itih vrsta patogenih bakterija,
ukljuéujudi i S. aureus (MIK 0,5 — 50 mg/mL, zona inhibicije 6 — >9 mm) (Barros i dr., 2007c), dok
je ektrakt L. piperatus iz Srbije pokazao bolju inhibitornu aktivnost (MIK opseg vrednost 0,039 —
0,156 mg/mL), ukljucujuéi i S. aureus (MIK 0,039 mg/mL) (Kosani¢ i dr., 2020). MIK vrednosti
dobijene za L. piperatus uzorke iz Portugala su u saglasnosti sa rezultatima dobijenim u ovoj
disertaciji. Razli¢iti ekstrakti (metanolni, acetatni i hloroform) L. vellereus poreklom iz Turske su
jako dobro inhibirali rast G (+) i G (-) bakterija, opseg vrednosti MIK 0,0048 — 0,078 mg/mL. U
istom radu, najbolju aktivnost je imao acetatni ekstrakt L. vellereus na B. subtilis (MIK 0,0048
mg/mL) i K. pneumoniae (MIK 0,019 mg/mL). U slucaju inhibicije rasta S. aureus i S. pyogenes,
sva tri testirana ekstrakta su pokazala istu aktivnost (MIK 0,039 mg/mL) (Dogan i Aydin, 2013).
Vrednosti antimikrobne aktivnosti za uzorak koji je testiran u ovoj tezi su vise U odnosu na testirani
uzorak iz Turske. Razlozi drugacijih MIK vrednosti mogu biti: poreklo vrste, na¢in skladiStenja i
metodologija ekstrakcije.
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Tabela 13. Antibakterijska aktivnost metanolnih ekstrakata testiranih vrsta makromiceta (mg/mL).

Bakterija Ekstrakt makromiceta Antibiotik
Amoksicilin
Armillaria Lactarius Lactarius Lactarius  Russula Russula Russula i .
. . . S Cefiksim
mellea piperatus  quietus  vellereus integra nigricans rosea klavulonska
kiselina

Micrococcus MIK 0,2 0,8 3,1 15 0,80 0,8 0,2 0,0002 0,002
luteus MBK 0,4 16 6,2 31 1,56 16 0,4 0,0004 0,003
Rothia MIK 31 0,8 6,25 1,6 3,12 1,6 3,1 0,007 0,002
mucilagenosa Bk 6,2 16 12,5 3,1 6,25 3,1 6,25 0,014 0,003
Streptococcus MIK 31 0,4 0,2 0,8 3,1 1,6 3,1 0,007 0,002
agalactiae MBK 6,2 0,8 0,4 1,6 6,25 3,1 6,25 0,014 0,004
Streptococcus MIK 1,6 12,5 3,1 0,8 1,5 1,6 6,25 0,028 0,0002
anginosus MBK 3,1 25 6,25 1,6 3,1 3,1 12,5 0,056 0,0004
Streptococcus MIK 0,4 0,8 1,56 1,56 3,1 0,8 3,12 0,0002 0,0002
constellatus g o8 1,56 3,1 31 6,25 1,56 6,25 0,0004  0,0004
Streptococcus MIK 31 0,4 15 15 3,1 3,1 0,4 0,007 0,0002
dysgalactiae v 6,25 0,8 3,1 3,1 6,25 6,25 08 0,014 0,0004
Streptococcus MIK 6,25 6,2 0,8 6,25 0,4 3,1 6,25 0,0004 0,002
oralis MBK 125 125 16 125 08 6,25 125 0,001 0,004
Streptococcus MIK 0,2 0,4 0,2 0,8 3,1 1,6 0,8 0,004 0,003
parasanquinis MBK 0.4 0,8 0,4 1,6 6,2 31 1,6 0,01 0,006
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0,006
0,003
0,007
0,003
0,006

69



REZULTATI | DISKUSIJA

Tabela 14. Antibakterijska aktivnost etanolnih ekstrakata odabranih vrsta makromiceta (mg/mL).

Bakterija Ekstrakt makromiceta Antibiotik
Amoksicilin

Armillaria Lactarius Lactarius Lactarius Russula Russula Russula i o

. ) ) S Cefiksim
mellea  piperatus quietus vellereus integra  nigricans rosea klavulonska
kiselina

MiCrOCOGCUS MIK 0,8 6,25 3,1 15 3,1 3,1 0,4 0,0002 0,002

luteus MBK 16 125 6.25 31 6,25 6,25 0.8 0,0004 0,003

Rothia MIK 3,75 31 0,6 0,8 0,8 16 04 0,007 0,002

mucilagenosa 15 75 6,25 3,1 16 16 3,1 0,8 0,014 0,003

Streptococeus MIK 75 31 0,6 0,8 15 16 0,8 0,007 0,002
agalactiae MBK 15 6,25 31 16 31 31 16 0,014 0,004
Streptococcus MIK 75 3,1 3,1 0,8 3,1 3,1 0,8 0,028 0,0002
anginosus MBK 15 6,25 6.2 16 6,2 6,25 16 0,056 0,0004
Streptococeus MIK 0,8 6,25 31 156 6,25 6,25 6,25 0,0002 0,0002
constellatus MBK 16 125 6.2 31 125 125 125 0,0004 0,0004
Streptococeus MIK 0,8 15 0,8 15 6,25 3,1 0,2 0,007 0,0002
dysgalactiae MBK 16 31 16 31 125 6,25 0.4 0,014 0,0004

Streptococcus MIK 75 31 3.1 3.1 0.8 3.1 31 0,0004 0,002
oralis MBK 15 6,25 6,2 6,25 1,6 6,25 6,25 0,001 0,004
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4.6.2. Antibiofilm aktivnost ekstrakata testiranih makromiceta

U daljem radu, a u cilju pra¢enja uticaja ME i EE na aktivnosti koje su regulisane QS
komunikacijom sprovedeni su sledeci testovi: test za ispitivanje uticaja ekstrakata na formiranje
biofilma Staphylococcus aureus i test za ispitivanje njihovog uticaja na ve¢ formirani biofilm
izolata S. aureus. Ova vrsta je izabrana na osnovu rezultata histoloske analize i dokazane
sposobnosti da formira biofilm kao i ¢injenice da je jedan od glavnih uzro¢nika HT-a.

4.6.2.1. Efekat ekstrakata na formiranje biofilma Staphylococcus aureus

Za ispitivanje stepena inhibicije formiranja S. aureus biofilma koris¢eni su ME i EE
testranih makromiceta u koncentracijama: MIK; 0,5 MIK i 0,25 MIK (Grafik 1). Dobijeni rezultati
pokazali su da je inhibicija formiranja biofilma zavisila od koncentracije ekstrakta. Efekat ME-ta
koji su primenjeni u vrednosti MIK-a na formiranje S. aureus biofilma po opadaju¢em redosledu je:
L. quietus> R. rosea> A. mellea> L. vellereus> R. integra> R. nigricans> L. piperatus. Dok je
dejstvo EE-ta, koji su takode bili u vrednosti MIK-a na inhibiciju formiranja S. aureus biofilma, po
opadaju¢em redosledu bio sledeéi: R. rosea > R. integra > L. vellereus > R. nigricans> A. mellea>
L. quietus> L. piperatus. Ekstrakti testiranih vrsta, osim L. piperatus (ME — 42,2% i EE — 44,15%),
L. quietus (EE, 44,7%) i R. nigricans (ME, 45,12%), pokazali su dobar inhibitorni efekat na
formiranje biofilma S. aureus (>50%) pri primenjenim MIK vrednostima. Najbolji efekat pri svim
testiranim koncentracijama (MIK, 0,5 MIK i 0,25 MIK) su pokazali ME L. quietus (83,58%;
73,97% i 56,39%) i EE vrsta: L. vellereus (86,2%; 70,47%; 60,1%), R. integra (89,5%; 74,55%,
51,72%) i R. rosea (90,97%; 89,98% i 84,73%) (Grafik 1).

Testirani ekstrakti su pokazali sli¢nu aktivnost u poredenju sa komercijalnim antibioticima
¢iji je inhibitorni efekat pri MIK vrednostima iznosio 68,30% za amoksicilin i klavulonsku kiselinu
i 83,35% za cefiksim. Uporednom analizom je pokazano da ME L. quietus, EE L. vellereus, EE R.
integra i oba testirana ekstrakta vrste R. rosea imaju bolji efekat na inhibiciju formiranja biofilma
od testiranog amoksicilina sa klavulonskom kiselinom (p < 0,05). Dok su u slu¢aju cefiksima bolji
efekat pokazali ME L. quietus, EE L. vellereus, EE R. integra i EE R. rosea (Grafik 1).

Biofilm predstavlja sloZenu zajednicu mikroorganizama, koja im pruza zastitu od delovanja
antibiotika, $to je najceS$¢i uzrok pojave hroni¢nih infekcija i rezistentnih sojeva (Alves i dr.,
2014a). Mikroorganizmi u biofilmu su otporniji na antimikrobne agense od planktonskih celija, pa
stoga tretiranje biofilma standardnim dozama komercijalnih antibiotika je Cesto nedelotvorno jer je
poznato da je za inhibiciju rasta i formiranja biofilma potrebno i do 1000 puta vec¢a doza u odnosu
na dozu antibiotika koja je potrebna za inhibiciju rasta planktonskih ¢elija (Alves i dr., 2014a;
2014b). Zato, ekstrakti makromiceta, koje su nedovoljno istrazene u pogledu inhibicije formiranja
biofilma, predstavljaju dragocen resurs u potrazi za novim bioloski aktivnim
ekstraktima/jedinjenjima koji bi mogli inhibitorno uticati na formiranje biofilma bolje od
antibiotika. Cuvalova i dr., (2018) su ispitivali potencijal vodenih ekstrakata razli¢itih makromiceta
na inhibiciju formiranja S. aureus biofilma. Pokazali su da najbolju aktivnost ima A. mellea
(70,87%), zatim P. ostreatus (67%), L. sulphureus (64,14%) i A. auricula-judae (62,77%), dok je
M. procera pokazala najnizi procenat redukcije biofilma (47,72%). Metanolni ekstrakt R. delica
uzorka iz Portugala je testiran na inhibiciju formiranja biofilma sledecih bakterija: P. aeruginosa, E.
coli, P. mirabilis i A. baumannii. Opseg vrednosti inhibicije formiranja biofilma je bio 28,59 (A.
baumannii) — 60,31% (P. mirabilis) (Alves i dr., 2014a).
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Grafik 1. Uticaj minimalnih inhibitornih i sub-inhibitornih koncentracija metanolnih i etanolnih ekstrakta testiranih vrsta makromiceta na stepen

inhibicije (%) formiranja biofilma Staphylococcus aureus ('p < 0,05 u poredenju amoksicilina sa klavulonskom kiselinom i ekstrakata; p < 0,05 u
poredenju cefiksima sa ekstraktima).
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4.6.2.2. Efekat ekstrakata na formirani biofilm Staphylococcus aureus

