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1. UVOD:

1.1. Rod Aspergillus

Rod Aspergillus predstavlja kozmopolitsku grupu filamentoznih plijesni. One mogu rasti
u Sirokom rasponu temperatura (6-55°C ), pri relativno niskoj vlaznosti i na raznim
supstratima. Preferiraju sloZene biljne polimere i poznati su uzro¢nici kvarenja hrane,
stoga ih se moze pronaci u blizini organskih ostataka, u tlu i1 praSini. Poznati su
kontaminanti zraka, a neki od njih su oportunisticki biljni, zivotinjski i humani patogeni.
Neke vrste su potentni proizvodaci mikotoksina, poput aflatoksina, sterigmatocistina i
okratoksina (Houbraken i sur., 2020), no svoju Stetnost za supstrat duguju i sposobnosti
proizvodnje velike koli¢ine enzima, poput elastaze koja im omogucava raspad supstrata u
molekule koje im sluze kao nutrijenti (Krijgsheld i sur., 2013). Takoder imaju svojstvo
proizvodnje drugih metabolita, poput organskih kiselina te mogucnost fermentacije.
Navedene karakteristike uz jednostavan uzgoj i tehnike suvremene molekularne biologije
omogucile su nastanak industrijskih sojeva vrsta Aspergillus, koji su od velike ekonomske
i biotehnoloske vaznosti, jer su kljucni za proizvodnju raznih farmaceutika, organskih

kiselina te homolognih i heterolognih proteina (Meyer i sur., 2011).

Naziv roda potjece iz 1729. godine, kada ga je Michaeli u Nova Plantarum Genera
upotrijebio za plijesni €ije su ga konidijalne glavice 1 peteljke podsjecale na aspergillum,
liturgijski uredaj koji se koristi za Skropljenje svetom vodom (Varga i Samson, 2007).
Aspergillus je jedan od 15 rodova smjeStenih u porodicu Aspergillaceae, podcarstva
Ascomycota i sadrzi preko 440 vrsta smjeStenih u 6 podrodova, od kojih je jedan
Nidulantes (Houbraken i sur., 2020).

RazmnoZzavaju se spolno (teleomorfno) askosporama i nespolno (anamorfno) konidijama,
na specijaliziranim hifama koje se nazivaju konidiofori. Tipi¢na struktura konidiofora je
spomenuti aspergilum, odnosno neseptirana hifa koja zavrSava proSirenjem tzv.
vezikulom. On nosi jedan ili dva sloja izduzenih fijalida, koje stvaraju nizove okruglih
konidija (Kaleni¢ i sur., 2013). Svaki konidiofor prosje¢no nosi 10 000 konidija promjera
2,5-3,5um (Rhame, 1991). Askospore koje su kljuéne za spolno razmnozavanje, otpornije
su na isuSivanje 1 nastaju tijekom saprofitnog rasta u askusima, koji mogu biti razlicite
strukture. Unato¢ tomu §to je nastanak spora energetski i vremenski zahtjevan proces,

reguliran brojnim endogenim i okoli§nim ¢imbenicima, ono je evolucijski bitno za vrstu,
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jer u slucaju A. nidulans dokazano smanjuje nakupljanje Stetnih gena i omogucava
nastanak i lakse Sirenje pozitivnih mutacija (Fischer i Kies, 1994; Verweij i sur., 2009).
Izgled rasplodnih struktura temelj je determinacije vrste u plijesni, no u doba dvojne
nomenklature razli¢ite strukture spolne 1 nespolne faze bile su prepoznate kao zasebni
spolni rodovi. Filogenetskim studijama kasnije je dokazano da su svi oni unutar
monofilije Aspergillus, a teleomorfno (spolna faza) genericko ime danas se oznac¢ava kao
morfotip (Krijgsheld i sur., 2013). Takoder, filogenetskim studijama utemeljenim na PCR
metodi, dokazano je da konidiofori u obliku aspergiluma nisu jedinstveno obiljezje koje
oznacava pripadnost rodu Aspergillus te da mu brojne vrste pripadaju, iako nemaju ovo
obiljezje i obratno. Konidije ovog roda su ekstremno hidrofobne i jednostavno se
rasprSuju zrakom, a dokaz uspjeSnosti rasprsivanja konidija ovoga roda je da su jedne od
najcesc¢e pronadenih plijesni u zraku (Baker i Bennet, 2007). One klijaju samo kada su
okolisni uvjeti povoljni za rast, a tijekom mirovanja su umjereno otporne na UV zracenje,
suSu i visoke temperature, pa tako konidije A. niger mogu prezivjeti 1h na 50°C

(Krijgsheld i sur., 2013).

1.1.1. Serija Versicolores

Serija Versicolores jedna je od 7 klada sekcije Nidulantes, podroda Nidulantes. Prvotno je
1926. godine od strane Thom i Churcha bila organizirana kao skupina Aspergillus
Versicolor koja se ¢esto revidirala, a 1965. godine sadrzavala je 18 vrsta. Tek 1985.godine
Gams 1 suradnici uvode formalne nazive za ,,skupine, koje tad postaju podrodovi i
odsjeci, a skupina Versicolores postaje sekcija u podrodu Nidulantes (Chen i sur., 2016).
Sekcija je mijenjala broj pripadnika na temelju fenotipskih analiza sve do 2011. godine,
kada Peterson 1 suradnici na temelju PCR analize Cetiri lokusa, mijenjanju filogenetske
odnose i isticu vaznost DNK analize za utvrdivanje istih (Peterson, 2008). U
meduvremenu je sekcija postala serija koja sadrzi 18 vrsta (Géry i sur., 2022), a najvece
prosirenje nastalo je otkricem 9 novih vrsta 2012.godine od strane Jurjevica i suradnika.
Bitan doprinos je i vrsta A. pepii otkrivena na Farmaceutsko-biokemijskom fakultetu u
Zagrebu (Jaksi¢ Despot i sur., 2016).

Vrste serije Versicolores organizirane su u tri podvrste: podklada A. sydowii koja sadrzi A.
sydowii, A. creber, A. venenatus, A. tennesseensis, A. cvjetkovicii, A. jensenii i A.
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puulaauensis. Podklada A. versicolor koja sadrzi A. versicolor, A. tabacinus, A. fructus, A.
protuberus, A. pepii, A. griseoaurantiacus, A. hongkongensis, A. gilianyuensis, A.
amoenus i A. austroafricanus; i podklada A. subversicolor koja sadrzi jednu vrstu A.

subversicolor (Jurjevié i sur., 2012; Wang i Zhuang, 2022).

Vrste Aspergillus serije Versicolores dobro rastu u vlaznim uvjetima, no dobro toleriraju i
suhe uvjete (Jurjevi¢ i sur.,, 2012). Serija je poznata po produkciji mikotoksina
sterigmatocistina, kojeg proizvodi 15 od navedenih 18 vrsta, a iznimka su A. sydowii, A.
tabacinus i A. austroafricanus (Gery i sur., 2022). Sterigmatocistin je prekursor aflatoksina
B1 i od strane Medunarodne agencije za istrazivanje karcinoma, klasificiran je kao
kancerogen klase 2B tj. moguci karcinogen kod ljudi (Jurjevi¢ i sur., 2013). Kod miSeva on
uzrokuje pluéni adenokarcinom, kod Stakora hepatocelularni karcinom, a kod majmuna
oralno izlozenih dozi od 20 mg/kg tjelesne mase, jednom svaka dva tjedna, kroz 4 do 6
mjeseci, uzrokovao je kroni¢ni hepatitis (Engelhart i sur., 2002). Produkcija
sterigmatocistina u seriji Versicolores poznata je ve¢ 30 godina, a razlicite vrste proizvode
razlicite koli¢ine toksina. Medu kontaminantima zraka najveéi proizvodac
sterigmatocistina je A. jensenii, no vrste A. fructus i A. versicolor takoder proizvode 10 do
100 puta vecu koli¢inu toksina od ostalih pripadnika serije (Jurjevi¢ i sur., 2013). U
istraZivanju provedenom na uzorcima zraka u ku¢ama dvije godine nakon poplave u Gunji
te u Gornjem Stupniku kao kontrolnom selu, dominirale su vrste iz serije Versicolores i to
A. jensenii i A. creber (Jaksic¢ i sur., 2021). Ujedno su ove vrste bile i najveci proizvodaci
sterigmatocistina. U ispitanim ekstraktima bili su prisutni i drugi metaboliti, jedan od
prevladavaju¢ih bio je 5-metoksi-sterigmatocistin. On je takoder citotoksi¢an i
genotoksiCan, no u manjoj mjeri, $to se pretpostavlja da je rezultat manje biodostupnosti
zbog manje polarnosti (Jaksi¢ 1 sur., 2012; JakS8i¢ Despot i sur., 2016). U istraZivanju
toksi¢nosti ekstrakata filamentoznih plijesni, ekstrakti serije Versicolores imali su nekoliko
puta vecu citotoksiénu mo¢ u odnosu na pripadnike sekcije Flavi i serije Nigri te
koncentracija sterigmatocistina nije korelirala s ja¢inom citotoksi¢nog u¢inka. U slu¢aju A.
protuberus, citotoksi¢ni u¢inak ekstrakta bio je 25-30% puta veéi u odnosu na ekstrakte A.
creber i A. jensenii, unato¢ 500 puta manjoj koncentraciji sterigmatocistina. Time je
dodatno potvrdeno da sadrzaj preostalih metabolita u ekstraktu aspergilija modulira
toksicnost sterigmatocistina te kroni¢na izlozenost pripadnicima serije Versicolores

predstavlja visok zdravstveni rizik (Jaksi¢ i sur., 2023).


https://sciprofiles.com/profile/1676566

Najpopularniji i najproucavaniji predstavnik serije, po kojoj je i dobila ime je Aspergillus
Versicolor Tiraboschi (1908), otkriven 1903. godine od strane Vuillemina pod nazivom
Sterigmatocystis versicolor. Prvi put je izoliran iz tla 1980. godine, a pronaden je u
hiperslanoj vodi Mrtvog mora, uzorku pustinjskog tla, prehrambenim namirnicama te
sto¢noj hrani (Gery i sur., 2022), u kojoj je produkcija sterigmatocistina uzrokovala
toksikozu mlije¢nih Zivotinja (Jurjevié¢ i sur., 2013). Ujedno se zbog velike prisutnosti u
zraku zatvorenih prostor koristi kao pokazatelj sindroma bolesne zgrade (engl. SBS — Sick

building syndrome) (Jurjevi¢ i sur., 2012).



1.2. Patogenost roda Aspergillus

Plijesni roda Aspergillus su uobi¢ajeno nepatogene, no mogu postati oportunisticki patogeni
kada se susretnu s kompromitiranim imunosnim sustavom (Baker i Bennet, 2007). Tada mogu
zahvatiti bilo koji organski sustav, no u vise od 90% bolesnika one uzrokuje respiratornu
infekciju (Vandewoude i sur., 2006). Covjek prosjeéno udahne 10 m® zraka dnevno, a zbog
male veli¢ine konidija (2,5-3,5 pum) i njihove velike prisutnosti u zraku, one dolaze u
alveolarni prostor, gdje mogu proklijati i formirati hife (NDCC). Otprilike polovica Cestica
dospije u donji diSni trakt, a oko 20% se ondje talozi. Klijanje spora stoga se moze odviti u
alveolama, no 1 u zdrijelu, pri ¢emu hife micelija mogu dospjeti u alveole, $to je na modelu
misa dokazano patogenije (Rhame, 1991). U imunokompetentnih osoba izloZenih aspergilima
zabiljezeno je nekoliko klinickih odgovora, poput preosjetljivog pneumonitisa, koji se javlja
kod neatopic¢nih osoba izloZzenim velikim koncentracijama konidija aspergila ili neke druge
plijesni. Idu¢i poremecaj se ocituje kao astma ovisna o IgE i posredovana mehanizmima
mastocita, a kod pacijenata oboljelih od astme, javlja se alergijska bronhopulmonalna
aspergiloza (Agarwal i Chakrabarti, 2009). Radi se o pluénom poremecaju u kojemu
organizam snazno reagira na antigene vrste Aspergillus, a prvi put je opisan 1952.godine u
Ujedinjenom kraljevstvu, kada ga je Hinston predloZio zbog prisutnosti eozinofilije 1
nakupine u sputumu oboljelih iz koje je uspjesno izolirana kultura A. fumigatus u sva 3
pacijenta (Novey, 1998). Bolest se manifestira od asimptomatskog bolesnika, s ili bez plué¢nih
infiltrata, do teSke nekontrolirane astme, s ili bez srediSnje bronhiektazije 1 pluéne fibroze

(Agarwal i Chakrabarti, 2009).

Kod imunokompromitiranih osoba, narusen je rad makrofaga odgovornih za uniStavanje
konidija i neutrofila odgovornih za uklanjanje micelija (NDCC). Udisanje konidija aspergila
kod ovakvih pacijenata moze rezultirati invazivnom plu¢nom aspergilozom. Ova po Zivot
opasna oportunisticka infekcija, javlja se wuglavnom u bolesnika s teSkom
imunokompromitacijom, posebice ako je posrijedi dugotrajna neutropenija ili dugotrajna
terapija visokom dozom kortikosteroida. Pacijenti s rizikom od invazivne plu¢ne aspergiloze
su kategorizirani u visokorizicne (alogena transplantacija koStane srZi, neutropenija i
hematoloski rak), srednje rizicne (autologna transplantacija koStane srzi, pothranjenost,
kortikosteroidi, HIV, transplantacija solidnih organa, dijabetes, temeljna bolest pluca i rak
solidnih organa) i nisko rizi¢ne (cisticna fibroza i bolesti vezivnog tkiva) (Parody i sur.,

2009). Radi se o razornoj zaraznoj bolesti pacijenata na odjelu intenzivne njege, koja se moze



pojaviti 1 bez imunokompromitiranosti pacijenta, a kroni¢na opstruktivna bolest pluca
(KOPB) i ciroza jetre su potencijalni ¢imbenici rizika. U studiji obdukcije pacijenata na
intenzivnoj njezi, 2,7 % pacijenata imalo je invazivnu aspergilozu. Za dobru prognozu klju¢na
je rana dijagnoza, koja je problemati¢na (Hiemenz i sur., 2010). Naime, uzorak se uzima s
nesterilnog mjesta te je pozitivna dijagnoza na temelju kulture aspergila iz aspirata traheje
upitna (Vandewoude i sur., 2006). Preporuka za pacijente s febrilnom neutropenijom, koja ne
odgovara na antibiotike Sirokog spektra, u ustanovama s visokom incidencijom od aspergiloze
je rana empirijska primjena antimikotika (Ruchlemer i sur., 1996). Aspergiloza se moze
manifestirati i kao kroni¢na progresivna bolest, odnosno kroni¢na pluéna aspergiloza, KPA.
Ona pogada preko 3 milijuna ljudi diljem svijeta, uglavnom pacijenata koji su preboljeli
pluénu tuberkulozu i ¢ine vise od 100 000 oboljelih godiSnje. Stopa preZivljenja kod KPA je
samo 47 % nakon 10 godina, ovisno o stupnju oStecenja pluca 1 prisutnosti ¢imbenika rizika u

bolesnika (Rozaliyani i sur., 2020).

Najcesce patogene vrste kod ljudi su A. fumigatus i A. flavus koji osim §to mogu uzrokovati
aspergiloze, uzrokuju i ozbiljne oéne infekcije, ukljucujuci keratitis i endoftalmitis. U
imunokompetentnog 27-godisnjeg pacijenta bez povijesti intravenske upotrebe droga, traume
oka ili kompromitiranog imunoloskog sustava, prijavljen je endogeni endoftalmitis uzrokovan
s A. fumigatus, a uspjeSan ishod bio je rezultat kombiniranog kirurSkog lijeCenja i
antifungalne terapije. Uzro¢nik je tesko dokazan, jer unato¢ vidljivim hifama u bioptiranom
uzorku, kultiviranje je bilo otezano pa tako i laboratorijska dijagnoza (Valluri i sur., 1993).
Vrsta A. nidulans se takoder pokazala kao uzro¢nik raznih infekcija kod ljudi. Osim §to je
poznata kao uzro¢nik invazivne aspergiloze, identificirana je i u sluCajevima otomikoze,

micetoma, keratitisa, sinusitisa i pluénog aspergiloma (Chen i sur., 2016).

U seriji Versicolores prijavljeni uzroénici humanih infekcija su A. protuberus, A. sydowii, A.
versicolor i A. hongkongensis koji je otkriven u studiji o onihomikozama (Chen i sur., 2016;
Tsang i sur., 2016). Vrsta A. versicolor je najcesce prijavljivani oportunisticki patogen u
seriji. Prijavljeni su slucajevi onihomikoza (Torres-Rodriguez i sur., 1998), invazivne plu¢ne
aspergiloze (Charles i sur., 2011), otomikoze (Swain i sur., 2020), diseminirane aspergiloze u
psa koja se ocCitovala kao diskospondilitis, osteomijelitis i pijelonefritis te dva slucaja
endoftalmitisa (Zhang i sur., 2012). U prvom sluc¢aju radilo se o endogenom endoftalmitisu u
25-godisnjeg imunokompetentnog (broj CD4 limfocita > 500/mm?2, neutrofila > 1000/mm?),

HIV pozitivnog pacijenta (Perri i sur., 2005). Drugi slucaj bio je kod zdravog 58-godisnjeg



pacijenta nakon mikroperforacije roznice koja se dogodila kao ozljeda starim kabelom pri
radu u tros$noj kué¢i. Dijagnoza je, unato¢ postojanim simptomima, nastupila tek nakon 6
mjeseci kada je primije¢en oziljak na oku i napravljena kultura infiltrata oka. NaZalost pri
prvom odlasku lije¢niku nije uzet u obzir nac¢in zadobivanja ozljede 1 propustena je dijagnoza.
Naime A. versicolor se ¢esto nalazi u izolacijskim materijalima i kabelima u tro$nim ku¢ama i
svaka trauma koja ukljucuje te elemente treba pomo¢i klini¢aru da uzme u obzir mogucéi
gljiviéni uzrok endoftalmitisa (Bifrare i Wolfensberger, 2007). U istrazivanju provedenom na
klini¢kim izolatima u Ceskoj, A. sydowii bila je druga najée$¢a vrsta nakon A. fumigatus.
Pronaden je u uzorcima iz diSnog sustava, uha i s povrSinskih tkiva (Siqueira i sur., 2016).
Zanimljiv je i slucaj perzistentne vaginoze uzrokovane A. protuberusom u imunokompetentne

pacijentice (Borsa i sur., 2015).

Nekoliko vrsta Aspergillus poput A. fumigatus, A. terreus, A. flavus, A. niger, A. sydowii i A.
versicolor povezuje se s problemima oneciS¢enja zraka u zatvorenom prostoru, no kako je A.
versicolor najc¢esée prijavljena gljivicna vrsta u odjeljku Versicolores iz vlaznih zatvorenih
prostora, njezina se prisutnost koristi kao pokazatelj sindroma bolesne zgrade (SBS — Sick
building syndrome) (Jurjevi¢ i sur., 2012). Sindrom bolesne zgrade prvobitno je definirala
Svjetska zdravstvena organizacija (World Health organisation, WHO) 1983. godine i
definirala ga kao skup nespecificnih simptoma koji se povezuju s odredenim radnim
mjestima. Simptomi SBS-a mogu biti varijabilni jer zahvacaju razlicite dijelove tijela, no
mogu se podijeliti na opée simptome (promuklost glasa, alergije, simptom sli¢ni gripi,
respiratorne bolesti, mucnina, vrtoglavica, glavobolja, umor i nemogucénost koncentracije),
simptome sluznice (iritacija o€iju, grla i nosa ili kasalj) i dermalne simptome (svrbez koZe,
lica, ruku ili vlasista) koji uobicajeno vise pogadaju zene (Ghaffarianhoseini i sur., 2018).
Mehanizam nastanka simptoma nije poznat u potpunosti, no brojne studije pokazale su
povezanost izlozenosti sporama plijesni u zatvorenom prostoru s povecanim IgE kod
pacijenata iz bolesnih zgrada. U istrazivanju provedenom na misevima, izloZenost sporama A.
versicolor, potaknula je proizvodnju proinflamatornih citokina u plu¢ima i u visoj dozi
izazvala akutnu upalu plu¢a (Schwab i Straus, 2004). Dugotrajna izlozenost sporama je u
miSeva uzrokovala i stvaranje granuloma u plu¢ima, koji bi se povukao tek nakon 28 dana
(Jussila i sur., 2002). Simptomi SBS-a pojavljuju se u oko 20% izloZenih osoba i uobi¢ajeno

nestaju kada osoba napusti ugrozavajuci prostor na duze vrijeme (Schwab i Straus, 2004).



1.3. Sistemski antimikotici

Po prirodi gljive su eukarioti i dijele mnoge receptore, pa posljedicno i mete antimikotika s
ljudima 1 ostalim sisavcima, stoga je otezan razvoj snaznih antimikotika, koji su visoko
selektivni za gljiviéne receptore te imaju nizak profil nuspojava i interakcija (Peyton i sur.,
2015). Za lijeCenje sistemskih mikoza poput invazivne aspergiloze, koja zahtijeva sustavnu
antifungalnu terapiju, postoje samo cetiri glavne klase antifungalnih sredstava (polieni,

flucitozin, azoli i ehinokandini) (Van Daele i sur., 2019).

Klasa poliena ukljucuje nistatin, natamicin i amfotericin B, antibiotske polienske makrolide
koji predstavljaju prve antimikotike Sirokog spektra, koji su se pojavili na trzistu. Nistatin je
prvi otkriveni, 1949.godine i koristi se isklju¢ivo lokalno za povrSinske mikoze, kao i
natamicin. Amfotericin B (AMB), otkriven 1953.godine, proizvodi ga Gram-pozitivna
bakterija Streptomyces nodosus, a naziv je dobio zbog svoje amfoternosti. Opcenito su polieni
gradeni od hidrofobnog polienskog ,,repa“ 1 hidrofilne ,,glave s mikozaminskom skupinom i
poliolnim lancem (Carolus i sur., 2020). Ovakva grada omogucava ugradnju nekoliko
molekula amfotericina u lipidni dvosloj gljivica i vezanje za ergosterol. Sekvestracijom
ergosterola stvaraju se pore u membrani, koje uzrokuju izlazak intracelularnih iona i
makromolekula te povecano nakupljanje reaktivnih kisikovih specija (ROS) Sto posljedicno
djeluje fungicidno (Houst i sur., 2020). Nedostatak amfipatske grade amfotericina B je slaba
topljivost u vodi zbog koje se priprema kao koloidna suspenzija s natrijevim deoksikolatom
za intravenoznu primjenu, a oralno se koristi samo za gljivicne infekcije lumena
gastrointestinalnog trakta. Nakon intravenozne primjene Siroko se rasprostranjuje u vecéinu
tkiva, ali samo 2-3% razine u krvi se postiZe u cerebrospinalnoj tekucini, stoga je za odredene
vrste gljivicnog meningitisa potrebna intratekalna primjena (Katzung, 2018). Ovaj
antimikotik Sirokog spektra djelovanja djeluje na kvasce, plijesni i dimorfne gljive, medutim
njegova klinicka uporaba je smanjena zbog nedostatka oralne formulacije namijenjene za
sistemsku terapiju te znacajne toksicnosti, koja ukljucuje akutnu toksi¢nost povezanu s
infuzijom, te akutnu i kroni¢nu nefrotoksi¢nost (Van Daele i sur., 2019). Toksi¢nost povezana
s infuzijom proizlazi iz indukcije proupalnih citokina i kemokina kao §to su interleukin 18
(IL-1pB), faktor nekroze tumora a (TNF-a), monocitni kemotakti¢ni protein 1 (MCP-1) i
makrofagni upalni protein 1B (MIP-1B). Simptomi su gotovo univerzalni, a ¢ine ih vrudica,
zimica, gréevi misic¢a, povracanje, glavobolja i hipotenzija (Dismukes, 2000). Nefrotoksi¢nost

je rezultat metabolizma amfotericina, koji se izlucuje nepromijenjen urinom (33%) 1 fecesom



(43%), te zbog nedovoljne selektivnosti prema membranama s kolesterolom umjesto
ergosterola, uzrokuje razaranje bubreznih stanica. Kako bi se smanjili ovi nezeljeni ucinci,
AMB deoksikolat je ugraden u lipidne formulacije zadrzavajuci svoju fungicidnu aktivnost.
Tri lipidne formulacije su komercijalno dostupne: AMB lipidni kompleks (ABLC),
liposomski AMB (LAMB) i AMB koloidna disperzija (ABCD) (Houst i sur., 2020). Lipidne
formulacije pokazuju povoljniju podnosljivost i profil toksi¢nosti, no nefrotoksi¢ne nuspojave
i povezani poremecaji elektrolita, iako su smanjeni, nisu u potpunosti uklonjeni (Van Daele i

sur., 2019).

Flucitozin je analog pirimidina, odobren 1960-ih i opcenito se Kkoristi u ograni¢enim
okolnostima, kao S$to je u kombinaciji s polienom za kriptokokni meningitis. Rijetko se koristi
sam zbog brzog razvoja rezistencije, koja se javlja tijekom monoterapije te brojnih nuspojava
koje ukljucuju kozni osip, gastrointestinalne smetnje, disfunkciju jetre i supresiju koStane srzi
(Dismukes, 2000). Citozin deaminazom, koja nije prisutna u ljudi, flucitozin se pretvara u
toksi¢ni spoj S-fluorouracil, koji ometa biosintezu proteina i deoksiribonukleinske kiseline
(DNA) (Perfect, 2017).