Efekat ME i EE testiranih makromiceta nakon tretmana (30 s) minimalnim baktericidnim
vrednostima na formirani S. aureus biofilm prikazan je na grafiku 2. Dejstvo ME Kkoji su primenjeni
u vrednosti MBK-a na formirani S. aureus biofilm, po opadaju¢em redosledu je sledeci: L. vellereus
> L. quietus > A. mellea > L. piperatus > R. rosea > R. nigricans > R. integra. Dok je efekat EE,
nakon 30 s primene na formirani S. aureus biofilm, po opadaju¢em redosledu bio sledeci: L.
piperatus > L. vellereus > R. rosea > L. quietus > R. nigricans > R. integra > A. mellea. Poredenjem
aktivnosti izmedu testiranih vrsta, zakljuceno je da ekstrakti vrsta roda Lactarius deluju najbolje na
ve¢ formirani S. aureus biofilm. Takode, poredenjem rezultata u okviru roda Lactarius, na
inhibiciju formiranog biofilma najbolje su delovali ekstrakti vrste L. vellereus (ME — 84,2% i EE —
80,4%). U okviru roda Russula najbolju aktivnost pokazali su ekstrakti R. rosea (78,73%, odnosno
81,73%), dok su ekstrakti A. mellea pokazali neSto slabiju aktivnost u odnosu na vrste roda
Lactarius ali bolju aktivnost u odnosu na vrste roda Russula (Grafik 2).

Svi testirani ekstrakti su pokazali slian, a u pojedinim slucajevima i bolji efekat na
formirani biofilm u poredenju sa komercijalnim antibioticima ¢iji je inhibitorni efekat pri MBK
vrednostima iznosio 61,14% za amoksicilin i klavulonsku kiselinu i 59,05% za cefiksim.
Uporednom analizom je pokazano da EE L. piperatus, ME i EE L. vellereus, EE R. rosea (p < 0,05)
imaju bolji efekat na inhibiciju formiranog biofilma od testiranih antibiotika (Grafik 2). Pregledom
dostupne literature nismo nasli podatke o inhibirajuéem efektu razlicitih ekstrakata testiranih

makromiceta na ve¢ formirani biofilm S. aureus.
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Grafik 2. Efekat minimalnih baktericidnih koncentracija metanolnih i etanolnih ekstrakata
testiranih vrsta makromiceta na stepen inhibicije (%) ve¢ formiranog biofilma Staphylococcus
aureus (p < 0,05 u poredenju amoksicilina sa klavulonskom kiselinom i ekstrakata; 0 <0,05u
poredenju cefiksima sa ekstraktima).

4.6.3. Antioksidativna aktivnost ekstrakata testiranih makromiceta

Antioksidativna aktivnost ekstrakata testiranin makromiceta procenjena je na 0snovu
njihove sposobnosti inhibicije lipidne peroksidacije (TBARS test) i inhibicije oksidantne hemolize
(OxHLIA test) (Tabela 15). Rezultati lipidne peroksidacije pokazali su izuzetnu aktivnost testiranih
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ekstrakata (Tabela 15). Najbolja aktivnost je zabeleZena za EE R. nigricans (ICso je 0,017 mg/mL),
koja je bila bolja i od aktivnosti kontrole (ICsp je 0,0196 mg/mL). U okviru roda Lactarius najbolju
aktivnost su pokazali ME i EE L. quietus (ICso vrednost za ME je iznosila 0,17 mg/mL, odnosno
ICs0 EE 0,23 mg/mL), dok je najniza aktivnost zabelezena za EE L. piperatus (ICsp 1,39 mg/mL). S
obzirom da su organske i fenolne kiseline odgovorne za antioksidativnu aktivnost ekstrakata
makromiceta, rezultati hemijske karakterizacije testiranih vrsta (Odeljci 4.4.3. i 4.4.4.) su u skladu
sa dobijenim TBARS vrednostima u okviru roda Lactarius. Testirane vrste roda Russula su
pokazale bolju antioksidantu aktivnost u odnosu na A. mellea i vrste roda Lactarius. Najbolju
aktivnost su pokazali ME R. rosea i EE vrste R. nigricans (ICso vrednost za ME je iznosila 0,09
mg/mL, odnosno ICsp EE 0,017 mg/mL). Dok je najniza aktivnost zabelezena za ME R. integra
(ICs0 1,72 mg/mL). Takode, i u slucaju roda Russula postoji korelacija izmedu ukupnog sadrzaja
fenolnih kiselina (Odeljak 4.4.4), i organskih kiselina (Odeljak 4.4.3.). Na osnovu potencijala
inhibicije lipidne peroksidacije ME testiranih vrsta po rastu¢em redosledu je sledeci: R. rosea < R.
nigricans < L. quietus < L. vellereus < L. piperatus < R. integra < A. mellea, pri ¢emu najniza
vrednost oznacava najbolju aktivnost. Dok je efekat EE testiranih makromiceta po rastu¢em
redosledu bio: R. nigricans < R. rosea < L. quietus < L. vellereus < A. mellea < R. integra < L.
piperatus. Na osnovu dobijenih rezultata, EE svih testiranih vrsta su imali bolju antioksidantnu
aktivnost detektovanu TBARS testom od ME.

Rezultati OxHLIA testa prikazani su u Tabeli 15, data koncentracija ekstrakta pretstavlja
vrednost koja je potrebna da se zastiti 50% populacije eritrocita od hemolize u vremenu od 10, 30 i
60 minuta. Nize vrednosti ICsp ukazuju na visu antihemoliti¢ku sposobnost testiranih ekstrakata.
Nakon 10 min praéenja, najnizu ICsq vrednost imala su oba testirana ekstakta R. nigricans (0,001 i
0,0091 mg/mL). Medutim, ovi ekstrakti nisu pokazali antihemoliticki efekat nakon duzeg vremena.
Uzrok tome je verovatno ¢injenica da su antioksidansi prisutni u ekstraktima iscrpljeni vrlo brzo i
da zato vremenom nisu pruzali zastitu eritrocitima. U slucaju ekstrakata vrsta R. integra i R.
nigricans, EE su pokazali bolju protektivnu aktivnost od ME, gde je EE R. nigricans imao bolju
aktivnost od kontole. Takode, jedino je R. integra EE bio sposoban da zastiti eritrocite u vremenima
30 i 60 minuta (0,069 i 0,139 mg/mL). U okviru roda Lactarius, jedino su ektrakti L. vellereus
pokazali aktivnost nakon 10 minuta dok je u kasnijim merenjima aktivnost esktrakata odsustvovala
(Tabela 15).

Etanolni i polisaharidni ekstrakti bazidiokarpa A. mellea poreklom iz Portugala su pokazali
slab efekat u neutralizaciji slobodnih radikala (DPPH metoda), redukcionoj sposobnosti kao i
umerenu inhibiciju lipidne peroksidacije (primenom metode izbeljivanja B-karotena). Poredenjem
ova dva ekstrakta A. mellea, polisaharidni ekstrakt je pokazao bolju antioksidativnu aktivnost (Vaz i
dr., 2011). Metanolni ekstrakt bazidiokarpa A. mellea poreklom iz Srbije, primenom istih metoda
merenja, je imao sli¢nu antioksidativnu aktivnost kao i uzorak iz Portugala (Kosti¢ 1 dr., 2017).
Metanolni ekstrakt bazidokarpa L. piperatus poreklom iz Indije pokazao je umerenu antioksidativnu
aktivnost (DPPH ICsy 1,57 mg/mL) (Ao i Deb, 2019), dok je acetonski ekstrakt uzorka iz Srbije
imao najbolju aktivnost (DPPH ICsy 0,033 mg/mL) (Kosani¢ i dr., 2020). Fenolne i polisaharidne
frakcije uzorka L. vellereus poreklom iz Portugala su pokazale slabiju antioksidativnu aktivnost
(TBARS ECs je iznosio 3,12 odnosno 1,21 mg/mL) (Heleno i dr., 2012) u odnosu na aktivnost ME
i EE dobijenih u ovoj doktorskoj disertaciji (TBARS ECsg je iznosio 0,32 odnosno 0.30 mg/mL).
Navodi brojnih autora ukazuju na jaku antioksidativnu aktivnost roda Lactarius (TBARS 0,57 —
1,21 mg/mL) (Heleno i dr., 2012; Vieira i dr., 2014). Metanolni ekstrakti R. brevipes, R. nigricans i
R. lepida poreklom iz Turske su imali razli¢itu sposobnost uklanjanja slobodnih radikala (DPPH
ECso 10 — 28 mg/mL) i redukujucu aktivnost (ECso 1,5 — 5 mg/mL) (Tripathy i dr., 2016).
Kalogeropoulos i dr. (2013) su ispitivali antioksidativnu aktivnost ME razli¢itih vrsta roda
Lactarius i Russula. Osim umerene antioksidativne aktivnosti koju su ME pokazali, autori su
utvrdili da postoji dobra korelacija izmedu sadrzaja fenolnih kiselina i DPPH i FRAP metoda za
ispitivanje antioksidantne aktivnosti (Kalogeropoulos i dr., 2013).
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Za ispitivanje antioksidativne aktivnosti se koriste razli¢iti testovi kao $to su: Fericijanid
metoda, koja je zasnovana na redukciji kompleksa Fe**/fericijanid; DPPH i ABTS metode kojima
se odreduje sposobnost hvatanja (uklanjanja) radikala; B-karoten/linolna kiselina test kojim se
antioksidativna aktivnost ekstrakta meri pracenjem inhibicije dekolorizacije rastvora B-karotena;
TBARS metoda koja se koristi za detekciju lipidne peroksidacije u uzorku (Barros i dr., 2007c).
Medutim, poslednjih godina se za ispitivanje antioksidativne aktivnosti koristi i OxXHLIA metoda,
koja se Siroko primenjuje za analizu razli¢itih biljnih ekstrakata, dok podataka o primeni ove
metode u ispitivanju ekstrakata makromiceta i etarskih ulja jo§ uvek nema. Brojna istrazivanja
ukazuju da je visok sadrzaj fenolnih jedinjenja, flavonoida, tokoferola, organskih kiselina u
plodonosnim telima makromiceta odgovoran za jako dobro antioksidativnu ali i antiinflamatornu i
imunomodulirajuéu aktivnost, §to je od izuzetnog znacaja za upotrebu makromiceta u farmaciji
(S&nchez, 2017; Ao i Deb, 2019).