Azoli su sintetski spojevi koji se prema broju atoma dusika u petero¢lanom azolnom prstenu
mogu klasificirati u imidazole s dva atoma i neSto novije triazole s tri atoma dusika. Imidazoli
su otkriveni u kasnim 1960-im godinama, a zbog niske selektivnosti i posljedi¢no velikih
interakcija 1 nuspojava, koriste se samo u lokalnoj terapiji. Imidazole Cine ketokonazol,
klotrimazol, ekonazol i izokonazol koji nisu dostupni u Hrvatskoj te mikonazol, koji je prvi
otkriven, no zbog svoje visoke toksi¢nosti povucen je s trzista (Maertens, 2004). Triazoli
op¢enito imaju Siri spektar djelovanja, a ukljucuju itrakonazol i flukonazol, koji ¢ine prvu
generaciju te vorikonazol, izavukonazol i posakonazol, koji ¢ine drugu generaciju.
Mehanizam djelovanja azola temelji se primarno na inhibiciji fungalnog citokrom P450
(CYP) enzima, lanosterol 14a-demetilaze, posljedi¢no sprjeCavajuéi sintezu ergosterola,
glavne sterolne komponente stanicne membrane gljivica. Nedostatak ergosterola i popratna
akumulacija 14a-metiliranih prekursora uzrokuje promjenu fluidnosti membrane, nenormalno
zadrzavanje sterola, nepotpuno formiranje stani¢ne stijenke, zadrzavanju intracelularnih
fosfolipida te promijenjenu aktivnost nekih membranskih enzima, poput hitin sintaze (Nami i
sur, 2019). Konacni ucinak je inhibicija rasta i replikacije gljivica. Takoder zabiljezen je niz
sekundarnih ucinaka, kao Sto je inhibicija morfogenetske transformacije kvasaca u oblik

micelija, smanjena adherencija gljivica 1 izravni toksi¢ni u€inci na membranske fosfolipide
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(Maertens, 2004). Razni azoli imaju razliite afinitete prema 14a-demetilazi, Sto rezultirata
razli¢itim antifungalnim djelovanjem, ali i sigurnosnim profilom. Triazoli pokazuju znacajno
veéi afinitet prema gljivicnom CYP enzimu, stoga imaju sigurniji toksikoloski profil i $iru
primjenu, koja ukljucuje terapiju i profilaksu invazivnih gljivi¢nih infekcija, a dostupni su kao
oralne (PO) i intravenske (IV) formulacije. Glavni nedostatak povezan s upotrebom triazola
odnosi se na njihov metabolizam u jetri preko CYP enzima (uglavnom CYP2C9, CYP2C19 i
CYP3A4) i njihova inhibicija istih, $to dovodi do brojnih lijek-lijek interakcija, koje su
posebno izrazene kod primjene itrakonazola i vorikonazola. Posebna skupina su karcinomski
pacijenti, ¢ija terapija ukljucuje brojne lijekove poput paklitaksela, irinotekana i palbocikliba,
koji se metaboliziraju CYP enzimima te primjena triazola kada nisu kontraindicirani u takvih
pacijenata mora ukljucivati prac¢enje razine antitumorskog lijeka u plazmi (Chen 1 sur., 2011).
Ostali nedostatci ukljuc¢uju nepravilnu apsorpciju (itrakonazol i posakonazol oralna otopina)
koja rezultira nepredvidivom izlozenoscu triazolu, nelinearna i zasi¢ena farmakokinetika s
potrebom za terapijskim pracenjem lijeka (vorikonazol), hepatobilijarne nuspojave (cijela
klasa), produljenje QTc intervala (EKG) s povezanom (potencijalno fatalnom) aritmijom, kao
Sto je torsades de pointes, oklijevanje u primjeni intravenske formulacije, koja sadrzi
ciklodekstrine, u bolesnika s oSte¢enom funkcijom bubrega (itrakonazol, vorikonazol,
posakonazol), akutne nuspojave (npr. halucinacije i vorikonazol, fotosenzitivne reakcije) kao i
toksi¢nosti povezane s njihovom produljenom uporabom (kao S§to su kardiotoksi¢nost,
neuropatija, skvamozni rak koze, periostitis povezan s fluorom) i pojava rezistencije na azole
koja je najizrazenija u vrste A. fumigatus (Van Daele i sur., 2019). Unato¢ svemu, i dalje se
smatraju lijekovima prvog izbora u mnogim klini¢kim slucajevima, na primjer u terapiji
invazivne aspergiloze ili prevenciji invazivnih gljivicnih infekcija u bolesnika s dugotrajnom
neutropenijom. Flukonazol ima odli¢nu oralnu bioraspoloZivost i prodire u cerebrospinalnu
teku¢inu, no ne pokazuje aktivnost protiv aspergila ili drugih nitastih plijesni. Vorikonazol je
klini¢ki relevantan inhibitor CYP3A4 enzima u sisavaca, no unato¢ tomu lijek je izbora za
invazivnu aspergilozu. Posakonazol je €lan azola najSireg spektra, koristi se kao posljednja
linija u terapiji invazivne aspergiloze, kao profilaksa gljivicne infekcije tijekom indukcijske
kemoterapije leukemije i za pacijente s alogenom transplantacijom koStane srzi s graft-versus-

host bolesti (Katzung, 2018).

Posljednja i najnovija klasa antimikotika, koja je u upotrebi od 2000-ih godina su
ehinokandini, veliki ciklicki heksapeptidi s bo¢nim lipidnim lancem (Denning, 2003). Ovi

modificirani analozi pneumokandina su produkti fermentacije raznih mikroorganizama.
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Naime, anidulafungin se dobiva iz ehinokandina Bo (Aspergillus nidulans), kaspofungin iz
pneumokandina Bo (Glarea lozoyensis), a mikafungin iz pneumokandina Ao (Coleophoma
empetri) (Houst i sur., 2020). Antifungalno djelovanje se temelji na nekompetitivnoj inhibiciji
1,3-B-D-glukan sintaze, enzimskog kompleksa od dvije podjedinice: transmembranske
kataliticke, Fks 1 unutarstanicne regulatorne, Rhol podjedinice (Houst i sur., 2020).
Inhibicijom sintaze dolazi do iscrpljivanja 1,3-B-D-glukana iz stani¢ne stijenke gljivica, §to
rezultira osmotskim baloniranjem i lizom gljivi¢ne stanice (Van Daele i sur., 2019). Nazalost,
imaju ograni¢en spektar djelovanja i neaktivni su protiv vrsta Zigomycetes, Cryptococcus spp.
I Fusarium spp., no prema vrstama roda Candida pokazuju fungicidno djelovanje. Na
aspergile djeluju fungistatski, lizirajué¢i apikalne vrhove hifa koje se Sire, mijenjajuéi
morfologiju hifa te mijenjajuci sastav i organizaciju stani¢ne stijenke (Perlin, 2015). S
obzirom na to da djeluju fungistatski, mjerenje minimalne inhibitorne koncentracije, MIC
koja je definirana kao najniza koncentracija lijeka koja je proizvela potpunu inhibiciju
vidljivog rasta gljivica, za ehinokandine nije prikladno. Stoga koristi minimalna uc¢inkovita
koncentracija, MEC (Minimal effective concentration) koja je definirana mikroskopski kao
najniza koncentracija lijeka koja bi dovela do rasta malih, zaobljenih, kompaktnih oblika hifa
u usporedbi s dugim, nerazgranatim skupinama hifa koje se mogu vidjeti u kontroli nakon 48
sati inkubacije (Siqueira i sur., 2016). Svi ehinokandini imaju nisku oralnu bioraspolozivost i
prisutni su samo u obliku za intravensku primjenu. Dobro se distribuiraju u tkiva, ali slabo u
oko 1 cerebrospinalnu tekucinu, zbog svoje veli€ine i visokog afiniteta vezanja na proteine.
Imaju malo ozbiljnih interakcija s drugim lijekovima, S§to je rezultat jedinstvenog
antifungalnog mehanizma djelovanja i1 Cinjenice da nisu znacajni supstrati, inhibitori ili
induktori CYP ili P-glikoproteinskih sustava. Pri ¢emu kaspofungin ima najvise, a
anidulafungin najmanje interakcija. Blagi porast klirensa kaspofungina primije¢en je u
kombinaciji sa snaznim induktorima ili inhibitorima CYP enzima, posebice rifampicinom,
fenitoinom, efavirenzom, karbamazepinom i deksametazonom. Svi ehinokandini mogu
uzrokovati disfunkciju jetre, ukljucujuci zatajenje jetre, ali su vrlo sigurni u usporedbi s
drugim klasama antimikotika te se mogu upotrebljavati i kod djece (Chen i sur., 2011).
Trenutno se preporucuju kao lijekovi izbora za lijeCenje invazivne kandidijaze, ukljucujuci
kandidemiju (Van Daele i sur., 2019), a kaspofungin je odobren za empirijsku terapiju
tijekom febrilne neutropenije te je uvelike zamijenio amfotericin B za potonju indikaciju. Kod
invazivne aspergiloze licenciran je samo kao pomocna terapija U pacijenata koji nisu

odgovorili na amfotericin B, a ne kao primarna terapija (Katzung, 2018).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Napretkom medicine, zahvaljujuci otkri¢u novih lijekova i razvoju terapijskih protokola,
produljen je Zivotni vijek i povecana populacija imunosuprimiranih pacijenata poput onih s
HIV-om, pacijenata na antitumorskoj terapiji te pacijenata na imunosupresivnoj terapiji
autoimunih poremecaja te za sprjecavanje ili lije¢enje odbacivanja doniranih organa. Takoder
medicinski postupci su postali invazivniji i agresivniji, a popratni poremecaj zastitnih
anatomskih barijera kao rezultat velikih abdominalnih operacija, opseznih opeklina, stalnih
katetera, mukozitisa izazvanih terapijom, virusnih infekcija i reakcije transplantata protiv
domacina, omogucuje gljivicama da dosegnu normalno sterilna mjesta na tijelu. Unato¢
provedbi preventivnih mjera i koriStenju antifungalne kemoprofilakse svjedoci se povecanoj
incidenciji mukoznih i invazivnih gljivi¢nih infekcija tijekom posljednja dva desetljeca, Sto je
postalo globalni javnozdravstveni problem s vise od 300 milijuna oboljelih i gotovo 1,35
milijjuna smrti godi$nje. Stopa smrtnosti od sistemskih gljiviénih infekcija djelomi¢no se
moze objasniti teSkocom njihova dijagnosticiranja u ranom stadiju razvoja, jer definitivan
dokaz Cesto zahtijeva dugotrajne i radno intenzivne pristupe, koji se ne mogu uvijek postici
kod ovih tesko bolesnih pacijenata. Takoder trenutno odobreni terapijski arsenal lijekova za
lijecenje mikoza ogranicen je na nekoliko antifungalnih lijekova, a veéina ih ima ogranicenja
poput niske ucinkovitosti 1 visoke toksi¢nosti. Osim toga, ¢injenica da su neke gljivi¢ne vrste

poput A. fumigatus otporne na dostupnu terapiju je dodatna prepreka u lijecenju tih infekcija.

Velika prisutnost konidija aspergila posebice serije Versicolores u zraku vlaznih kuéa i sve
veca pojavnost infekcija uzrokovanih njima, unutar i van hospitalnih podrucja, potice pitanje
sigurnosti ljudi koji borave u kuc¢ama 1 Skolama poplavljenih podrucja. Takoder sve veca
pojavnost rezistencije aspergila na antimikotike poti¢e pitanje statusa i porijekla rezistencije u
seriji Versicolores. Razvoj morfoloske dijagnostike ovih plijesni omoguéio bi brzu

identifikaciju uzro¢nika kojima je pacijent izlozen i olakSao empirijski odabir terapije.

Specifi¢ni ciljevi rada su:
- Usporediti morfoloske razlike i veli¢inu kolonija, koje vrste serije Versicolores
postiZu na razli¢itim hranjivim podlogama
- Ispitati osjetljivost vrsta serije Versicolores izoliranih iz zraka unutarnjih prostora u

Hrvatskoj na antimikotike dostupne za terapiju sistemskih mikoza
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. Materijali

3.1.1. Hranjive podloge

Czapek-agar s kvas¢evim ekstraktom (CYA; Oxoid, UK): saharoza 30g, natrijev
nitrat (NaNO3) 2g, kalijev klorid (KCI) 0,5g, magnezijev glicerofosfat 0,59,
Zeljezov sulfat (FeSO4) 10mg, kalijev sulfat (KSOa) 0,35 g, agar 12g.

Izvagana praskasta supstanca se otopi u litri destilirane vode uz zagrijavanje do
vrenja. Dobivena otopina se sterilizira autoklaviranjem (121°C, 1,1 bar, 15 min) i

zatim razlijeva u jednokratne sterilne Petrijeve zdjelice.

Czapek-agar s kvascéevim ekstraktom i 20% glukoze (CYA20; Oxoid, UK):
saharoza 170g, natrijev nitrat (NaNOs) 2g, kalijev klorid (KCI) 0,59, magnezijev
glicerofosfat 0,5g, zeljezov sulfat (FeSO4) 10mg, kalijev sulfat (KSOs) 0,35g,
agar 12g.

Izvagana praSkasta supstanca i dodatna saharoza se otope u litri destilirane vode
uz zagrijavanje do vrenja. Dobivena otopina se sterilizira autoklaviranjem (121°C,

1,1 bar, 15 min) i zatim razlijeva u jednokratne sterilne Petrijeve zdjelice.

Dikloran 18% glicerolni agar (DG18; Oxoid, UK): glukoza 10g, pepton 5g,
kalijev dihidrogenfosfat (KH2PO4) 1g, magnezijev sulfat (MgSOa) 0,5g, dikloran
2mg, agar 15g.

Izvagana praskasta supstanca se otopi u litri destilirane vode uz zagrijavanje do
vrenja, nakon Cega se dodaje odmjerena koli¢ina glicerola i kloramfenikola, a
smjesa homogenizira. Dobivena otopina se sterilizira autoklaviranjem (121°C, 1,1
bar, 15 min) i zatim razlijeva u jednokratne sterilne Petrijeve zdjelice.