Tabela 15. Antioksidantna aktivnost metanolnih i etanolnih ekstrakta testiranih vrsta makromiceta
(srednja vrednost £ SD).

OxHLIA (mg/mL)
Makromicete Ekstrakti TBARS (mg/mL)
At=10 min At=30 min At=60 min

o Metanolni - - - 6,19+ 0,47
Armillaria
mellea Etanolni - - - 0,52 +0,01
) Metanolni - - - 0,41 +0,08
Lactarius
piperatus Etanolni - - - 1,39 £ 0,06
) Metanolni - - - 0,17 £0,01
Lactarius
quietus Etanolni - - - 0,23 £ 0,02
) Metanolni 0,223 + 0,6 - - 0,32+0,01
Lactarius
vellereus Etanolni 0,023 +0,2 - - 0,30+ 0,01
Metanolni 0,111 + 0,4 - - 1,72+ 0,01
Russula

integra Etanolni  0,023+0,1 0,069+2 0,139+0,3 0,96 + 0,02

Metanolni 0,0091 + 0,7 - - 0,12 + 0,02
Russula
nigricans Etanolni 0,001+ 0,07 - - 0,017 + 0,002
Metanolni - - - 0,09 + 0,0004
Russula
rosea Etanolni - - - 0,116 + 0,004
Troloks 0,0031+0,3 0,008+0,2 0,0206+0,7 0,0196 + 0,01
"p < 0,05
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4.6.4. Citotoksi¢na aktivnost ekstrakata testiranih makromiceta

Za evaluaciju citotoksi¢nosti ekstrakata koris¢ene su primarne celije jetre svinje (PLP2) jer
su sli¢ne humanim. Utvrdivanje citotoksi¢ne aktivnosti testiranih ekstrakata vazno je zbog njihove
moguce primene u prevenciji HT-a. Ekstrakti prouCavanih vrsta su pokazali nizu citotoksi¢nu
aktivnost na testiranu ¢elijsku liniju kancera (NCI — H460) i ¢elijsku kulturu PLP2 u poredenju sa
elipticinom koji je koriS¢en kao pozitivna kontola (Tabela 16). Porede¢i aktivnost razli¢itih
ektrakata, moze se zakljuciti da su PLP2 celije jetre jedino osetljive na ME L. quietus (347,27
ug/mL) i EE L. vellereus (163,02 pg/mL). Od svih testiranih makromiceta, najbolju aktivnost na
NCI-H460 pokazao je EE L. vellereus sa Glsp vrednoscu 82,99 pug/mL. U poredenju sa elipticinom,
Cija je aktivnost u opsegu 2,3 pg/mL za PLP2 i 1,03 pg/mL za NCI — H460, prou¢avani ekstrakti su
pokazali znatno slabiji efekat.

Primena odredenih ekstrakata ili jedinjenja sa pokazanom bioloskom aktivno$¢u u tretmanu
razli¢itih bolesti moguca je ukoliko su manje $tetni po zdravlje ljudi od citostatika i zato je
neophodno testirati njihovu citotoksi¢nost. Imajué¢i u vidu da bronhitis kao jedna od cCestih
komplikakcija HT-a, predstavlja faktor rizika za pojavu karcinoma plu¢a (Gardner i dr., 2018)
ispitivan je efekat ekstrakata na humanu tumorsku celijsku liniju NCI-H460 (uzroénik
nesitnocelijskog karcinoma pluca). Metanolni ekstrakt A. mellea, uzorka iz Srbije nije pokazao
citotoksi¢nu aktivnost na ispitivanim tumorskim celijskim linijama MCF-7, HepG2 i HCT-15
(Kosti¢ i dr., 2017). Medutim, jedinjenja armilarikin i armilaridin su imala znacajnu
antiproloferativnu aktivnost protiv Huh 7, HepG2 i HA22 T ¢elijskih linija (Chen i dr., 2016).
Acetonski ekstrakt L. piperatus je pokazao jako dobru citotoksi¢nu aktivnost (ICsp 37,83 — 65,94
ug/mL) na vise razlicitih ¢elijskih linija (HeLa, LS174, A549) (Kosani¢ i dr., 2020). Dok ME L.
turpis poreklom iz Portugala nije pokazao citotoksi¢nu aktivnost na testiranim zdravim celijama
jetre (PLP2) (Vieira i dr., 2014). Terpenoid izolovan iz R. lepida i R. amarissima je pokazao
antiproliferativnu aktivnost na celijske linijje A594 1 CAKI 1 (ICsp 90,3 uM odnosno 85,4 uM)
(Clericuzio i dr., 2012). Ispitivanjem citotoksi¢ne akivnosti ME i EE vrsta roda Russula na
tumorske celijske linije, Kosti¢ i dr. (2020b) su pokazali da ME R. integra, R. nigricans i R. rosea
poseduju aktivnost na MCF-7, HepG2 i HeLa. Zhao i dr. (2011), su demonstrirali citotoksi¢nu
aktivnost ergona izolovanog iz plodonosnog tela R. cyanoxantha na HepG2 c¢elijsku liniju, dok su
Zhang i dr. (2010), pokazali da lektin vrste R. lepida poseduje antiproliferativnu aktivnost na
HepG2 i MCF-7 ¢elijske linije.

Tabela 16. Citotoksi¢na aktivnost metanolnih i etanolnih ekstrakata testiranih makromiceta (Glso
(ug/mL) = SD).

Makromicete Ekstrakt PLP2 NCI - H460
L Metanolni >400 >400
Armillaria
mellea Etanolni >400 304 +10
) Metanolni >400 >400
Lactarius
piperatus Etanolni >400 >400
) Metanolni 347,27 £ 12,45 220,38 + 5,65
Lactarius
quietus Etanolni >400 >400
] Metanolni >400 330,71 + 3,25
Lactarius
vellereus Etanolni 163,02 + 6,54 82,99 + 3,21
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Metanolni >400 236,14 + 3,18
Russula
integra Etanolni >400 280,94 £ 9,10
Metanolni >400 >400
Russula
nigricans Etanolni >400 >400
Metanolni >400 323,11 + 6,85
Russula
rosea Etanolni >400 >400
Elipticin 2,3+0,1 1,03 +0,09

Makromicete imaju dugu tradiciju upotrebe u lekovite svrhe u razli¢itim kulturama, ali sada,
nakon brojnih nauc¢nih ispitivanja i dokaza o njihovom blagotvornom efektu na ljudski organizam
potraznja za konzumacijom je ve¢a. Mnoge studije su ve¢ strukturno istrazile brojna jedinjenja
izolovana iz gljiva, stoga fokus buducih istrazivanja bi trebao biti detaljna analiza mehanizma
delovanja izolovanih jedinjenja, posebno ukoliko bi se takva jedinjenja mogla primeniti u terapiji
hroni¢nih bolesti, ili kao pomoc¢na sredstva u hemioterapiji (Patel i Goyal, 2012).

4.7.  BioloSke aktivnosti testiranih etarskih ulja

Pored analize bioloSke aktivnosti ekstrakata makromiceta, ispitivana je i bioloSka aktivnost
etarskih ulja Origanum minutiflorum (divlji origano) i Coriandrum sativum (korijander), sa ciljem
njihove potencijalne primene u tretmanu uzrocnika HT-a.

4.7.1. Antibakterijska aktivnost testiranih etarskih ulja

Antibakterijska aktivnost je odredena mikrodilucionom metodom i stepen osetljivosti 16
testiranih vrsta bakterija na odabrana etarska ulja je prikazan u tabeli 17. Etarsko ulje O.
minutiflorum je pokazalo razli¢itu antibakterijsku aktivnost. MIK bile su u opsegu 0,028 — 1,38
mg/mL (Tabela 17). Najosetljivije vrste su bile: S. dysgalactiae (MIK 0,055 mg/mL, MBK 0,11
mg/mL) i S. hominis (MIK 0,028 mg/mL, MBK 0,05 mg/mL), dok je najrezistentnija bakterija bila
S. aureus (MIK 1,38 mg/mL, MBK 2,77 mg/mL). C. sativum etarsko ulje je imalo nesto slabiju
antibakterijsku aktivnost u odnosu na etarsko ulje O. minutiflorum (Tabela 17). Etarsko ulje
korijandera je najbolje inhibiralo rast vrsta roda Streptococcus (opseg MIK-a 0,24 — 2,41 mg/mL).
S. agalactiae i S. dysgalactiae (MIK 0,24 mg/mL, MBK 0,56 mg/mL) su najosetljivije na delovanje
etarskog ulja korijandera, dok su M. luteus (MIK 4,82 mg/mL, MBK 9,65 mg/mL) i S. hominis
(MIK 5,07 mg/mL, MBK 9,65 mg/mL) najrezistentnije. Generalno, G (+) bakterije su pokazale
vecu osetljivnost na testirana ulja u odnosu na G (—) bakterije. U odnosu na testirana etarska ulja,
komercijalni antibiotici amoksicilin sa klavulonskom kiselinom 1 cefiksim ¢ije su MIK vrednosti u
opsegu 0,0002 — 0,028 mg/mL odnosno 0,0002 — 0,013 mg/mL, su pokazali bolju antibakterijsku
aktivnost na sve testirane bakterije.

Trenutno u literaturi nisu pronadeni podaci o antibakterijskoj aktivnosti etarskog ulja O.
minutiflorum na patogene GRT-a (tonzila) koji su testirani u ovoj disertaciji. Medutim, dosadasnji
podaci o etarskom ulju O. vulgare ukazuju na jako dobru antimikrobnu aktivnost ulja iz roda
Origanum. Lombrea i dr. (2020) su pokazali da O. vulgare etarsko ulje poseduje dobru inhibirajucu
aktivnost protiv S. aureus (MIK 0,08 — 1,193 mg/mL), S. pyogenes (MIK 0,5 mg/mL), i S.
pneumoniae (MIK 2,5 — 10 mg/mL). Dok etarsko ulje semena korijandera poseduje dobru
antibakterijsku aktivnost protiv K. pneumoniae (MIK 2,65 mg/mL), P. aeruginosa (MIK 3,2
mg/mL) i S. aureus (MIK 1,3 mg/mL) (Zardini i dr., 2012). Takode, Pawar i dr. (2013), su
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primenom disk difuzione i mikrodilucione metode pokazali da korijander etarsko ulje poseduje
umerenu antibakterijsku aktivnost na oralne patogene (Lactobacilus acidophilus, S. salivarius, S.
sanguinis). Aelenei i dr. (2019) su ispitivali uticaj korijander ulja na inhibiciju rasta S. aureus
izolata osetljivih na meticilin i1 izolata rezistentih na meticilin, pri ¢emu su se dobijene MIK
znadajno razlikovale (5,44 — 11,1 pg mL™). Uogavaju se odstupanja u MIK vrednostima dobijenim
u naSoj studiji i drugim istrazivanjama i mogu se pripisati drugacijem odnosu zastupljenih
komponenti u etarskom ulju, razli¢itim eksperimentalnim protokolima, kao i /ili razli¢itim sojevima
bakterija koje su koris¢ene (Aelenei i dr., 2019).

Najces¢i mehanizmi delovanja etarskih ulja su oSteenje membrana, curenje sadrzaja iz
bakterijskih ¢elija i inhibicija aktivnosti odredenih enzima. Za neka jedinjenja etarskih ulja su
poznata tacna mesta delovanja, dok je detaljan mehanizam delovanja i dalje nepoznanica
(Langeveld i dr., 2014). Pa tako, poznato je da origano ulje vrsi inhibiciju enzima (lipaza i
koagulaza), dok karvakrol oste¢uje membranu bakterijskih celija i izaziva inhibiciju ATPazne
aktivnosti i curenje jona iz c¢elija. Pokazano je i da p-cimen uti¢e na disrupciju membrane
bakterijskih ¢éelija. Carnerio de Barros i dr. (2009), pokazali su da origano ulje smanjuje aktivnost
lipaza i koagulaza S. aureus izolata iz hrane. Smatra se da je za dobru antibakterijsku aktivnost
etarskog ulja korijandera zasluzan linalol koji je najzastupljeniije jedinjenje. Pokazano je da linalol
povecava propustljivost membrana G (+) i G (-) bakterija. Mehanizam delovanja linalola
podrazumeva njegovu interakciju sa fosfolipidima membrane bakterijiskih ¢elija, kao i
membranskim proteinima, ¢ime menja propustljivost i dovodi do gubitka celijskih elemenata
(Aelenei i dr., 2019). Istrazivanja su pokazala da i ostale komponente etarskog ulja korijandera
(kamfor, geranil-acetat, D-limonen, y-terpinen, a-pinen) poseduju dobru antibakterijsku aktivnost
(Sokovi¢ i dr., 2010). Poput ostalih monoterpena i ova jedinjenja difunduju kroz membranu
bakterijskih ¢elija, menjajuci njenu propustljivost, dovode¢i do promena u radu efluks pumpi 1
gubitka jona iz Celija (Aelenei i dr., 2019).

Dosada$nja istrazivanja etarskih ulja origana i korijandera su se uglavnom bazirala na
ispitivanju njihove antibakterijske aktivnosti na patogene hrane, ali postoje brojne studije koje su
ispitivale antimikrobnu aktivnost razli¢itih etarskih ulja na oralne patogene i koje su pokazale da
etarska ulja jako dobro inhibiraju i rast razli¢itih vrsta oralnih patogena (vrste roda Streptococcus i
Staphylococcus), §to nam ukazuje da razliCita etarska ulja osim u industriji hrane, mogu naci
primenu i u otorinolaringologiji (Nikoli¢ i dr., 2014a; 2014b; 2017).

Tabela 17. Antibakterijska aktivnost odabranih etarskih ulja (mg/mL).

Bakterija Etarsko ulje Antibiotik
Amoksicilin
Origanum  Coriandrum + _
2 . Cefiksim
minutiflorum sativum klavulonska
Kis.
_ MIK 0,23 4,82 0,0002 0,002
Micrococcus
luteus MBK 0,46 9,65 0,0004 0,003
] MIK 0,69 0,60 0,007 0,002
Rothia
mucilagenosa MBK 1,38 1,21 0,014 0.003
MIK 0,35 0,24 0,007 0,002
Streptococcus
agalactiae MBK 0,69 0,56 0,014 0,004
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MIK 0,35 0,60 0,028 0,0002
Streptococcus
anginosus MBK 0,69 1,21 0,056 0,0003
MIK 0,69 0,60 0,0002 0,0002
Streptococcus
constellatus MBK 1,38 1,21 0,0004 0,0004
MIK 0,055 0,24 0,007 0,0002
Streptococcus
dysgalactiae MBK 0,11 0,56 0,014 0,0004
MIK 0,35 0,60 0,0004 0,002
Streptococcus
oralis MBK 0,69 1,21 0,001 0,003
MIK 0,69 1,21 0,004 0,003
Streptococcus
parasanquinis MBK 1,38 2,41 0,007 0,006
MIK 0,69 1,21 0,001 0,013
Streptococcus
pseudopneumoniae MBK 1,38 2,41 0,002 0,027
MIK 0,23 2,41 0,0004 0,0008
Streptococcus
pyogenes MBK 0,46 4,82 0,0008 0,002
MIK 0,69 1,20 0,01 0,013
Streptococcus
salivarius MBK 1,38 2,41 0,014 0,027
MIK 1,38 2,49 0,001 0,00
Staphylococcus
aureus MBK 2,77 5,03 0,002 0,006
MIK 0,028 5,07 0,004 0,002
Staphylococcus
hominis MBK 0,05 9,65 0,007 0,003
MIK 0,46 2,41 0,0001 0,003
Staphylococcus
warnerii MBK 0,92 4,82 0,002 0,006
MIK 0,69 1,20 0,028 0,003
Enterobacter
cloacae MBK 1,38 2,41 0,056 0,006
MIK 0,69 1,20 0,003 0,003
Stenotrophomonas
maltophilia MBK 1,38 2,41 0,007 0,006

4.7.2. Antibiofilm aktivnost testiranih etarskih ulja

Ispitivan je i potencijal komercijalnih etarskih ulja da inhibiraju proces formiranja S. aureus
biofilma, kao i njihov uticaj na ve¢ formirani S. aureus biofilm. Inhibitorni efekat testiranih
komercijalnih etarskih ulja u koncentracijama: MIK; 0,5 MIK i 0,25 MIK, prikazan je na Grafiku 3.
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Dobijeni rezultati pokazuju da je inhibicija formiranja biofilma zavisila od koncentracije etarskog
ulja. Etarska ulja koja su primenjena u vrednosti MIK-a pokazala su sli¢nu aktivnost na inhibiciju
formiranja S. aureus biofilma. Etarsko ulje O. minutiflorum testirano u koncentracijama MIK; 0,5
MIK i 0,25 MIK inhibiralo je formiranje S. aureus biofilma 33,46%, 30,16%, 19,86%, dok je
antibiofilm aktivnost etarskog ulja C. sativum iznosila 34,63%, 30,64%, 27,25% (Grafik 3). Etarska
ulja su pokazala slabiju aktivnost u poredenju sa komercijalnim antibioticima ¢iji je inhibitorni
efekat pri MIK vrednostima iznosio 68,30% za amoksicilin i klavulonsku kiselinu i 83,35% za

cefiksim (Grafik 3).
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Grafik 3. Uticaj minimalnih inhibitornih i sub-inhibitornih koncentracija 9dabranih etarskih ulja na
stepen inhibicije (%) formiranja biofilma Staphylocgccus aureus (p < 0,05 u poredenju
amoksicilina sa klavulonskom kiselinom i etarskih ulja; p < 0,05 u poredenju cefiksima i etarskih
ulja).

Efekat testiranih etarskih ulja nakon tretmana (30 s) MBK vrednostima formiranog S.
aureus biofilma prikazan je na grafiku 4. Etarsko ulje divljeg origana u odnosu na etarsko ulje
korijandera, kao i u odnosu na testirane antibiotike je pokazalo bolji destruktivni efekat. Naime,
nakon 30 s tretmana etarskim uljem divljeg origana, inhibicija formiranog S. aureus biofilma je
iznosila 61,96%. Antibiotici su imali slican inhibitorni efekat (61,14%, odnosno 59,05%), dok je
etarsko ulje korijandera pokazalo da najslabije inhibira rast S.aureus u ve¢ formiranom biofilmu
(49,28%) u poredenju sa etarskim uljem divljeg origana i antibioticima (Grafik 4).

81



REZULTATI | DISKUSIUA

80-
€ ool oL 1 T
)
2 1
a
= 404
e
©
Q 204
)
»
0 1 1 1 1
oo @ &
§° » & S
6\ X
o} os{f"’
&
v~

Grafik 4. Efekti minimalnih baktericidnih koncentracija etarskih ulja na stepen inhibicije vec
formiranog biofilma Staphylococcus aureus.

Trenutno, u literaturi nisu predstavljeni podaci o antibiofilm aktivnosti etarskog ulja O.
minutiflorum na S. aureus. Medutim, ispitivana je aktivnost etarskog ulja O. majorana na
sprecavanje formiranja biofilma kao i na inhibiciju ve¢ formiranog biofilma MRSA izolata.
Pokazano je da O. majorana ulje ima odli¢an efekat na inhibiciju formiranja (10,29 — 95,9%) i na
destrukciju ve¢ formiranog biofilma (98,01%) (Ben Abdallah i dr., 2020). Medutim, iako je veéi
procenat inhibicije ve¢ formiranog biofilma to je zapaZeno samo kod jednog soja, dok posmatrajuci
svih 30 testiranih sojeva, ovo ulje ima ve¢i efekat na inhibiciju formiranja bioflma nego na
inhibiciju ve¢ formiranog biofilma (Ben Abdallah i dr., 2020). Bazargani i Rohloff (2016), su
ispitivali uticaj etarskog ulja C. sativum na inhibiciju formiranja biofilma S. aureus kao i
metaboliCku aktivnost biofilma. Autori su pokazali da etarsko ulje korijandera ima dobru
antibiofilm aktivnost (procenat inhibicije 91%), ali 1 da je jako efikasno u slabljenju metabolicke
aktivnosti ¢elija S. aureus adheriranih u biofilm (38,3 — 72,6%) §to je u skladu sa dobijenim
rezultatima u ovoj disertaciji.