Dikloran-Rose Bengal-kloramfenikolni agar (DRBC; Oxoid, UK): glukoza 10g,
pepton 5g, kalijev dihidrogenfosfat (KH2PO4) 1g, magnezijev sulfat (MgSOa)
0,5g, dikloran 2mg, rose-bengal 25mg, agar 15g.

Izvagana praskasta supstanca se otopi u litri destilirane vode uz zagrijavanje do
vrenja. Dobivena otopina se sterilizira autoklaviranjem (121°C, 1,1 bar, 15 min) i

zatim razlijeva u jednokratne sterilne Petrijeve zdjelice.
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Malt-ekstrakt agar (MEA; Oxoid, UK): ekstrakt slada 30g, mikoloski pepton 5g,
agar 15g .

Izvagana praskasta supstanca se otopi u litri destilirane vode uz zagrijavanje do
vrenja. Dobivena otopina se sterilizira autoklaviranjem (121°C, 1,1 bar, 15 min) i

zatim razlijeva u jednokratne sterilne Petrijeve zdjelice.

Mueller-Hinton agar s 2%glukoze i 0,5ug/mL metilenskog modrila (MGM)
Mueller-Hinton agar (MH; Oxoid, UK): dehidrirana infuzija govedine 300g,
kazein hidrolizat 17,5g, Skrob 1,5¢g, agar 17g.

Izvagana praskasta supstanca s dodanom koli¢ina glukoze (20g na | L otopine) se
otopi u litri destilirane vode uz zagrijavanje do vrenja. Dobivenoj otopini se
otpipetira odredena koli¢ina otopine metilenskog modrila te se nakon
homogeniziranja otopina sterilizira autoklaviranjem (121°C, 1,1 bar, 15 min) i
zatim razlijeva u jednokratne sterilne Petrijeve zdjelice.

Otopina metilenskog modrila se dobiva otapanjem izvagane koli¢ine metilenskog
modrila u destiliranoj vodi uz lagano zagrijavanje kako bi se osiguralo potpuno

otapanje.

Sabouraud dekstrozni agar (SGA; Oxoid, UK): mikoloski pepton 10g, glukoza
(dekstroza) 40g, agar 15g.

Izvagana praskasta supstanca se otopi u litri destilirane vode uz zagrijavanje do
vrenja. Dobivena otopina se sterilizira autoklaviranjem (121°C, 1,1 bar, 15 min) i

zatim razlijeva u jednokratne sterilne Petrijeve zdjelice.

3.1.2. Otopina za nasadivanje kolonija s antimikotikom

Sterilna fizioloSka otopina

14



3.1.3. Disk-difuzijski antimikotici

e Amfotericin B 20 pug (AMB 20 pg; Liofilchem, Italija)
e Kaspofungin 5 pug (CAS 5 pg; Liofilchem, Italija)

e Flukonazol 100 pg (FLU 100 pg; Liofilchem, Italija)
e Itrakonazol 50 pg (ITC 50 ug; Liofilchem, Italija)

e Posakonazol 5 pg (POS 5 pg; Liofilchem, Italija)

e Vorikonazol 1 pg (VO 1 pg; Liofilchem, Italija)
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3.2. Metoda

3.2.1. Uzorkovanje

Uzorci obradeni u ovom radu dio su znanstveno istraZivackog projekta (Stetni udinci
pojedina¢nih i kombiniranih mikotoksina Aspergillus vrsta-MycotoxA [P-09-2014-5982)
financiran od Hrvatske zaklade za znanost (HRZZ). Prikupljeni su u razdoblju od 2016. do
2017.godine na poplavljenom podru¢ju Gunje te Gornjeg Stupnika, koji je sluzio kao
kontrolna skupina. Uzorci su prikupljeni iz prasine, vanjskog zraka i unutarnjeg zraka
popravljenih i neoste¢enih kuca te skola. Kolonije su bile nasadene, izolirane te im je identitet
potvrden PCR metodom nakon ¢ega su Cuvane u sterilnim Eppendorf epruvetama na -20°C.
Prikupljene vrste predstavljaju sve vrste serije Versicolores koje su dosad pronadene na

podrucju Hrvatske.

3.2.2. Uzgoj i nasadivanje

3.2.2.1.  Uzgoj radi utvrdivanja fenotipskih obiljezja
Uzorci su nasadivani direktno iz Eppendorf epruveta u kojima su cuvani, nakon
prilagodavanja na sobnu temperaturu i vorteksiranja. Nasadivani su na 6 razliitih podloga:
CYA, CYA20, DG-18, DRBC, MEA i SGA na kojima su rasli 7 dana, zasti¢eni od svijetlosti
na 25°C. Svaka vrsta je nasadivana iz dva razli¢ita uzroka, uz iznimke A. pepii i A.
griseoaurantiacus, koji su prethodno pronadeni u samo jednom uzorku. U razvijenom
morfoloskom klju¢u nazivi i alfanumericki kodovi boja koristenih za opis kolonija odnose se

na Raynera (1970) .

3.2.2.2.  Priprema inokuluma za nasadivanje na MGM agaru
Uzorci su prije nasadivanja na MGM podloge prvotno bili uzgojeni na MEA ili SGA agaru,
kako bi se kultura obnovila i pripremila za prikupljanje konidija. Nakon rasta kolonija u tami,
7 dana, na 25°C konidije su prikupljene sterilnim brisom, smocenim fizioloSkom otopinom
kojim se lagano preslo preko kolonija. Konidije prikupljene na brisu suspendirane Ssu U
fizioloskoj otopini, a homogenost suspenzije osigurana je vorteksiranjem. Koncentracija
inokuluma utvrdena je brojanjem konidija pod mikroskopom s pomocu hemocitometra i
iznosila je od 2 x 10°do 5 x 10° CFU/ml. Plo¢e su inokulirane unutar 30 minuta od pripreme

suspenzije inokuluma.
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3.2.2.3. Nasadivanje na MGM agaru

Sterilni bris smocen pripremljenim inokulumom, ¢vrsto se pritisnuo uz unutarnju stijenku
epruvete kako bi se uklonio visak tekucine, a zatim upotrijebio za nanoSenje kolonija na plocu
ukupno 3 puta, uz rotaciju ploce za otprilike 60° svaki put, kako bi se osiguralo ravnomjerno
nanoSenje. Diskovi su naneSeni na inokulirani agar nakon §to se ploca susila 3 minute i lagano
pritisnuti, kako bi se osigurao potpuni kontakt s povrSinom agara. Nanosila su se 3 diska po
jednoj plo¢i i svaki je od srediSta bio udaljen 24 mm. Inkubacija je trajala 10 dana, a promjer
zone mjerio se do najblizeg milimetra na tocki u kojoj postojalo znacajno smanjenje rasta.
Ispitano je 20 sojeva 11 razlic¢itih vrsta, pri ¢emu su sve vrste osim A. pepii i A.
griseoaurantiacus ispitane iz dva razli¢ita uzorka. Za dvije navedene vrste ovo nije bilo

moguce jer su prethodno pronadene u samo jednom primjerku.

3.2.3. Disk-difuzijska metoda

Jedan od najstarijih pristupa ispitivanju osjetljivosti koji se naSiroko koristi u mnogim
klinickim laboratorijima zbog svoje jednostavnosti i niske cijene. Koriste se papirnati diskovi
s fiksnom koncentracijom antifungalnog lijeka, a promjer zone oko diska bez kolonija naziva
se zona inhibicije te se odnosi na brzinu difuzije antimikotika kroz agar i na osjetljivost
izolata na taj antimikotik. Kada su promjeri zona u korelaciji s minimalnim inhibitornim
koncentracijama, MIK-ovima za danu kombinaciju gljivice i antimikotika, mogu se prevesti u
interpretativne kategorije temeljene na ukupnoj korelaciji. Kriteriji interpretacije promjera
razvijeni su usporedbom promjera zona s MIK vrijednosti mnogih izolata. Te su vrijednosti
zatim pretvorene u kriterije tumacenja na temelju ukupne korelacije s MIK-om i ishodom
bolesnika. Ovo zna¢i da kriteriji disk-difuzije mogu razviti samo za kombinacije

gljivica/antimikotika za koje ve¢ postoje prijelomne tocke (Berkow i sur., 2020).
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4. REZULTATI

Ispitivanje morfoloskih karakeristika serije Versicolores provedeno je na uzorcima
pronadenim na podru¢ju Hrvatske i rezultiralo je morfoloskim klju¢em na podlogama CYA,
CYA20, DG-18, DRBC, MEA i SGA. Opisane vrste ukljucuju A. amoenus, A. creber, A.
fructus, A. griseoaurantiacus, A. jensenii, A. pepii, A. protuberus, A. puulaauensis, A.sydowii,
A. tennesseensis i A. venenatus. Navedene vrste su takoder nasadivane na Mueller-Hinton
agaru s dodatkom glukoze i metilenskog modrila te im je disk-difuzijskom metodom
(prilagoden CLSI M44-A protokol) ispitana osjetljivost na antimikotike: amfotericin B,
kaspofungin, flukonazol, itrakonazol, vorikonazol i posakonazol. Rezultati ispitivanja
osjetljivosti na antimikotike prikazani su u Tablici 1.

MORFOLOSKI KLJUC

A. amoenus (slika 1)

Kolonije uzgojene 7 dana na DG agaru na 25 °C postigle su promjer 14-18 mm, uzdignute su
1-2 mm sa srediSnjim udubljenjem. Rubovi su glatki, brazdom odvojeni, Sirine 2 mm i
svjetlije obojeni s bojama u rasponu od bijele do bez (45). Konidijalne glavice su guste,
barSunaste, svijetlo zuto (11) ili bez (64) obojene s ponekim radijalnim brazdama, bez

eksudata.

Kolonije uzgojene 7 dana na MEA agaru na 25 °C postigle su promjer 12-24 mm, uzdignute
su Imm sa srediSnjim udubljenjem, rubovi su glatki, Sirine 2 mm 1 bijelo obojeni. Konidijalne
glavice su guste, barSunaste 1 svijetlo sive (105) do zelenkasto plave (92) boje s ponekim

radijalnim brazdama. Izluceni eksudat je proziran i bez (86) obojen.

Kolonije uzgojene 7 dana na SGA agaru na 25 °C postigle su promjer 15-21mm, uzdignute su
2mm sa sredi$njim udubljenjem i ponekim radijalnim i1 koncentricnim brazdama. Rubovi su
glatki, debljine 2 mm 1 bijelo obojeni. Konidijalne glavice su guste, barSunaste i sivo

zelenkaste(91) boje. Izluceni eksudat je proziran.

Kolonije uzgojene 7 dana na CYA agaru na 25 °C postigle su promjer 9-23mm, sredi$nje su

uzdignute 2 mm, rubovi su glatki, debljine 1 mm i bijelo obojeni. Konidijalne glavice su
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barSunaste, svijetlo zuto(66) ili sivkasto zelene(110) boje. Jedan uzorak izlucivao je prozirni

eksudat.

Kolonije uzgojene 7 dana na CYA20 agaru na 25 °C postigle su promjer 22-23 mm,
uzdignute su 3 mm sa sredi$njim udubljenjem. Rubovi su glatki i uzdignuti 6mm, debljine 4
mm i bijelo obojeni s radijalnim brazdama. Konidijalne glavice su barSunaste i sivo

zelenkaste (68 1 91) boje. Izluceni eksudat je proziran.
Kolonije uzgojene 7 dana na DRBC agaru na 25 °C postigle su promjer 19-21 mm, uzdignute

su 1 mm sa sredi$njim poviSenjem, pa udubljenjem. Rubovi su glatki, debljine 1 mm i bijelo

obojeni. Konidijalne glavice su funikularne i svjetlo zelenkaste (50 i 71) boje, bez eksudata.
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CYA20 DRBC

Slika 1. Morfologija vrste A. amoenus iz serije Versicolores nakon 7 dana uzgoja u tami pri
25°C
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A. creber (slika 2)

Kolonije uzgojene 7 dana na DG agaru na 25 °C postigle su promjer 11-12 mm, uzdignute su
2mm sa sredi$njim udubljenjem. Rubovi su pjeskasti, plosnati i Sirine 1-2 mm. Makroskopski

izgled kolonije je praskast i bez (45 i1 64) boje, bez eksudata.

Kolonije uzgojene 7 dana na MEA agaru na 25 °C postigle su promjer 15-17 mm, uzdignute
su 2mm sa srediSnjim udubljenjem. Rubovi su glatki, Sirine 2 mm, bijelo obojeni s radijalnim
brazdama. Konidijalne glavice su guste, barSunaste i u sredistu zelene(72) ili svijetlo zute(15)

boje, bez eksudata.

Kolonije uzgojene 7 dana na SGA agaru na 25 °C postigle su promjer 10-15 mm, uzdignute
su 2mm sa sredi$njim udubljenjem i ponekim radijalnim brazdama. Rubovi su glatki, debljine
2 mm 1 bijelo obojeni. Konidijalne glavice su guste, barSunaste i u sredistu dodatno izdignute

1 zelene (92) boje ili udubljene i svijetlo zute (46) boje, bez eksudata.

Kolonije uzgojene 7 dana na CYA agaru na 25 °C postigle su promjer 11-16 mm, uzdignute 2
mm, rubovi su glatki, Sirine 1 mm, bijelo obojeni s radijalnim brazdama. Konidijalne glavice
su barSunaste, od ruba odvojene koncentricnom brazdom, svijetlo Zuto (11) su obojene i bez

eksudata.