4.7.3. Antibakterijska aktivnost smese etarskih ulja i antibiotika

U cilju smanjenja primene antibiotika kao i pojave rezistencije na antibiotike, ispitivan je
antibakterijski efekat razli¢itih kombinacija etarskih ulja sa antibioticima, kao 1 kombinacija 2
etarska ulja. Interakcija dve testirane supstance (u ovom slucaju etarsko ulje+antibiotik; etarsko
uljet+etarsko ulje) odredena je FIKI indeksom koji opisuje sinergisticki (FIKI < 0,5), aditivni (0,5 <
FIKI < 1), indiferentni (1 < FIKI < 4) i antagonisticki odnos (FIKI > 4). Na inhibiciju rasta S.
aureus etarsko ulje O. minutiflorum u kombinaciji sa antibiotikom amoksicilin i klavulonska
kiselina ispoljava indiferentni efekat, kao i u kombinaciji sa cefimiksinom (FIKI =1,0078, odnosno
2) (Tabela 18). Takode, etarsko ulje korijandera u kombinaciji sa komercijalnim antibioticima
ispoljava indiferentni efekat, dok etarska ulja u kombinaciji medusobno, ispoljavaju aditivnu
aktivnost (Tabela 18). Kada je efekat testirane kombinacije sinergisticki omoguéeno je smanjenje
koncentracije antibiotika prilikom kombinacije sa etarskim uljem, pri ¢emu je antibakterijski efekat
primenjene kombinacije ekvivalentan individualnom antibiotskom tretmanu, ali za Ccije je
ostvarivanje bila potrebna znatno veca doza antibiotika. Indiferentan efekat u interakciji pokazuje
da postoji odsustvo interakcije izmedu testiranih agenasa, dok aditivan efekat pokazuje da je efekat
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kombinacije odredenih agenasa jednak sumi efekata koje agensi ostvaruju pojedinacno.
Antagonisticki efekat u interakciji pokazuje da je efekat etarskog ulja ili antibiotika slabiji kada se
oba agensa primenjuju u kombinaciji, u odnosu na efekat koji ostvaruju pojedinac¢no (Bassolé i
Juliani, 2012).

Na osnovu literaturnih podataka ulje origana u kombinaciji sa gentamicinom je pokazalo
sinergisti¢ki efekat na B. cereus, B. subtilis i S. aureus (Langeveld i dr., 2014). Takode, isti autori
isticu da dominantna komponenta origana — karvakrol u kombinaciji sa ampicilinom, penicilinom,
kao i sa bacitracinom pokazao je sinergisticki antibakterijski efekat protiv S. aureus, dok je u
kombinaciji sa eritromicinom bio efikasan protiv S. pyogenes. S obzirom da etarska ulja kao i
njihova pojedinacna jedinjenja generalno dovode do oSte¢enja membrana ¢elija, a vecina antibiotika
ima specifi¢na mesta delovanja (inhibicija DNK sinteze ili specificnih proteina), smatra se da je
sinergizam upravo posledica njihovog delovanja na viSe mesta u cCeliji (Langeveld 1 dr., 2014).
Aelenei i dr. (2019), su pokazali da etarsko ulje korijandera u kombinaciji sa amoksicilinom i
gentamicinom deluje sinergisticki na MRSA izolate. Takode su utvrdili i sinegisti¢ki efekat ulja
korijandera i oksacilina i tetraciklina na inhibiciju rasta S. aureus ATCC 33591. Naime, isti autori
su ispitivali i interakciju linalola, kao najzastupljenije komponente etarskog ulja i razlicitih
antibiotika 1 dosli su do zakljucka da je efekat interakcije linalola i
oksacilina/amoksicilina/gentamicina/tetraciklina ili ciprofloksacina sinergisticki u inhibiciji rasta
MRSA izolata. Takode, kao $to je pokazano u interakciji etarskog ulja korijandera i gentamicina, i u
kombinaciji linalola i gentamicina, linalol povecava osetljivost S. aureus (tj. smanjuje MIK), za
razliku od podataka dobijenim u ovoj tezi gde nije zabelezen sinergizam izmedu etarskog ulja i
antibiotika.

Tabela 18. Antibakterijska aktivnost smese testiranih etarskih ulja i antibiotika na Staphylococcus
aureus.

Smesa etarskih ulja i antibiotika FIKI Efekat u interakciji
Origanum minutiflorum + Amoksicilin i klavulonska kiselina 1,0078 Indiferentni
Origanum minutiflorum + cefiksim 2 Indiferentni
Coriandrum sativum + Amoksicilin i klavulonska kiselina ~ 1,0087 Indiferentni
Coriandrum sativum + cefiksim 2 Indiferentni
Origanum minutiflorum + Coriandrum sativum 0,65 Aditivni

4.7.4. Antioksidativna aktivnost testiranih etarskih ulja

Rezultati lipidne peroksidacije pokazali su da samo etarsko ulje divljeg origana poseduje
antioksidativnu aktivnost (Tabela 19) i ima umerenu inhibiciju lipidne peroksidacije (0,25 mg/mL).
Oba analizirana etarska ulja nisu pokazala antihemoliticku sposobnost koja je testirana OxHLIA
testom.

Antioksidativna aktivnost etarskog ulja divljeg origana je nedovoljno istraZzena za razliku od
0. vulgare etarskog ulja, za koje postoje podaci 0 njegovoj antioksidativnoj aktivnosti (Pezzani i
dr., 2017). Medutim, za razliku od etarskog ulja O. minutiflorum, antioksidativna aktivnost razli¢itih
ekstrakata (heksanski, etil acetatni i n-butanolni) ove vrste jeste ispitivana. Pa tako, pokazano je da
n-butanolni ekstrakt O. minutiflorum ima najbolju antioksidantu aktivnost koja je testirana DPPH i
ABTS metodama (Elmastas i dr., 2018).
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Elgndi i dr. (2017) ispitivali su antioksidativnu aktivnost etarskog ulja C. sativum iz Srbije
DPPH metodom i pokazali da etarsko ulje semena korijandera ima jako slabu antioksidativnu
aktivnost (ICsp= 39,15 ug/mL), dok je uzorak iz Indije pokazao jo§ nizu aktivnost (ICso= 47,2
ug/mL) (Singh i dr., 2015). Poredenjem antioksidativne aktivnosti etarskog ulja korijandera
dobijenog iz semena i etarskog ulja dobijenog iz listova, utvrdeno je da etarsko ulje semena
poseduju bolju aktivnost (sposobnost hvatanja radikala). Smatra se da je razlog bolje aktivnosti veci
procenat linalola u etarskom ulju dobijenom iz semena korijandera (Nadeem i dr., 2013). Naime,
pored linalola, za snaznu antioksidantnu aktivnost etarskog ulja korijandera odgovorni i limonen,
kamfor i a-pinen (Nadeem i dr., 2013).

Tabela 19. Antioksidativna aktivnost testiranih ulja (srednja vrednost + SD).

Etarska ulja TBARS (mg/mL)

Origanum minutiflorum 0,25 £ 0,004

Coriandrum sativum >400

Troloks 0,0196 + 0,01

4.7.5. Citotoksi¢na aktivnost testiranih etarskih ulja

Etarska ulja divljeg origana i korijandera su pokazala nizu, ali ipak znacajnu citotoksicnu
aktivnost na testiranu tumorsku celijsku liniju 1 ¢elijsku kulturu PLP2 u poredenju sa elipticinom
koji je koris¢en kao pozitivna kontola (Tabela 20). Porede¢i vrednosti oba testirana ulja, moze se
zakljuciti da etarsko ulje korijandera poseduje bolju citotoksi¢nu aktivnost (Glsp 74,46 pg/mL) na
testiranu NCI — H460 ¢elijsku liniju, nego ulje divljeg origana (Glso 81,44 pg/mL).

Pokazano je da O. minutiflorum ulje poseduje visoku citotoksi¢nu aktivnost na HepG2,
A549 i MCF-7 tumorske linije (Sokmen i dr., 2020). Han i Parker (2017), su pokazali da O. vulgare
etarsko ulje menja gensku ekspresiju i signalne puteve koji su bitni za signalne procese razvoja
tumora. Takode, pokazano je da O. vulgare, znacajno smanjuje proliferaciju tumorskih A549 ¢elija
nakon 24h u in vitro uslovima (Pezzani i dr., 2017). Koparal i Zeytinoglu (2003) su dokazali da
karvakrol inhibira rast ¢elija A549 celijske linije karcinoma plu¢a. Medutim, rezultati istrazivanja
Sharifi-Rad i dr. (2018) isti¢u da karvakrol u odredenim dozama moze biti toksi¢an za zdrave celije.
Elgndi i dr. (2017) istrazivali su citotoksi¢nost ulja Satureja montana, Coriandrum sativum i
Ocimum basilicum i istakli da ulje korijandera pokazuje najmanju toksi¢nost na HeLa celije (292,85
ng/mL), dok na tumorske ¢Eelijske linije (MRC-5, K562) nije pokazalo aktivnost.

S obzirom da su testirana etarska ulja pokazala odredenu citotoksi¢nost na zdravim ¢elijama
jetre, koja je u poredenju sa citotoksicnom aktivnos¢u na tumorskoj liniji niza, to ukazuje da bi
testirana ulja mogla na¢i primenu kao dodatna sredstva u antitumorskoj terapiji. Ipak, zbog
pokazane in vitro citotoksi¢ne aktivnosti testiranih etarskih ulja, prilikom njihove primene, treba
dodatno obratiti paznju kako ne bi doslo do pojave nezeljenih dejstava.
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Tabela 20. Citotoksi¢na aktivnost testiranih etarskih ulja (Glso (ug/mL) £ SD).

Etarska ulja PLP2 NCI - H460
Origanum 15118 +409 81,44 +3.99
minutiflorum
Coriandrum 139.72 + 6.56 74.46 + 2,03
sativum
Elipticin 23+01 1,03 0,09
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Oralna mukoza je primarno mesto kolonizacije mikroorganizama iz spoljasSnje sredine.
Pored oralne mukoze, tonzile su pogodno mesto za rast i kolonizaciju mikroorganizama, zbog
postojanja kripti (invaginacije epitela). Infekcije tonzila su perzistentne i antibiotska terapija je
cesto nedovoljno efikasna, zbog ¢ega dolazi do ponovljenih infekcija koje znacajno utic¢u na kvalitet
zivota i tada je jedini vid terapije hirusko uklanjanje tonzila. Usled neefikasnosti medikamenata,
istrazuje se potencijal prirodnih proizvoda razlic¢itog porekla koji bi mogli biti dodatna terapija u
lecenju uzro¢nika HT-a (Mitchell i dr, 2019; Kosti¢ i dr., 2020a).