Kolonije uzgojene 7 dana na CYA20 agaru na 25 °C postigle su promjer 21-23 mm,
uzdignute su 2mm sa srediSnjim udubljenjem. Rubovi su glatki, Sirine 2 mm, bijelo obojeni s
radijalnim brazdama. Konidijalne glavice su guste, barSunaste, od ruba odvojene
koncentricnom brazdom 1 u srediStu zute (46) 1 zelene (72) boje, bez eksudata. Slabi

crvenkasto ljubicasti topljivi pigment prisutan u podlozi.

Kolonije uzgojene 7 dana na DRBC agaru na 25 °C postigle su promjer 10-16 mm, uzdignute
su 1 mm sa sredi$njim udubljenjem. Rubovi su glatki, debljine 1 mm, bijelo obojeni u jednom
uzorku s radijalnim brazdama. Konidijalne glavice su barSunaste, od ruba odvojene
koncentricnom brazdom, zelenkasto sive (105) ili zeleno i zuto (71 i 11) obojene, bez

eksudata.
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DG MEA SGA

CYA CYA20 DRBC
Slika 2. Morfologija vrste A. creber iz serije Versicolores nakon 7 dana uzgoja u tami pri
25°C
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A. fructus (slika 3)
Kolonije uzgojene 7 dana na DG agaru na 25 °C postigle su promjer 9-10 mm, uzdignute su 1

mm. Rubovi su pjeskasti i bez (45) boje. Makroskopski izgled kolonije je praskast i u sredistu
zelenkasto bez (86) boje, bez eksudata.

Kolonije uzgojene 7 dana na MEA agaru na 25 °C postigle su promjer 15-17 mm, uzdignute
su 2 mm, rubovi su glatki. Bojom se razlikuje sredi$nja krug i dva vanjska “obruc¢a”. Vanjski
obruc Sirine je 2mm, bijelo je obojen s radijalnim brazdama. Srednji obru¢ Sirok je 2 mm i
svijetlo zute (45) do svijetlo zelene (105) je boje, a srediSnji krug je plavkasto zelene(123)
boje. Konidijalne glavice su guste i barSunaste, a jedan izolat je imao prozirni zuckasti (46)

eksudat.

Kolonije uzgojene 7 dana na SGA agaru na 25 °C postigle su promjer 16-17 mm, uzdignute
su 2mm sa sredi$njim udubljenjem. Rubovi su glatki, vanjski obru¢ Sirok je 2mm, bijele je
boje s radijalnim brazdama. Sredi$nji krug odvojen je koncentriénom brazdom 1 svijetlo zute
(45) ili zelenkasto sive (120) boje. Konidijalne glavice su guste, izgledaju barSunasto, nema

eksudata.

Kolonije uzgojene 7 dana na CYA agaru na 25 °C postigle su promjer 12-17 mm, uzdignute
su 2 mm sa srediSnjim udubljenjem. Rubovi su glatki i u ravnini s podlogom. Jedan uzorak
imao je koncentricnu brazdu koja je dijelila vanjski bijeli obru¢, Sirine 4 mm 1 unutarnji
ruzicasti (58 1 61) krug. Drugi uzorak imao je nepravilan uzorak brazdanja te bijeli vanjski
obruc Sirine 2 mm 1 unutarnji krug zuto narancaste (10) boje. Konidijalne glavice su i bez

eksudata.

Kolonije uzgojene 7 dana na CYA20 agaru na 25 °C postigle su promjer 27-28 mm,
uzdignute su 2 mm sa srediSnjim udubljenjem. Rubovi su glatki, bijelo obojeni, pojavljuje se
koncentri¢na brazda i izvan nje radijalne brazde. Konidijalne glavice su guste, barSunaste, u
srediStu zute (41 1 45) i zelene (120) boje, bez eksudata. Slabi crvenkasto ljubicasti topljivi
pigment prisutan u podlozi.

Kolonije uzgojene 7 dana na DRBC agaru na 25 °C postigle su promjer 14-15 mm, uzdignute
su 2 mm. Rubovi su glatki i bijele boje. Konidijalne glavice su barSunaste, svijetlo zute (45) 1

zelene (65) boje, jedan uzorak imao je prozirni eksudat.
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CYA CYA20 DRBC
Slika 3. Morfologija vrste A. fructus iz serije Versicolores nakon 7 dana uzgoja u tami pri
25°C
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A. griseoaurantiacus (slika 4)

Kolonije uzgojene 7 dana na DG agaru na 25 °C postigle su promjer 12-13 mm, uzdignute su
2 mm sa srediSnjim udubljenjem. Rubovi su glatki i bez (61) boje. Makroskopski izgled

kolonije je praskast i u srediStu narancasto bez (10) boje, bez eksudata.

Kolonije uzgojene 7 dana na MEA agaru na 25 °C postigle su promjer 16-18 mm, uzdignute
su 2 mm sa srediSnjim udubljenjem, rubovi su glatki. Bojom se razlikuje srediSnja krug i
vanjski obru¢. Vanjski obruc¢ $irine je 2 mm, bijelo je obojen s radijalnim brazdama. SrediSnji
krug odvojen je koncentricnom brazdom i narancasto bez (41) je boje. Konidijalne glavice su

guste 1 barSunaste, prisutan je prozirni, narancasti (7) eksudat.

Kolonije uzgojene 7 dana na SGA agaru na 25 °C postigle su promjer 17-19 mm, uzdignute
su 2 mm sa srediSnjim ispupcenjem. Rubovi su glatki, vanjski obru¢ Sirok je 3mm 1 bijele je
boje. Srednji obru¢ Sirok je 2mm 1 ruZiasto naranCaste (4) je boje, a srediSnji krug je
ispupCen 1 svijetlo Zute boje(10). Konidijalne glavice su guste, izgledaju barSunasto, nema

eksudata.

Kolonije uzgojene 7 dana na CYA agaru na 25 °C postigle su promjer 30 mm, uzdignute su 1
mm sa sredi$njim udubljenjem. Rubovi su glatki, prisutne su radijalne i koncentri¢ne brazde.
Konidijalne glavice su guste, barSunaste 1 obojene bijelo, svijetlo ruzicasto (58 1 61) 1 svijetlo

zeleno (89). Prisutan je prozirni eksudat.

Kolonije uzgojene 7 dana na CYA20 agaru na 25 °C postigle su promjer 35 mm, uzdignute su
2 mm sa srediSnjim udubljenjem. Rubovi su glatki, bijelo obojeni, pojavljuje se koncentricna
brazda 1 izvan nje radijalne brazde. Konidijalne glavice su guste, barSunaste, u srediStu

narancasto zute (10 1 41) boje, bez eksudata.
Kolonije uzgojene 7 dana na DRBC agaru na 25 °C postigle su promjer 21 mm, uzdignute su

2 mm sa srediSnjim udubljenjem. Rubovi su glatki 1 bijele boje. Konidijalne glavice su

funikularne, u srediStu uzdignute i svijetlo zute (10) 1 zelenkaste (86) boje.
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CYA o CYA20 DRBC
Slika 4. Morfologija vrste A. griseoaurantiacus iz serije Versicolores nakon 7 dana uzgoja u
tami pri 25°C

A. jensenii (slika 5)

Kolonije uzgojene 7 dana na DG agaru na 25 °C postigle su promjer 10-14 mm, uzdignute su
1 mm sa sredi$njim udubljenjem. Rubovi su pjeskasti, bez (45) boje, u jednom uzorku su u

ravnini podloge 1 Sirine 1-2 mm. Makroskopski izgled kolonije je praskast, bez eksudata.

Kolonije uzgojene 7 dana na MEA agaru na 25 °C postigle su promjer 16-20 mm, uzdignute
su 2 mm sa srediSnjim udubljenjem, rubovi su glatki. Bojom se razlikuje sredi$nji krug 1 dva
vanjska obruca. Vanjski obru¢ $irine je 2 mm, bijelo je obojen s radijalnim brazdama. Srednji
obruc Sirok je 1 mm 1 svijetlo zute (11) do svijetlo zelene (86) je boje, a srediSnji krug je

zelenkasto sive (120) boje. Konidijalne glavice su guste i barSunaste, bez eksudata.
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Kolonije uzgojene 7 dana na SGA agaru na 25 °C postigle su promjer 15-16 mm, uzdignute
su 2 mm sa srediSnjim udubljenjem, rubovi su glatki. Bojom se razlikuje sredi$nji krug i1 dva
vanjska obru¢a. Vanjski obru¢ Sirine je 1-2 mm, bijelo je obojen s radijalnim brazdama.
Srednji obru¢ Sirok je 1 mm, takoder ima radijalne brazde 1 svijetlo zute(45) do zelenkasto
sive (117) je boje, a sredisnji krug je plavo zelenkaste (105 i 120) boje. Konidijalne glavice su

guste, izgledaju barSunasto, bez eksudata.

Kolonije uzgojene 7 dana na CYA agaru na 25 °C postigle su promjer 14-23mm. Uzdignute
su 2 mm sa srediSnjim udubljenjem, rubovi su glatki i bijele boje. Jedan izolat je bio svijetlo
zuto (45) 1 svijetlo zeleno (117) obojen, izlu¢ivao je prozirni, smeckasti (106) eksudat te je
imao jednu koncentri¢nu brazdu, a izvan nje vise radijalnih brazdi. Drugi izolat imao je bijeli
vanjski obru¢ Sirine 2 mm i koncentricnom brazdom odvojeni unutarnji krug Zuto narancaste

(47) boje, bez eksudata. Konidijalne glavice su guste i barSunaste u oba izolata.

Kolonije uzgojene 7 dana na CYA20 agaru na 25 °C postigle su promjer 23-26 mm,
uzdignute su 2 mm sa sredi$Snjim udubljenjem. Rubovi su glatki i mjestimi¢no uzdignuti 4
mm, bijelo obojeni. Pojavljuju se dvije koncentri¢ne brazde i izvan unutarnje pojavljuju se
radijalne brazde. Konidijalne glavice su guste, barSunaste, zute (47) i zelenkasto sive (117)

boje, bez eksudata. Slabi crvenkasto ljubicasti topljivi pigment prisutan u podlozi.

Kolonije uzgojene 7 dana na DRBC agaru na 25 °C postigle su promjer 12-13mm, uzdignute
su 2mm. Rubovi su glatki 1 bijele boje, pojavljuje se jedna koncentri¢na brazda i izvan nje par
radijalnih brazdi. Konidijalne glavice su barSunaste i1 zelenkasto sive (117) boje, eksudat je

proziran i svijetlo Zute (46) boje.
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CYA CYA20 DRBC
Slika 5. Morfologija vrste A. jensenii iz serije Versicolores nakon 7 dana uzgoja u tami pri
25°C
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A. pepii (slika 6)

Kolonije uzgojene 7 dana na DG agaru na 25 °C postigle su promjer 12-14 mm, uzdignute su
2 mm sa srediSnjim udubljenjem. Rubovi su pjeskasti, bez (86) boje, u ravnini podloge i Sirine

1-2 mm. Makroskopski izgled kolonije je praskast, bez eksudata.

Kolonije uzgojene 7 dana na MEA agaru na 25 °C postigle su promjer 18-20 mm, uzdignute
su 2 mm sa srediSnjim udubljenjem i radijalnim brazdama koje se nalaze izvan jedine
koncentri¢ne brazde, rubovi su glatki i bijele boje. Konidijalne glavice su guste, funikularne,

svijetlo zute (66) boje, bez eksudata.

Kolonije uzgojene 7 dana na SGA agaru na 25 °C postigle su promjer 22-24 mm, uzdignute
su 2 mm sa srediSnjim udubljenjem i radijalnim brazdama, rubovi su glatki. Konidijalne

glavice su guste, funikularne, plavkasto sive (105 i 120) boje s prozirnim eksudatom.

Kolonije uzgojene 7 dana na CYA agaru na 25 °C postigle su promjer 20 mm, uzdignute su
2mm sa sredi$njim udubljenjem, rubovi su glatki. Bojom se razlikuje sredisnji krug i vanjski
obru¢. Vanjski obru¢ §irine je Smm, bijelo je obojen s radijalnim brazdama. Sredis$nji krug
odvojen je koncentricnom brazdom 1 svijetlo zute (11) je boje. Konidijalne glavice su guste i

barSunaste, bez eksudata.

Kolonije uzgojene 7 dana na CYA20 agaru na 25 °C postigle su promjer 28-31 mm,
uzdignute su 2 mm sa srediSnjim udubljenjem, rubovi su glatki. Koncentri¢nom brazdom je
odijeljen srediSnji krug i vanjski obru¢. Vanjski obru¢ Sirine je Smm, bijelo je obojen s
radijalnim brazdama. SrediS$nji krug je bijele do svijetlo sive (109) boje. Konidijalne glavice

su guste, funikularne, bez eksudata.
Kolonije uzgojene 7 dana na DRBC agaru na 25 °C postigle su promjer 14-16 mm, uzdignute

su 2 mm s radijalnim brazdama, rubovi su glatki i bijele boje. Konidijalne glavice su

barSunaste 1 zelenkasto sive (89) boje, eksudat je proziran.
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CYA CYA20 DRBC
Slika 6. Morfologija vrste A. pepii iz serije Versicolores nakon 7 dana uzgoja u tami pri 25°C

A. protuberus (slika 7)

Kolonije uzgojene 7 dana na DG agaru na 25 °C postigle su promjer 12-14 mm, uzdignute su
2 mm sa sredi$njim udubljenjem. Rubovi su pjeskasti, u ravnini podloge i Sirine 1 mm.