U cilju detekcije mikroorganizama iz inficiranog tonzilarnog tkiva, prikupljeno je 79
uzoraka (nepcanih tonzila i adenoida) iz kojih su izolovana i identifikovana 82 bakterijska izolata.
Vecina identifikovanih G (+) bakterija pripada rodovima Streptococcus i Staphylococcus, dok su od
ukupnog broja bakterija izolovane 2 wvrste G (-) bakterija: Enterobacter cloacae i
Stenotrophomonas maltophilia. Staphylococcus aureus, Streptococcus oralis i S. parasanginis su
bakterijske vrste koje su u najveéem broju izolovane iz tkiva nepcanih tonzila i adenoida, Sto su
potvrdili i Kalaiarasi i dr., (2018). Patogena vrsta S. aureus je odgovorna za veliki broj infekcija (od
povrsinskih koznih do bakteremija) koje ukoliko se ne le¢e adekvatno mogu zivotno ugroziti
obolelog. Faktori virulencije koji su zasluzni za patogenost ove vrste Su njena sposobnost da
formira biofilm kao i luCenje ekstracelularnih enzima koji naknadno o$te¢uju tkivo domacina
(Foster i dr., 2014; Kong i dr., 2016; Suresh i dr., 2019). Prisustvo S. aureus u nep¢anom tkivu
tonzila je potvrdeno i histoloSkom analizom u ovoj doktorskoj disertaciji. Nalaz S. aureus kod
infekcija tonzila, kao i njena perzistencija u tonzilarnom tkivu nakon inflamatornog procesa
objasnjava se njenom sposobno$¢u da formira biofilm (Kalaiarasi i dr, 2018).

Odabranih 7 vrsta makromiceta su u ovom radu prvi put okarakterisane u pogledu
nutritivnog sastava i metabolita kao i u pogledu bioloske aktivnosti. Testirane vrste karakterise
visok sadrzaj ugljenih hidrata i proteina i nizak sadrzaj masti i pepela. Ugljene hidrate makromiceta
u najvecoj meri ¢ine manitol od prostih ugljenih hidrata, koji ne uti¢u na nivo insulina u krvi, kao i
B-glukani koji su odgovorni za zna€ajnu biolosku aktivnost (pre svega uti¢u na poboljSanje funkcije
imunskog sistema, kao i za normalno funkcionisanje digestivnog sistema) (Rahi i Malik, 2016).
Testirane vrste poseduju 1 nisku energetsku vrednost $to ih ¢ini znacajnom hranom u posebnim
rezimima ishrane. Pored visokog sadrZaja makronutrijenata, ispitivane vrste odlikuje 1 visok sadrZaj
tokoferola, organskih i fenolnih kiselina. Visok sadrzaj pomenutih jedinjenja je odgovoran za
antioksidantnu i antimikrobnu aktivnost testiranih makromiceta (Alves i dr., 2013b).

S obzirom da je pokazano da bakterije mogu biti uzro¢nici HT-a, kao i da oksidativni stres
uti¢e na povecanu inflamaciju i samim tim pojacan imunski odgovor kod HT-a (Kaygusuz i dr.,
2003; Cvetkovi¢ i dr., 2009), u ovom radu je ispitivan in vitro antibakterijski i antioksidantni
potencijal makromiceta i etarskih ulja. Rezultati antimikrobne aktivnosti su pokazali da ekstrakti
imaju slabiju antibakterijsku aktivnost od antibiotika. Takode, izbor rastvara¢a utiCe na
antimikrobnu aktivnost; metanolni ekstrakti su pokazali bolju antimikrobnu aktivnost od etanolnih.
Ekstrakti su demonstrirali i antibiofilm aktivnost. U sluc¢aju ME L. quietus, EE L. vellereus, EE R.
integra i ME i EE R. rosea, antibiofilm aktivnost je bila bolja u poredenju sa aktivno$¢u kontrole.
Dobijeni rezultati ukazuju na perspektivu upotrebe makromiceta kao antibakterijskih i antibiofilm
agenasa, posebno ukoliko se detaljno okarakteriSu jedinjenja odgovorna za pomenute aktivnosti kao
1 njihov tacan mehanizam delovanja. Pored antimikrobne aktivnosti, testirani ekstrakti su pokazali i
dobru antioksidantu aktivnost, u slu¢aju R. nigricans, EE je pokazao bolju antioksidantnu aktivnost
od kontrole (Trolox). Analiza citotoksi¢nosti je pokazala da ME i EE ekstrakti testiranih
makromiceta imaju umerenu do slabu citotoksi¢nu aktivnost u odnosu na koris¢enu kontrolu
(Elipticin) na testiranu NCI — H460 tumorsku ¢elijsku liniju.
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Osim ispitivanja bioloskog potencijala ekstrakata makromiceta ispitivan je i bioloski
potencijal komercijalnih etarskih ulja. Za razliku od makromiceta, koje do sada nisu istrazivane u
kontekstu mogucée primene u tretmanu uzro¢nika razli¢itih infekcija, ulje divljeg origana se
primenjuje u leenju prvenstveno urinarnih infekcija. Ispitivana etarska ulja su pokazala bolju
antibakterijsku aktivnost od testiranih makromiceta, ali ipak su imala slabiju aktivnost od
antibiotika. Umerena aktivnost testiranih etarskih ulja je posledica prisustva visokog sadrzaja
karvakrola (O. minutiflorum) i linalola (C. sativum). Pored antibakterijske, ulja su pokazala i dobru
antibiofilm aktivnost. Medutim, samo je etarsko ulje O. minutiflorum pokazalo antioksidanti
potencijal. Analiza citotoksi¢nosti je pokazala da ispitivana etarska ulja imaju umerenu citotoksi¢nu
aktivnost u odnosu na koris¢enu kontrolu (Elipticin) na testiranu NCI — H460 tumorsku ¢elijsku
liniju.

Zbog prisustva bioloski aktivnih jedinjenja, ekstrakti plodonosnih tela gljiva i etarska ulja
ispoljavaju razlicite bioloske aktivnosti, zato istrazivanje do sada ne testiranih vrsta makromiceta i
etarskih ulja doprinosi razvoju novih lekova koji ¢e biti bazirani na njihovim bioloski aktivnim
jedinjenjima (Chatterjee i dr., 2017). Na osnovu predstavljenih rezultata hemijske analize i bioloske
aktivnosti makromiceta moze se zakljuditi da testirane makromicete predstavljaju dobar potencijal
za razvoj lekova, ali da je potrebno in vivo ispitivanjima potvrditi dobijene rezultate in vitro. Sa
druge strane, ispitivanja bioloskog potencijala etarskih ulja potvrduje aktivnosti zbog kojih se
navedena ulja primenjuju u alternativnoj medicini. Medutim, ova doktorska disertacija ukazuje da
se ulja O. minutiflorum i C. sativum mogu Kkoristiti ne samo protiv urinarnih patogena i
kontaminenata hrane, ve¢ i u slu¢aju infekcija GRT-a, posebno tonzila.
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Na osnovu dobijenih rezultata ispitivanja hemiijskog sastava i in vitro bioloSkih aktivnosti

razli¢itih vrsta makromiceta i etarskih ulja divljeg origana i korijandera na uzro¢nike hroni¢nog
tonzilitisa, mogu se izvesti slede¢i zakljuccei:

sakupljeni su uzorci tonzila od ukupno 75 pacijenata, koji su na osnovu uzrasta podeljeni u
dve grupe.
prvu grupu pacijenata su Cinile pretezno osobe Zenskog pola (60%), prose¢nog uzrasta 28,13
godina, dok su drugu grupu operisanih pacijenata ¢inile 23 osobe muskog pola (51,11%), i
22 osobe Zenskog pola (48,89%) prose¢nog uzrasta 5,56 godina.
na osnovu istorije bolesti proseCan godiSnji broj upala grla kod svih pacijenata je >3.
Najcesc¢i simptom kod pacijenata Grupe | bio je bol u grlu, dok su dominantni simptomi kod
Grupe 11 bili otezano disanje, prisustvo gustog sekreta u nosu i hrkanje.
analiza orofaringoskopskog statusa je pokazala da su svi pacijenti zbog hiperemic¢nih,
hipertrofi¢nih, kripti¢nih tonzila zahtevali operaciju. Kod odredenih pacijenata Grupe Il
uradena je i adenoktomija jer su uocene asimetri¢ne reznjevite tonzile sa hiperemijom
nepcanih lukova, uvec¢an adenoid, kao i zamucéene i1 netransparentne bubne opne, takode
indikacije za operaciju.
iz tkiva nepéanih tonzila i adenoida izolovano je i identifikovano ukupno 82 izolata bakterija
(Grupa | — 35 izolata; Grupa Il — 47 izolata). S. aureus je najcesca vrsta u Grupi I, dok je S.
oralis najvise izolovana vrsta Grupe II.
histoloska analiza tkiva posoperativnih tonzila potvrdila je prisustvo bakterija u tkivu i
nakon terapije antibioticima. Potvrdeno je prisustvo S. aureus u tkivu nepcanih tonzila, dok
je prisustvo S. maltophilia potvrdeno u uzorku tkiva adenoida.
analiza nutritivne vrednosti testiranih makromiceta je pokazala najvecu zastupljenost
ugljenih hidrata (70,56 — 87,52 g/100 g suve mase), zatim proteina (1,81 — 21,3 g/100 g suve
mase), za njima slede pepeo sa mineralnim elementima (3,71 — 8,84 g/100 g suve mase) i
masti (0,55 ¢/100 g — 2,73 g/100 g suve mase). Energetska vrednost je pokazala da su
testirane makromicete niskokalorijske namirnice (372 — 396,13 g/100 g suve mase).
analiza odabranih Secera u plodonosnim telima makromiceta pokazala je prisustvo fruktoze,
manitola i trehaloze. R. rosea je vrsta sa najvis$im sadrzajem Secera (25,84 g/100 g suve
mase).
identifikovane su a-, -, y- i 8- izoforme tokoferola u testiranim uzorcima. Najvi$a izmerena
vrednost 3 -tokoferola bila je u uzorku L. vellereus (1391,1 pg/100 g suve mase) §to je
ujedno i najveca vrednost ukupnih tokoferola.
analiza sadrzaja organskih kiselina je pokazala da su testirane makromicete znacajan izvor
organskih kiselina (0,020 — 85g/100 g suve mase), pri ¢emu je najveci sadrzaj pojedinacne
organske kiseline izmeren u uzorku L. vellereus (limunska kiselina, 85g/100 g suve mase).
ukupni sadrzaj fenolnih kiselina je varirao u opsegu 5,2 pg/g ekstrakta (EE L. piperatus) do
4861 nug/g ekstrakta (EE L. quietus), sto je posledica visokog sadrzaja p-hidroksibenzoeve
kiseline u ovom uzorku (4735 ng/g ekstrakta).
analiza sadrzaja masnih kiselina u testiranim uzorcima je pokazala da ukupna zastupljenost
polinezasi¢enih, zasi¢enih 1 nezasi¢enih masnih kiselina varira u zavisnosti od uzorka.
Linolna, stearinska, oleinska i palmitinska masna kiselina su najzastupljenije masne kiseline
u svim uzorcima, ali su prisutne u razli¢itim procentima.
analizom hemijskog sastava etarskog ulja O. minutiflorum, identifikovano je dominantno
jedinjenje karvakrol sa zastupljenosc¢u od 81,5%. Dok je kod C. sativum linalol dominantno
jedinjenje sa zastupljenos$éu od 69,6%. Dominantna grupa jedinjenja kod oba etarska ulja su
oksidovani terpeni sa zastupljenosc¢u od 87,92%, odnosno 80,08%.
antibakterijska aktivnost ME i EE makromiceta okarakterisana je vrednostima MIK 0,20 —
25 mg/mL, odnosno MBK 0,40 — 50 mg/mL. Najosetljivije bakterije na sve testirane ME su
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bile: M. luteus, S. agalactiae i S. parasanquinis (MIK 0,20 mg/mL, MBK 0,40 mg/mL), dok
su najosetljivije bakterije na sve testirane EE: M. luteus, R. mucilaginosa, S. dysgalactiae i
S. parasanquinis (MIK 0,20 — 0,40 mg/mL, MBK 0,40 — 0,80 mg/mL). Svi testirani
ekstrakti su pokazali slabiju antibakterijsku aktivnost od komercijalno testiranih antibiotika.
etarsko ulje O. minutiflorum je pokazalo razli¢itu antibakterijsku aktivnost (MIK 0,028 —
1,38 mg/mL, MBK 0,05 — 2,77 mg/mL). Najosetljivije bakterije su: S. dysgalactiae (MIK
0,055 mg/mL, MBK 0,11 mg/mL) i S. hominis (MIK 0,028 mg/mL, MBK 0.05 mg/mL),
dok je najrezistentnija bakterija S. aureus (MIK 1,38 mg/mL, MBK 2,77 mg/mL). U odnosu
na etarsko ulje divljeg origana, ulje korijanera je pokazalo nesto slabiju aktivnost (MIK 0,24
— 5,07 mg/mL, MBK 0,56- 9,65 mg/mL). S. agalactiae i S. dysgalactiae (MIK 0,24 mg/mL,
MBK 0,56 mg/mL) su najosetljivije na delovanje etarskog ulja korijandera, dok su M. luteus
(MIK 4,82 mg/mL, MBK 9,65 mg/mL) i S. hominis (MIK 5,07 mg/mL, MBK 9,65 mg/mL)
najrezistentnije. Testirana ulja su pokazala slabiji antibakterijski efekat od komercijalno
testiranih antibiotika.

metanolni i etanolni ekstrakti testiranih makromiceta pri MIK vrednostima efikasno su
inhibirali formiranje S. aureus biofilma. Najbolji inhibitorni efekat su pokazali ME L.
quietus (83,58%) i EE R. rosea (90,97%).

ispitivanjem efekta ME i EE testiranih makromiceta nakon tretmana (30 s) MBK na
formirani S. aureus biofilm pokazano je da EE L. piperatus, ME i EE L. vellereus, EE R.
rosea imaju bolji efekat na inhibiciju ve¢ formiranog biofilma od testiranih antibiotika.
etarsko ulje O. minutiflorum inhibiralo je formiranje S. aureus biofilma 33,46%, dok je
antibiofilm aktivnost etarskog ulja C. sativum iznosila 34,63%, Etarska ulja su pokazala
slabiju aktivnost u poredenju sa komercijalnim antibioticima.

etarsko ulje divljeg origana u odnosu na etarsko ulje korijandera, kao i u odnosu na testirane
antibiotike je pokazalo bolju inhibiciju ve¢ formiranog biofilma.

testirane smeSe etarskog ulja 1 antibiotika u razliitim kombinacijama ispoljavaju
indiferentni efekat na inhibiciju rasta S. aureus, dok je smesa etarskih ulja pokazala aditivnu
aktivnost.

rezultati TBARS analize pokazali su da je najbolja aktivnost EE R. nigricans (ICsq je 0,017
mg/mL), ¢iji je potencijal bolji i od aktivnosti pozitivne kontrole (ICso je 0,0196 mg/mL),
dok su rezultati OxHLIA analize pokazali da najbolji antihemoliticki efekat imaju ME i EE
R. nigricans (ICsje 0,00102 i 0,091 mg/mL).

rezultati TBARS analize pokazali su da etarsko ulje divljeg origana poseduje umerenu
antioksidativnu aktivnost (0,25 mg/mL) za razliku od ulja korijandera koje nije imalo
antioksidantnu aktivnost. Testirana etarska ulja nisu pokazala antihemoliticku sposobnost
koja je testirana OXHLIA testom.

testirani ekstrakti su slabiji citotoksicni agensi od komercijalnog citostatika elipticina.
Najbolju citotoksi¢nu aktivnost na NCI-H460 pokazao je EE L. vellereus sa Glsy vredno$éu
82,99 pg/mL.

etarska ulja divljeg origana i korijandera su pokazala zna¢ajnu citotoksi¢nost prema celijskoj
liniji NCI — H460.

rezultati ove doktorske disertacije ukazuju na antibakterijski efekat testiranih ektrakata
makromiceta i etarskih ulja protiv patogenih bakterija, uzro¢nika hroni¢nih infekcija tonzila.
Ovo ohrabruje dalja istraZivanja u cilju identifikacije aktivnih supstanci i rasvetljavanja
molekularnih mehanizama na kojima se uocena aktivnost ostvaruje.
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Office for Human Research Protections 1
Zvezdara University Medical Center IRB 1 - Medical, No IRB00009457, IORG0007877
Aggroved by Federalwide Assurance - FWA00006109

Eticki odbor je | ituisan i funkcioniSe u skladu sa nagelima ICH-GCP i lokalnom zakonskom regulativom. ﬂ

Dimitrija Tucovi¢a 161, 11000 Belgrade, Serbia
Tel: +381 11 30 88 672, fax: +381 11 30 88 673, e-mail: etikain@mts.rs

Members of the Ethics Board:

Doc. dr Marijana Nedeljkovi¢ Proti¢, Gastroenterologist, Chairman LEC
Prof. dr Natasa Markovi¢-Nikoli¢, Cardiologist, member

Prof. dr Teodora Belji¢-Zivkovi¢, Endocrinologist, member

Doc. dr Bojan Kovacevic, Surgery, member

Ass. dr Radoslav Asceri¢, Surgery, member

Zorica VukiCevi¢, Lawyer, external member

Slavko Babi¢, Lawyer, external member

Suzana Nedelkov, Bachelor economist, Secretary LEC

ODLUKA ETICKOG ODBORA

PREDMET: Sprovodjenje istrazivanja u cilju izrade
doktorske disertacije dr Marine Kostié¢

U sredu, 25. januara 2017.g odrZana je sednica Eti¢kog odbora kojoj su prisustvovali: Doc. dr
Marijana Nedeljkovié Proti¢, predsednik Eti¢kog odbora; Prof. dr Teodora Belji¢-Zivkovié, &lan;
Prof. Dr Natasa Markovié¢-Nikoli¢, ¢lan; Ass. dr Radoslav Asceri¢, ¢lan; Zorica Vukiéevié, dipl
prav, ¢lan i Slavko Babié, dipl.prav, ¢lan.

Sednici iz opravdanih razloga nije prisustvovao Doc. Dr Bojan Kovadevi¢, ¢lan.
Zapisnicar: dipl.ecc, Suzana Nedelkov, Sekretar Etickog odbora.

Marina Kosti¢, student doktorskih studija Bioloskog fakulteta Univerziteta u Beogradu, obratila
se Etitkom odboru sa molbom da se na Klinici za otorinolaringologiju KBC “Zvezdara” odobri
sprovodijenje istrazivanja koje podrazumeva sakupljanje briseva sluzokozZe nosa i usne duplje kao
i sadrzaj iz sinusa pacijenata i po dogovoru postoperativno tonzile, a u cilju izrade doktorske
disertacije na temu “Karakterizacija i primena metabolita gljiva i utvrdjivanje potencijala novih
biofungicida”. Analize prikupljenih uzoraka vrSiée se u mikoloskoj laboratoriji Instituta za
bioloska istrazivanja “SiniSa Stankovi¢” u okviru projekta OI 173032.

Na uvid je dostavljena Saglasnost Nacelnika Klinike za ORL i formular saglasnosti, odnosno
informisani pristanak pacijenata-ucesnika.

Lokalni Eti¢ki odbor koji je Kkonstituisan i radi po nacelima i principima ICH-GCP,
predmetno klini¢ko istraZivanje ocenio je eticki podobnim i odobrio sprovodjenje istog.