Makroskopski izgled kolonije je praskast, bez (45) boje 1 bez eksudata.

Kolonije uzgojene 7 dana na MEA agaru na 25 °C postigle su promjer 9-16 mm, uzdignute su
2 mm sa srediSnjim udubljenjem i radijalnim brazdama, rubovi su glatki. Konidijalne glavice
su guste, barSunaste, bijele do svijetlo zute (11) boje, u jednom uzorku pojavljuju se male,

prozirne kapljice eksudata.

Kolonije uzgojene 7 dana na SGA agaru na 25 °C postigle su promjer 10-17 mm, uzdignute
su 2 mm sa srediSnjim udubljenjem, rubovi su glatki. Bojom se razlikuje svijetlo zuti (11)
srediSnji krug 1 bijeli vanjski obru¢, Sirine 1 mm s radijalnim brazdama. Konidijalne glavice

su guste, izgledaju barSunasto, nema eksudata.
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Kolonije uzgojene 7 dana na CYA agaru na 25 °C postigle su promjer 21-24 mm, rubovi su
glatki. Pojavljuju se dvije koncentricne brazde i izvan unutarnje pojavljuju se radijalne
brazde. Konidijalne glavice su guste, barSunaste, izvan unutranje koncentri¢ne brazde su

bijelo obojene, a unutar nje su svijetlo ruzicasto (41 1 61) obojene s prozirnim eksudatom.

Kolonije uzgojene 7 dana na CYA20 agaru na 25 °C postigle su promjer 24-27 mm,
uzdignute su 2 mm sa srediSnjim udubljenjem. Rubovi su glatki i bijelo obojeni. Pojavljuju se
jedna do dvije koncentricne brazde i izvan unutarnje pojavljuju se radijalne brazde.

Konidijalne glavice su guste, barSunaste, zute (11) i plavkasto sive (51) boje, bez eksudata.
Kolonije uzgojene 7 dana na DRBC agaru na 25 °C postigle su promjer 12-13 mm, uzdignute

su 2 mm. Rubovi su glatki i bijele boje. Konidijalne glavice su barSunaste, zute (11) i

zelenkaste (49) boje.
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CYA CYA20 DRBC
Slika 7. Morfologija vrste A. protuberus iz serije Versicolores nakon 7 dana uzgoja u tami pri
25°C
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A. puulaauensis (slika 8)

Kolonije uzgojene 7 dana na DG agaru na 25 °C postigle su promjer 9-12 mm, uzdignute su 2
mm sa srediSnjim udubljenjem. Rubovi su pjeskasti, u jednom uzorku su u ravnini podloge i

siroki 1 mm. Makroskopski izgled kolonije je praskast, bez (45 i 64) boje i bez eksudata.

Kolonije uzgojene 7 dana na MEA agaru na 25 °C postigle su promjer 13-18 mm, uzdignute
su 1-2 mm sa srediSnjim udubljenjem i radijalnim brazdama na rubovima, koji su glatki i
bijele boje. Konidijalne glavice su guste, barSunaste, svijetlo zelene (68) do plavkasto sive

(91) boje, eksudat je proziran i svijetlo zute boje.

Kolonije uzgojene 7 dana na SGA agaru na 25 °C postigle su promjer 12-17 mm, uzdignute
su 2 mm sa srediSnjim udubljenjem, rubovi su glatki, bijele boje s radijalnim brazdama.
Konidijalne glavice su guste, barSunaste, svijetlo sive (109) i sivo zelenkaste (89) boje, bez

eksudata.

Kolonije uzgojene 7 dana na CYA agaru na 25 °C postigle su promjer 12-17 mm, uzdignute
su 2 mm sa srediSnjim udubljenjem, rubovi su glatki. U jednom uzorku pojavljuje se
koncentri¢na brazda i izvan nje radijalne brazde. Konidijalne glavice su guste, barSunaste,

svijetlo ruzicasto (41) i svijetlo Zuto (36) obojene, bez eksudata.

Kolonije uzgojene 7 dana na CYA20 agaru na 25 °C postigle su promjer 20-27 mm,
uzdignute su 2 mm sa srediSnjim udubljenjem. Rubovi su glatki i bijelo obojeni. Pojavljuje se
jedna koncentri¢na brazda i izvan nje pojavljuju se radijalne brazde. Konidijalne glavice su
guste, barSunaste, bez (45) 1 zelenkaste (91) boje, bez eksudata. Slabi crvenkasto ljubicasti

topljivi pigment prisutan u podlozi.

Kolonije uzgojene 7 dana na DRBC agaru na 25 °C postigle su promjer 11-13 mm, uzdignute
su 2 mm, rubovi su glatki 1 bijele boje. Pojavljuje se jedna koncentri¢na brazda, izvan nje
pojavljuju se radijalne brazde, a unutar nje su barSunaste konidijalne glavice zelenkaste (50 i

67) boje, bez eksudata.
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CYA CYA20 ’ DRBC

Slika 8. Morfologija vrste A. puulaauensis iz serije Versicolores nakon 7 dana uzgoja u tami
pri 25°C
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A. sydowii (slika 9)

Kolonije uzgojene 7 dana na DG agaru na 25 °C postigle su promjer 9-14 mm, uzdignute su 2
mm. Jedan uzorak ima srediSnje udubljenje, bez (45) je boje, rubovi su mu pjeskasti, u razini s
podlogom i Sirine 1-2 mm. Drugi uzorak je barSunast i svijetlo bez(45) do bijele boje, oba su

bez eksudata.

Kolonije uzgojene 7 dana na MEA agaru na 25 °C postigle su promjer 19-23 mm, uzdignute
su 1-2 mm sa srediSnjim udubljenjem i radijalnim brazdama na rubovima, koji su glatki i
bijele boje. Konidijalne glavice su guste, barSunaste, bez (45) ili plavkasto zelene (92) boje,

eksudat je proziran i narancasto smede boje.

Kolonije uzgojene 7 dana na SGA agaru na 25 °C postigle su promjer 12-19 mm, uzdignute
su 2 mm sa srediSnjim udubljenjem. Rubovi su glatki, bijele boje i s ponekom radijalnom
brazdom. Konidijalne glavice su guste, barSunaste, svijetlo zute (11) ili zelenkasto plave (25)

boje, bez eksudata.

Kolonije uzgojene 7 dana na CYA agaru na 25 °C postigle su promjer 9-24 mm. Uzdignute su
2 mm sa sredi$njim udubljenjem, rubovi su glatki. Jedan uzorak je imao dvije koncentricne
brazde unutar kojih je bio svijetlo ruzicaste (41) boje, a izvan njih bio je bijele boje s vise
radijalnih brazdi. Drugi uzorak nije imao brazde i bio je bez (45) boje. Konidijalne glavice su

guste, barSunaste 1 bez eksudata u oba izolata.

Kolonije uzgojene 7 dana na CYA20 agaru na 25 °C postigle su promjer 21-30 mm,
uzdignute su 2-4 mm sa srediSnjim udubljenjem i radijalnim brazdama. Rubovi su glatki i
bijelo obojeni. U jednom uzorku pojavljuje se jedna koncentricna brazda unutar koje su
konidijalne glavice svijetlo zuto(11) 1 zelenkasto(92) obojene. Drugi uzorak bio je svijetlo
plavo (73) obojen. Konidijalne glavice su guste, barSunaste i s prozirnim eksudatom u oba

primjerka.

Kolonije uzgojene 6 dana na DRBC agaru na 25 °C postigle su promjer 9-14 mm, uzdignute
su 2 mm, rubovi su glatki. Pojavljuje se jedna koncentri¢na brazda, izvan nje su barSunaste
konidijalne glavice bijele boje, a unutar nje su svijetlo zelene(68) ili plavo zelenkaste (23)

boje, jedan uzorak izlu¢ivao je prozirni eksudat.
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Slika 9. Morfologija vrste A. sydowii iz serije Versicolores nakon 7 dana uzgoja u tami pri
25°C
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A. tennesseensis (slika 10)

Kolonije uzgojene 7 dana na DG agaru na 25 °C postigle su promjer 10-17 mm, uzdignute su
1-2 mm sa sredi$njim udubljenjem. U jednom uzorku rubovi su pjeskasti, u ravnini podloge i
Siroki 1 mm. Drugi uzorak imao je oStro ograniCene, valovite rubove. Makroskopski izgled

kolonije je praskast, bez (451 11) boje i bez eksudata.

Kolonije uzgojene 7 dana na MEA agaru na 25 °C postigle su promjer 13-16 mm, uzdignute
su 1-2 mm sa srediSnjim udubljenjem i jednom koncentriénom brazdom. Rubovi su glatki s
radijalnim brazdama. Konidijalne glavice su guste, barSunaste, zelene (69) do plavkasto sive
(91) boje. Njih okruzuje svijetlo zuti (66) ,,obru¢* na koji se nastavljaju bijeli rubovi, jedan

uzorak izlu€ivao je proziran i zuckasti (47) eksudat.

Kolonije uzgojene 7 dana na SGA agaru na 25 °C postigle su promjer 14-16 mm, uzdignute
su 2 mm sa sredi$njim udubljenjem 1 prisutna je jedna koncentri¢na brazda. Rubovi su glatki,
bijele boje s radijalnim brazdama. Konidijalne glavice su guste, barSunaste, svijetlo Zute (11)

ili sivo zelenkaste (71) boje, bez eksudata.

Kolonije uzgojene 7 dana na CYA agaru na 25 °C postigle su promjer 23-26 mm, uzdignute
su 1-2 mm sa sredi$njim udubljenjem, rubovi su glatki i bijele boje. Prisutne su dvije
koncentri¢ne brazde i izvan njih radijalne brazde. Konidijalne glavice su guste, barSunaste,
svijetlo Zuto (11), svijetlo zelene (68 1 71) 1 plavkasto sivo (92) obojene. Jedan uzorak

izlu€ivao je prozirni smedi (44) eksudat.

Kolonije uzgojene 7 dana na CYA20 agaru na 25 °C postigle su promjer 23-26 mm,
uzdignute su 2 mm sa srediS$njim udubljenjem. Rubovi su glatki, bijelo i bez (45 1 66) obojeni.
Pojavljuje se jedna koncentri¢na brazda i izvan nje pojavljuju se radijalne brazde. Konidijalne

glavice su guste, barSunaste, zelenkaste (67 1 71) 1 plavkasto sive (91) boje, bez eksudata.

Kolonije uzgojene 7 dana na DRBC agaru na 25 °C postigle su promjer 11-13 mm, a one koje
su u istim uvjetima rasle 7 dana imale su promjer 16-18 mm. Uzdignute su 2 mm sa
srediSnjim udubljenjem, rubovi su glatki 1 bijele boje. Pojavljuje se jedna koncentricna
brazda, izvan nje pojavljuju se radijalne brazde, a unutar nje su barSunaste konidijalne glavice

zelenkaste (17 il1 72 1 91) 1 svijetlo zute(66) boje, bez eksudatata.
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Slika 10. Morfologija vrste A. tennesseensis iz serije Versicolores nakon 7 dana uzgoja u tami

pri 25°C
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A. venenatus (slika 11)

Kolonije uzgojene 7 dana na DG agaru na 25 °C postigle su promjer 6-9 mm, uzdignute su 2
mm sa srediSnjim udubljenjem. Jedan uzorak imao je oStro ograni¢ene rubove i bio je bez (64)
boje. Drugi uzorak pjeskaste rubove i bio je svijetlo bez (45) boje. Makroskopski izgled

kolonije je praskast, bez eksudata.

Kolonije uzgojene 7 dana na MEA agaru na 25 °C postigle su promjer 11-19 mm. Uzdignute
su 2 mm sa srediSnjim udubljenjem, rubovi su glatki i bijele boje. Jedan uzrak je imao jednu
koncentri¢nu brazdu koja je bila 1 mm odvojena od ruba, dok je drugi uzorak imao vise
radijalnih brazdi na rubovima 1 izlu€ivao je prozirni eksudat. Konidijalne glavice su guste i

barSunaste, svijetlo zute(66) i svijetlo zelenkaste (51) boje.

Kolonije uzgojene 7 dana na SGA agaru na 25 °C postigle su promjer 8-14 mm, uzdignute su
2 mm sa sredi$njim udubljenjem, rubovi su glatki i bijele boje. Konidijalne glavice su guste,

barSunaste, plavo zelenkaste (51) ili bijele boje, bez eksudata.

Kolonije uzgojene 7 dana na CYA agaru na 25 °C postigle su promjer 15-24 mm. Uzdignute
su 2 mm sa srediSnjim udubljenjem, rubovi su glatki i bijele boje. Prisutna je jedna
koncentri¢na brazda od ruba odvojena 4 mm, a izvan nje viSe radijalnih brazdi. Jedan uzorak
bio je bijele boje, dok je drugi uzorak bio svijetlo zuto (11) 1 svijetlo zeleno (91) obojen, a u
podlozi je imao prisutan topljivi smedi pigment. Konidijalne glavice su guste 1 barSunaste u

oba izolata.