Datum: 25.01.2017.g
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Prilog 2. Upitnik za ispitanike

Datum:
Ime i Prezime: Godina rodenja:
A. Bez Veoma | Slab Umereni | lzrazene | Tesko
simptoma | slabo izrazene | Jake edob podnogljive
izrazene | 1€90P€ | tegohe €90NE | teqobe
tegobe
1. | Bolugrlu 0 1 2 3 4 5
2. | Otezano gutanje 0 1 2 3 4 5
2 Prisustvo gustog 0 1 9 3 4 5
.| sekreta u grlu
A Prisustvo gustog 0 1 9 3 4 5
.| sekreta u nosu
. OteZano disanje na 0 1 2 3 4 5
.| nos
6. | Hrkanje 0 1 2 3 4 5
7. | Kasalj 0 1 2 3 4 5
Neprijatan zadah
8. | (foetor ex ore) 0 1 2 3 4 S
Ukupan skor
B.
1. Koliko puta godi$nje se javlja upala tonsila?
2. Da li su kori$¢eni antibiotici u leCenju tonsilitisa? DA NE
(ako jesu navesti koji u poslednjin 6 mMeSeci....ceeeereniiarierieeriaceecerensansens
................................................................................................. )

3. Pacijent je alergi¢an na
4. Da li pored upale tonsila pacijent boluje od jo§ neke bolesti?
C.

Orofaringoskopski status

Tonzile: a) hiperemi¢ne ,hipertroficne, kripticne sa detritusom u kriptama DA NE

b) asimetri¢ne, neravne sa hiperemijom nepcanih lukova DA NE
. Stanje adenoidne vegetacije: a) uvecana DA NE
b) sekret u nosu DA NE

Otoskopski nalaz

1. Bubne opne: a) lividne DA NE
b) zamuc¢ene DA NE
c¢) hiperemicne DA NE
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IIpuaor 1.

N3sjasa o ayropcTBy

ITormucana Mapuna 3. Koctuh

opoj unnexkca b3044/2015

H3jaBibyjem
Jla je TOKTOPCKa AMCepTallyja 1moj HacJIOBOM

XGMI/Ii CKH CacTaB CKCTpaKaTa MakKpOMHUIICTAa U €CTAPCKHUX YJba JWBJHCT OpHUIraHa U KODI/Ii aHACpa 1
BLHUXOB IN Vitro HOTGHHHiaﬂ Y TPETMAHY Y3POYHHWKA XPOHMYHOI TOH3UJINTHCA

® pPE3yNTaT CONCTBEHOT HCTPAKUBAUKOTL Paja,

® Ja Ipe/UIoXKeHa JucepTalyja y LeJIMHU HU Yy 1eJIOBUMA HUje Ouila MpeasiokeHa 3a Jo0Hjame
OUJI0 KOje TUIIOME IpeMa CTYIMjCKUM MporpaMuMa Jpyrux BUCOKOIIKOJICKUX YCTaHOBA,

¢ J1a Cy pC3YyJITaThu KOPECKTHO HABCACHHU U

® Ja HUCAM KpIIKO/JIa ayTOpcKa MpaBa U KOPUCTUO UHTEJIEKTYaIHY CBOJUHY APYTUX JIMLA.

IMornuce nokTOpanga

VY beorpany,




IIpuaor 2.

I/I3jaBa 0 MCTOBETHOCTH IITAMIIAHE U €JIEKTPOHCKE Bepsnje AOKTOPCKOI' pajaia

Nwme u npesume ayropa Mapuna 3. Koctuh
bpoj unnexca b3044/2015

Crynujcku nporpam ExcneprMeHTaqIHa MUKOJIOTH]a

Hacmos paga XCMHiCKI/I cacTtaB CKCTpakaTra MaKpoOMHUIICTa M €TAPCKHUX YJba JUBJHCT OpHUIaHa U

KODHiaHHCDa U BUXO0B iN Vitro HOTGHHHiaH Y TPETMAHYV Y3POYHHKA XPOHHUYHOI' TOH3MJIUTHUCA

MenTopu: ap Ana hupuh u ap Jenena BykojeBuh

[Tornucana Mapuna 3. Koctuh

U3jaBibyjem aa je mrammnaHa Bep3uja MOT JOKTOPCKOT pajia UCTOBETHA €JIEKTPOHCKO] BEP3UJH KOJy
caMm mpenana 3a o0jaBjbUBamke Ha moprany JMrurajHor peno3uTopujyma YHHBep3UTeTa Yy
beorpany.

Z[OSBOJLaBaM Ja cC 06jaBe MOjI/I JJUYHHU IToAalk BE3aHH 3a z[o61/1jaH,e AKaJICMCKOT' 3Bamka JOKTOpa
HayKa, Kao IITO Cy UMC U NIPE3UMEC, r'OJJMHA U MCCTO pohe}La " 1aTyM ozL6paHe pana.

OBU JUMYHM TOJAIM MOTy ce OOJaBUTH HAa MPEXHUM CTpaHHILlaMa JUTrHTagHe Oubianoreke, y
€JIEKTPOHCKOM KaTaJIory U y myOsnkanujama Y HuBep3uteTa y beorpany.

IMoTnuc 1okTOpanga

VY beorpany,




IIpuaor 3.

H3sjaBa o kopumhemwy

Opnamhyjem YHuBep3utTeTcky Oubmuorexky ,,CBerozap MapkoBuh™ npa y Jlururtanau
perno3uToprjymM YHuBep3uTeTa y beorpaay yHece Mojy JOKTOPCKY JUCEPTAIN]y MO HACIOBOM:

XGMI/IiCKI/I cacTtaB CKCTpaKaTa MaKpoOMHUIICTAa M €CTAPCKHUX YJba JUBJHCT OpHUIraHa U KopniaHz[epa u

HBLHXOB N Vitro HOTeHHI/IiaH Y TPETMAHY V3POYHHKA XPOHUYHOI' TOH3UJINTHCA

KOja je MOje ayTOPCKO JeJo.

Jucepranujy ca CBUM MPWIO3MMa TIpefana caM y eIeKTPOHCKOM (opmaTy MOroJHOM 3a TPajHO
apXUBHPAIbE.

Mojy MAOKTOpPCKY nucepTalujy HoxpameHy y JWruramHu peno3uTopujyM YHHUBEp3UTETa Yy
Beorpagy mory ma KopucTe CBM KOjH MOIITYjy oXpende caapikaHe y ogaOpaHOM THILY JIMICHIIC
Kpeatusne 3ajeqnaunie (Creative Commons) 3a KOjy caMm ce 0JITy4ro/Ja.

1. AyropctBO

2. AyTOpPCTBO - HEKOMEPLHjaJIHO

3. AyTOpcTBO — HEKOMEPIIHjalTHO — O€3 mpepaje

4. AyTopCcTBO — HEKOMEPIIM]JATHO — JEJIUTH O] UICTHUM YCIOBUMA
5. AytopcTBO — 0e€3 mpepaje

6. AyTOpCTBO — AENUTH MOJ UCTUM YCIOBUMA

(Monumo 51a 3a0KpyXHTe caMo jeHy O]l 1IecT MOHYyheHuX JMLEHIH, KpaTaK ONMUC JULEHIH AaT je
Ha nosehuHu nucTa).

[Mornuc noxkTopanga

VY beorpany,




1. AyropcTtBo - Jlo3BOJbaBaTe YMHOXaBaWkEe, TUCTPUOYIIN]Y U JABHO CAOMIITaBamke Jeia, U Mpepase,
aKo ce HaBele MME ayTopa Ha HauuH ofpeleH o1 CTpaHe ayTopa WM JaBaolla JUICHIE, YaK U y
koMepuujanHe cpxe. OBo je HajcII000HIja O] CBUX JIMIICHIIH.

2. AyropctBo — HekomepiujanHo. Jlo3BoshaBaTe yMHOXKaBame, AUCTPUOYIU]Y U jaBHO
caomInuTaBame JieNa, U Mpepaje, ako ce HaBele MMe ayTopa Ha HauuH oApeheH of cTpaHe ayropa
WM AaBaola jaueHie. OBa JIUIeHIIa He J03B0JbaBa KOMEPLHjaIHy YHIOTpeOy aena.

3. AyTOpcTBO - HEKOMepIUjaTHO — 0e3 mpepane. J(o3BojbaBaTe yMHOXKaBame, AUCTPUOYIHU]Y U
JaBHO caomINTaBame Jena, 6e3 mpoMeHa, MPeoOIMKOBamka WM YIOTpeOe Jesia y CBOM JIeNy, aKo ce
HaBe/le MMe ayTopa Ha HauuH ojapeheH on cTpaHe ayTopa wiu naBaoua jgureHne. OBa JUICHIA He
JI03BOJbaBa KOMEPIIMjAIHy yIOTpeOy nena. Y 0JHOCY Ha CBE OCTaJle JIMICHIIe, OBOM JIMLIEHIIOM Ce
orpaHnnyaBa HajBehu oOuM rpasa kopuirhema jaena.

4. AyTOpPCTBO - HEKOMEPIHjaJIHO — JCIUTH TIOJ UCTHM yclIoBUMa. J[03BOJbaBaTe yMHOXKaBambe,
TUCTPUOYIMjy W jaBHO CAOIITaBamke Jea, M Mpepaje, ako ce HaBeJe MMe ayTopa Ha HAuuH
onpeheH ox cTpaHe ayTopa WM JaBaolia JIMIIEHIE U aKo ce Mpepaja JUCTpUOyrpa moj UCTOM HUITU
cnuyHoM JuieHioM. OBa JUIEHIa He 03BOJbaBa KOMEPIUjalHy ynoTpeOy Aela U mpepaja.

5. AyropctBo — 0€3 mpepazne. Jlo3BosbaBaTe yMHOXKaBame, JUCTPHOYIN]jYy U jJaBHO CAOMIITABAIHE
nena, 0e3 MpoMeHa, MpeoOIMKOBamka WK YIoTpeOe Jena y CBOM Jelly, ako e HaBele MMe ayTopa
Ha Ha4uH ojpeheH ox crTpaHe ayropa WiIM JaBaona JjuneHie. OBa JHUIEHIA 03BOJbaBa
KOMepILHjaliHy yrnoTpeoy nena.

6. AyTOpCTBO - JI€JUTH NOJl UCTUM yciaoBUMA. J[03BOJbaBaTe YMHOKaBamwe, AUCTPUOYIN]Y U JaBHO
caomiuTaBame Jiesa, 1 Mpepaje, ako ce HaBe/le UMe ayTopa Ha HauuH ojpeheH of cTpaHe ayTopa
WIK JjaBaolia JUIEHLE U aKo ce Mpepaaa JUcTpuOynpa Moja UCTOM WIN CIMYHOM JmieHnoMm. OBa
JMIIEHIA J03BOJbaBa KOMepIUjalHy ynorpedy nena u mnpepaga. CnuuyHa je codTBEepcKUM
JMIIEHI]aMa, OJJHOCHO JIMLIEHI[aMa OTBOPEHOT KOJa.