Kolonije uzgojene 7 dana na CYA20 agaru na 25 °C postigle su promjer 23-26 mm,
uzdignute su 2 mm sa srediSnjim udubljenjem. Rubovi su glatki 1 bijelo obojeni. U jednom
uzorku pojavljuju se dvije koncentrine brazde i izvan unutarnje pojavljuju se radijalne
brazde, taj uzorak bio je bijele i svijetlo zute (11) boje. Drugi uzorak imao je jednu
koncentricnu brazdu plavkaste (92) boje, unutar koje su konidijalne glavice bile narancaste
(10 1 42) boje. 1zvan nje su se nastavljale radijalne brazde, a uzorak je bio zute(11) i1 bijele
boje. Konidijalne glavice su guste, barSunaste, bez eksudata sa crvenkasto smedim topljivim

pigmentom prisutnim u podlozi.

39



Kolonije uzgojene 7 dana na DRBC agaru na 25 °C postigle su promjer 7-12 mm, uzdignute
su 2 mm sa srediSnjim udubljenjem. Rubovi su glatki i bijele boje, u jednom uzorku

pojavljuje se jedna koncentricna brazda i izvan nje par radijalnih brazdi. Konidijalne glavice

su barSunaste 1 bijele ili zelenkaste (50 1 51) boje, bez eksudata.
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CYA CYA20 DRBC
Slika 11. Morfologija vrste A. venenatus iz serije Versicolores nakon 7 dana uzgoja u tami pri
25°C
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Tablica 1. Pomjeri zona inhibicije i referentne vrijednosti za tumacenje osjetljivosti vrsta Aspergillus serije Versicolores na antimikotike dostupne za sistemsku

primjenu na Hrvatskom trzistu. Svaka vrsta nasadena je i ispitana iz dva razlic¢ita uzorka, uz iznimku A. pepii i A. griseoaurantiacus.

AMFOTERICIN B KASPOFUNGIN FLUKONAZOL ITRAKONAZOL POSAKONAZOL VORIKONAZOL
20pg disk 5ug disk 100pg disk 50pg disk 5ug disk 1ug disk
Uvjeti Uvjeti Uvjeti Uvjeti Uvjeti Uvjeti
VRSTA osjetljivosti | Izmjerena | osjetljivosti | Izmjerena | osjetljivosti | Izmjerena | osjetljivosti | Izmjerena | osjetljivosti | Izmjerena | osjetljivosti | Izmjerena
O)i zona O)i zona O)i zona ©O)i zona ©O)i zona O)i zona
rezistencije | inhibicije | rezistencije | inhibicije | rezistencije | inhibicije | rezistencije | inhibicije | rezistencije | inhibicije | rezistencije | inhibicije
(R) (R) (R) (R) (R) (R)
R <12mm R R <13mm R R 32 R <12mm 42 R <13mm R
A-amoenus o>15mm| R | O>7mm | R |RSPmm g R<IOmm | 39 | 0>17mm | 50 0 >17mm R
A.creber R <12mm R R <13mm R R <19 R R <19 R R <12mm 34 R <13mm R
0 >15mm R 0 >17mm R =rmm R =rmm R 0>17mm 42 0>17mm R
R <12mm R R <13mm R R R R <12mm 36 R <13mm R
Adfructus 0 >15mm R 0 >17mm R R<Omm | g R<Pmm | 20 | 0217mm | 41 0 >17mm 23
. . R <12mm R <13mm R <12mm R <I13mm
A.griseoaurantiacus 0 >15mm R 0 >17mm R R <19mm R R <19mm 45 0 >17mm o7 0 >17mm 23
. .. R <12mm R R <I13mm R R 27 R <12mm 44 R <I13mm R
A.Jensenil 0 >15mm R 0>17mm R R <19mm R R <19mm 35 0 >17mm 49 0>17mm 18
.. R <12mm R <13mm R <12mm R <13mm
A.pepii O >15mm R O >17mm R R <19mm R R <19mm 52 0 >17mm 60 0 >17mm 44
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AMFOTERICIN B KASPOFUNGIN FLUKONAZOL ITRAKONAZOL POSAKONAZOL VORIKONAZOL
20pg disk 5ug disk 100pg disk 50pg disk 5ug disk 1ug disk
Uvjeti Uvjeti Uvjeti Uvjeti Uvjeti Uvjeti
VRSTA osjetljivosti | Izmjerena | osjetljivosti | Izmjerena | osjetljivosti | Izmjerena | osjetljivosti | Izmjerena | osjetljivosti | Izmjerena | osjetljivosti | 1zmjerena
O)i zona O)i zona ©O)i zona ©O)i zona ©O)i zona O)i zona
rezistencije | inhibicije | rezistencije | inhibicije | rezistencije | inhibicije | rezistencije | inhibicije | rezistencije | inhibicije | rezistencije | inhibicije
(R) (R) (R) (R) (R) (R)
R <12mm R R <13mm R R R R <12mm 26 R <13mm R
Aprotuberts |- 5 S 5mm R 0>17mm R R <19mm R R<I9mm | 44 0>17mm | 42 0 >17mm 30
. R <12mm R R <13mm R R 33 R <12mm 43 R <13mm 17
Apuulaauensis | S15mm 15 | 0=17mm R R <I9mm R R=Omm | 4 | 0>17mm | 60 | O=17mm | 40
.. R <12mm R R <13mm R R R R <12mm 25 R <13mm R
Asydowii| 5 S 15mm R 0>17mm R R <19mm R R<I9mm | 5 O>17mm | 36 0 >17mm 20
. R <12mm R R <13mm R R 32 R <12mm 42 R <I13mm R
ALENNESSEENSIS | > 5mm R 0 >17mm R R <19mm R R <I9mm | 59 0>17mm | 50 0>17mm R
R <12mm R R <13mm R R 28 R <12mm 46 R <I13mm R
Avenenatus |5 > 15mm R 0 >17mm R | RsPmmi g R<Omm | 35 | 0>17mm | 54 | 0>17mm R

*Qznaka R u stupcu ,,Izmjerena zona inhibicije* predstavlja izostanak iste




5. RASPRAVA

Rezultati ovog istrazivanja pokazali su da morfolosko odredivanje nije najsigurnija metoda za
razlikovanje vrsta serije Versicolores, jer se uzorci iste vrste, na istoj podlozi mogu
medusobno razlikovati. Takoder na odredenim podlogama se fenotipska svojstva razlicitih
vrsta medusobno poklapaju. Podloge koje su se pokazale najbolje za morfolosko razlikovanje
su DRBC, CYA i CYA20. Na podlogama DG, MEA 1 SGA sve su vrste medusobno
pokazivale veliku sli¢nost bojom konidijalnih glavica i teksturom kolonija. Pojava topljivog
pigmenta uglavnom je bila na CYA20 podlozi, uz poneku iznimku na CYA agaru. Takoder
rast na CYA20 podlozi rezultirao je najveéim promjerom kolonija u svih ispitivanih vrsta, $to
je rezultat vecée koli¢ine glukoze dostupne kao hranjive tvari, no govori i o dobroj
podnosljivosti nizeg aktiviteta vode u ovoj seriji. Za koriStenje morfoloskog kljuca potreban
je rast kolonija od minimalno 7 dana, a pozeljno bi bilo i 10 dana, kako bi se omogucio

daljnji razvoj boje konidija, topljivog pigmenta i potencijalnog eksudata.

Ispitivanje osjetljivosti izolata na antimikotike provelo se metodom CLSI M44-A na Mueller-
Hinton agaru s dodanom glukozom i metilenskim modrilom (MGM). lzmjerene zone
inhibcije oko diskova protumacene su na temelju radova Espinel-Ingroff i sur., 2007 i Canton
i sur., 2009.

Primjecena je rezistencija svih uzoraka na kaspofungin te bi zbog prisutnosti u cijeloj seriji
ona mogla biti intrinzi¢na. Vrlo malo se zna o rezistenciji Aspergillusa na ehinokandine, jer
se ispitivanja osjetljivosti provode rijetko i popracena su s potesko¢ama u ponovljivosti
rezultata 1 korelaciji s klini¢kim in vitro testiranjima. Takoder terapijski ishod lijecenja
aspergiloza s ehinokandinima je loSiji nego s triazolima i polienima te se oni uglavnom
koriste kao dio kombinirane terapije. Posljedi¢no je broj prijavljenih slucajeva sekundarne
rezistencije mali, a mehanizam rezistencije nije poptpuno utvrden (Gongalves i sur., 2016). U
nedostatku prijavljenih slucajeva i s ciljem karakterizacije mehanizama rezistencije, u
laboratoriju su 2005.godine inducirana dva tipa rezistencije kod A. fumigatus na kaspofungin.
Prvi je bio tockaste mutacije gena fksl, koji je kljucan za sintezu 1,3-p-D-glukan sintaze i
rezultirao je 16 puta manjom osjetljivos¢u na lijek. Druga klasa spontanih mutanata svoju
rezistenciju dugovala je povecanoj ekspresiji 28 razliCitih gena koji kodiraju sintezu
strukturnih komponenti stani¢ne stijenke, sintezu enzima odgovornih za biosintezu stani¢ne

stijenke, sintezu transportnih proteina te proteina klju¢nih u stani¢noj signalizaciji poput
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MAP kinaze (Gardiner i sur., 2005). U meduvremenu prijavljena su dodatna dva izolata A.
fumigatus koji su rezultirali smanjenom osjetljivos¢u 1,3-B-D-glukan sintaze zbog tockaste
mutacije u fksl genu. Prvi slucaj je klinicki izolat koji je nakon terapije s mikafunginom
rezultirao smanjenom osjetljivoséu (reda veli¢ine 5 do 6) na sve ehinokandine i1 klinickim
neuspjehom lijeCenja kroni¢ne pluéne aspergiloze (Jiménez-Ortigosa i sur., 2017). Drugi
slucaj je laboratorijski inducirana krizna rezistencija na ehinokandine nakon izlaganja A.
fumigatusa anidulafunginu (e Silva i sur., 2020). U slucaju iz 2008. godine istrazen je klinicki
uzorak A. fumigatusa koji je slabo odgovarao na terapiju kaspofunginom. Otkriveno je da
izolat nije imao nikakve mutacije, udio 1,3-B-D-glukana stani¢ne stijenke bio je isti kao u
kontrolnom uzorku koji je bio osjetljiv na kaspofungin, no za razliku od kontrolnog uzorka,
ovaj uzorak imao je pojacanu ckspresiju fksl gena (Arendrup i sur., 2008). Bitno je
napomenuti da se profil osjetljivosti vrsta na pojedina¢ne ehinokandine medusobno razlikuje.
Primjer je vrsta A. lentulus koja je slabo osjetljiva na kaspofungin unato¢ osjetljivosti na

anidulafungin i mikafungin (Gongcalves i sur., 2016).

Postojanje samo jednog izolata A. puulauensis, koji je bio osjetljiv na amfotericin B u dozi od
20pg iskljucuje intrinzicku rezistenciju, no odgovara prijavljenoj smanjenoj osjetljivosti
prisutnoj u vrstama A. versicolor i A. sydowii (Van Der Linden i sur., 2011; Torres-Rodriguez
i sur., 1998; Siqueira i sur., 2016). U studiji provedenoj na klini¢kim izolatima Aspergillusa u
Koreji, 4,4 % uzoraka pripadalo je seriji A. versicolores, a ¢inili su je 5 uzoraka A. sydowii i
jedan A. versicolor iz respiratornog uzorka. Svi uzorci prikazali su nisku osjetljivost na
amfotericin B, ukljucujuéi pripadnike serije A. versicolores (Heo i sur., 2015) §to je
odgovaralo i rezultatima dobivenim 2022. godine koriStenjem E-testa i disk-difuzijske
metode (Lo Cascio i sur., 2022). Takoder u istrazivanju iz 2002.godine na klini¢kim
izolatima s podru¢ja SAD-a i Kanade, svih 9 uzoraka A. versicolor (zbog neutvrdene
identifikacije i filogentskih odnosa nije sigurno da se radi o vrsti A. versicolor, no sigurno se
radi o plijesnima iz serije Versicolores) pokazalo je slabu osjetljivost na amfotericin B
(Pfaller i sur., 2002). Dodatan dokaz su izolati prikupljeni sa svinjske farme, gdje su oba
izolata A. versicolores bila rezistentna (White i sur., 2021). Toan mehanizam rezistencije
nije utvrden, no mogu¢i nacini su smanjena apsorpcija antimikotika, pojacana ekspresija
efluksnih pumpi za AMB, smanjen sadrzaj ergosterola u citoplazmatskoj membrani i/ili
povecéana aktivnost katalaze koja je odgovorna za smanjenje oksidativnog stresa uzrokovanog
AMB-om u stanici. Intrinzi¢no otporna vrsta A. terreus svoju rezistenciju na AMB duguje

povecanoj aktivnosti katalaze, no u studiji na A. fumigatus povecana aktivnost katalaze nije
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imala pozitivnu korelaciju s porastom MIK-a na ispitivani rezistentnim sojevima, no njena
prisutnost je u svima uzorcima bila visoka te se njen doprinos na rezistenciju ne moze
iskljuciti. U istom istrazivanju potvrdeno je da bi rezistencija na poliene mogla biti geografski
bazirana jer je s testiranog podrucja 96,4 % testiranih izolata bilo rezistentno, neovisno o
mjestu uzorkovanja. Rezistencija se nije mogla povezati s izloZenos¢u polienima jer su
klinicki uzroci bili uzorkovani na pacijentima koji nisu prethodno bili na terapiji polienima, a
okolis$ni uzorci su bili uzorkovani na farmama koje nisu koristile polienske antifungike. U
ovom istrazivanju vrijednost MIK-a > 2 mg/L definirala se kao rezistencija soja (Ashu i sur.,
2018).

Osjetljivost na triazolne antimikotike bila je razli¢ita ovisno o soju i vrsti antimikotika. Svi
uzorci bili su rezistentni na flukonazol, §to odgovara podatcima o intrinzi¢noj rezistenciji
Aspergillus spp. i A. versicolor na flukonazol (Katzung, 2018; Azevedo i sur., 2015;
Stensvold i sur., 2012; Torres-Rodriguez i sur., 1998). U ispitivanim uzorcima najucinkovitiji
triazolni antimikotik bio je posakonazol na kojeg su svi uzorci bili osjetljivi i imali najveci
promjer zone inhibicije. Sljedeci po uéinkovitosti bio je itrakonazol s rezistencijom prisutnom
u 25% testiranih uzoraka, dok je rezistencija na vorikonazol bila prisutna u 60% testiranih
uzoraka. Takoder primijeéen je manji promjer zone inhibicije na posakonazol ako je uzorak
bio rezistentan na itrakonazol te su svi uzorci rezistentni na itrakonazol u dozi od 50 ug
takoder bili rezistentni na vorikonazol u dozi od 1pg, no suprotno nije vrijedilo. Budu¢i da su
svi uzorci koji su testirani s antimikoticima uzorkovani iz okoliSa, primije¢ena rezistencija na
azole ne moZe se pripisati klinickoj upotrebi azola, ve¢ selektivhom pritisku azolnih
antimikotika prisutnih u okoliSu zbog upotrebe azolnih fungicida u poljoprivredi. Naime azoli
su vrlo stabilne molekule, koje mogu ostati aktivne u tlu i vodi nekoliko mjeseci jer im je
vrijeme poluraspada obi¢no dulje od godinu dana (Azevedo 1 sur., 2015). Takoder svi azolni
lijekovi medusobno ciljaju isto aktivno mjesto u gljiviénom enzimu te razvoj rezistencije na
poljoprivredne azole rezultira rezistencijom na medicinske azole (Bowyer i Denning, 2014;
Alvarez-Moreno i sur., 2019). Mehanizam rezistencije na azole temelji se na mutaciji u genu
cypS1A, koji kodira lanosterol 14a-demetilazu, kljuCan enzim u sintezi ergosterola
(Mortensen i sur., 2010 ). U vrsti A. fumigatus dokazana su dva obrasca otpornosti, prvi se
povezuje s dugutrajnom terapijom azolima u pacijenata oboljelih od aspergiloma ili kroni¢ne
pluéne aspergiloze. Dugotrajna terapija itrakonazolom rezultirala je to¢kastom mutacijom u
genu cyp5S1A i povecéanjem MIK-a za itrakonazol i posakonazol na ispitivanim uzorcima

(Tashiro 1 sur., 2012). Drugi pronadeni tip rezistencije bio je rezultat pojave tandemskog
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ponavljanja od 34bp u promotoru gena, koji djeluje kao pojacivac transkripcije i zamijene
jedne aminokiseline u aktivhom mjestu enzima. Ovakva polialelna rezistencija (TR/L98H)
mogla se razviti samo u okoliSu kroz izlaganje fungicidima jer se umetanje tandemskog
ponavljanja od 34bp lakse moze dogoditi u sluc¢aju spolnog razmnozavanja plijesni, dok je
unutar ljudskog organizma reprodukcija A. fumigatusa primarno aseksualna (Verweij i sur.,
2009). Ovu hipotezu potvrdio je pronalazak mutacije TR34/L98H u klinickim izolatima
rezistentnim na azole i izolatima pronadenim u okoliSu, u gradskim i bolnickim okruzenjima
te poljoprivrednim okruZenjima u Nizozemskoj, Danskoj, Austriji i Spanjolskoj (Mortesen i
sur., 2010). Dodatan dokaz je da su izolati TR34/L98H otporni na 5 triazolnih fungicida
(propikonazol, bromukonazol, epoksikonazol, difenokonazol i tebulkonazol) koji su
molekularnom strukturom slicni medicinskim azolima te da tebukonazol u laboratorijskim
uvjetima moze inducirati tandemska ponavljanja u promotorskoj regiji cypS1A (Stensvold i
sur.,2012; Bowyer i Denning, 2014). U istrazivanju provedenom na povrtnim usjevima
tretiranim azolnim fungicidima u Kolumbiji, pronadeni su uzorci A. fumigtusa s nekoliko
razli¢itih promjena u promotorskoj regiji gena cyp5S1A. Pronadena tandemska ponavljanja
ukljuuju i TR34/L98H mutaciju, koja predstavlja dominantan mehanizam otpornosti u
Europi 1 Aziji. Dodatna potvrda teze je Sto nije pronadena ni jedna toCkasta mutacija u genu
cypS1A kakva je otkrivena u klinickim uzorcima nakon izlozenosti terapije azolima
(Alvarez-Moreno i sur., 2019). U Francuskoj je 8% pacijenata s cisti¢cnom fibrozom imalo
rezistentne izolate A. fumigatusa, od kojih je 50% nosilo mutaciju TR34/L98H. U svjetskom
istrazivanju iz 2008. 1 2009.godine sudjelovala su 62 medicinska centra, a najviSe otpornih
izolata (80% TR34/L98H) bilo je iz Hangzhoua u Kini. Pacijenti zaraZeni izolatom
rezistentnim na viSe azola TR34/L98H imaju smrtnost od 88%, za razliku od onih zarazenih

osjetljivim izolatima kod kojih je smrtnost 30-50% (Bowyer i Denning, 2014).
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6. ZAKLJUCAK

Na temelju ispitivanja morfoloskih karakteristika nasadivanjem na razli¢ite podloge moze se
zakljuciti sljedece:
e Sve ispitane vrste aspergila iz serije Versicolores dobro podnose smanjen aktivitet
vode u podlozi
e Potrebno je barem 7 dana rasta kolonija za morfolosku karakterizaciju i ocitavanje
vrste iz serije Versicolores

e Podloge koje omogucéuju najbolju diferencijaciju medu vrstama te bi se mogle

koristiti u fenotipskoj identifikaciji su: CYA, CYA20 i DRBC

Morfoloski klju¢ za prepoznavanje serije Versicolores razvijen u sklopu ovog diplomskog

rada bit ¢e od znacajne vrijednosti za daljnje ocitavanje rezultata fenotipskom metodom.

Testiranje osjetljivosti na antifungalne lijekove neophodno je za optimalno lijecenje ali i za
otkrivanje moguce rezistencije. lz provedenog istrazivanja osjetljivosti izolata serije
Versicolores moze se zakljuciti da bi lijeCenje potencijalne mikoze ili aspergiloze uzrokovane
njima bilo uspjesno jedino u slucaju terapije posakonazolom ili itrakonazolom. Terapija
amfotericinom B, kaspofunginom ili flukonazolom bila bi neuspjesna te rezultirala samo
potencijalnim nuspojavama u pacijenta. Zbog smanjene koli¢ine lijekova dostupnih za
terapiju bolesti uzrokovanih serijom Versicolores nuzno je sprjeavanja zaraze, posebice
imunokompromitiranih osoba, koje bi zbog svog infestiranog doma ili radnog mjesta (3kola,
farma...) mogli biti izloZzeni konidijama. Takoder trend pojave rezistencije prisutan je u
ispitanim izolatima i to primarno na vorikonazol i itrakonazol. Pojava rezistencije upozorava

na potrebu za racionalnom upotrebom azolnih fungicida i medicinskih triazola.
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8. SAZETAK

IzloZzenost konidijama iz roda Aspergillus serije Versicolores povezana je sa brojnim
patoloskim problemima poput sindroma bolesne zgrade, pluéne aspergiloze, otomikoza,
endoftalmitisa, onihomikoza te raznih drugih prijavljivanih infekcija. One se uglavnom
pojavljuju u imunokompromitiranih osoba, no prijavljeni su i slu¢ajevi imunokompetentnih
osoba 1 zivotinja kod kojih je zaraza rezultirala infekcijom. Povecanje broja starije populacije,
koja je takoder pod povisenim rizikom od pobola te osoba koje su na terapiji
kortikosteroidima i imunosupresivima povecava broj osoba kod kojih bi izloZenost odnosno
udisanje konidija roda Aspergillus moglo rezultirati najtezim oblikom infekcije, pluénom
aspergilozom. Prisutnost serije Versicolores u zraku i prasini domova i §kola na podru¢ju
Hrvatske te povecana ucestalost prijavljivanih infekcija uzrokovanih njima, potice pitanje
sigurnosti izlozenih stanovnika. Vrste roda Aspergillus, koje se ¢esto pojavljuju kao uzro¢nici
oportunisti¢kih mikoza (npr. A. flavus i A. fumigatus), pokazuju visoki stupanj rezistencije na
antimikotike. S obzirom da su vrste serije Versicolores dominantni aspergili unutarnjeg
prostora, posebice u vlaznim uvjetima, postavlja se pitanje njihove uloge u nastanku
oportunistickih mikoza kao i osjetljivosti na antimikotike, o ¢emu ima vrlo malo podataka u
znanstvenoj literaturi. Stoga su ciljevi ovog rada bili: 1) oblikovati “in-house” klju¢ za
determinaciju vrsta serije Versicolores na temelju morfologije kolonija u razli¢itim uvjetima
Sto moze olakSati identifikacijski postupak; 2) ispitati osjetljivost izolata iz unutarnjih
prostora Hrvatske na antimikotike koji se primjenjuju u sistemskim mikozama. U sklopu
ispitivanja morfoloskih karakteristika kolonije su uzgajane 7 dana u tami na 6 razliitih
hranjivih podloga (CYA, CYA20, DG-18, DRBC, MEA i SGA) te je razvijen je morfoloski
klju¢ za prepoznavanje vrsta iz serije Versicolores. Sve ispitane vrste aspergila iz serije
Versicolores dobro podnose smanjen aktivitet vode u podlozi. Potrebno je najmanje 7 dana
rasta kolonija za morfoloSku karakterizaciju i oCitavanje vrste iz serije Versicolores. Podloge
koje omogucuju najbolju diferencijaciju medu vrstama te bi se mogle koristiti u fenotipskoj
identifikaciji su: CYA, CYA20 i DRBC. Ispitivanje osjetljivosti serije na antimikotike
provedeno je disk-difuzijskom metodom na prilagodenom Mueller-Hinton agaru s dodanom
glukozom i metilenskim modrilom. Dobiveni rezultati su u skladu s postoje¢im podatcima o
rezistenciji vrsta iz roda Aspergillus. Utvrdena je rezistencija svih vrsta na kaspofungin te su
predloZeni mogu¢i mehanizmi rezistencije. Prijavljena je gotovo poptuna rezistencija serije
na amfotericin B, koja bi mogla biti regionalno prisutna i potvrdena je intrinzi¢na rezistencija

na flukonazol. Osjetljivost na ostale triazolne antimikotike bila je raznovrsna, a primijecen je

55



trend pojave rezistencije na vorikonazol 1 itrakonazol. Najvecu ucinkovitost imao je
posakonazol sa osjetljivoscu svih ispitanih izolata, zatim itrakonazol sa samo 5 rezistentnih

izolata od 20 ispitanih, dok je najslabiju u€inkovitost imao vorikonazol sa 12 rezistentnih

izolata na 20 ispitanih.

56



SUMMARY

Exposure to conidia from the Aspergillus Versicolores series is associated with numerous
pathological problems such as sick building syndrome, pulmonary aspergillosis, otomycosis,
endophthalmitis, onychomycosis and various other reported infections. They mainly appear
in immunocompromised people, but cases of immunocompetent people and animals in which
the exposure resulted in an infection have also been reported. The increase in the number of
elderly population and people who are on corticosteroid and immunosuppressive therapy,
increases the number of people in whom exposure or inhalation of Aspergillus spp. conidia
could result in the most severe form of an infection, pulmonary aspergillosis. The presence of
the Versicolores series in the air and dust of homes and schools in Croatia and the increased
frequency of reported infections caused by them, raises a question of safety for the exposed
residents. Species of the genus Aspergillus, which often appear as causative agents of
opportunistic mycoses (e.g., A. flavus and A. fumigatus), show a high degree of resistance to
antifungals. Given that species of the Versicolores series are dominant indoor aspergilli,
especially in humid conditions, the question of their role in the occurrence of opportunistic
mycoses and their sensitivity to antimycotics arises, about which there is very little
information in previous literature. Therefore, the goals of this research were: 1) to create an
"in-house" key for the determination of the species belonging to Versicolores series based on
the morphology of the colonies in different conditions, which can facilitate the identification
process; 2) to test the susceptibility of the isolates present in indoor environment in Croatia to
antifungal drugs used in treating systemic mycoses. As a part of the morphological
characteristics examination, the colonies were grown for 7 days in the dark and on 6 different
media (CYA, CYA20, DG-18, DRBC, MEA and SGA). As a result, a morphological key was
developed to identify species from the Versicolores series. All tested types of aspergilli from
the Versicolores series tolerate reduced water activity in the substrate well. A minimum of 7
days of colony growth is required for morphological characterization and identification of
species from the Versicolores series. The best suited media for differentiation between
species and for potential use in phenotypic identification are CYA, CYA20 and DRBC.
Antifungal susceptibility test was performed by disc-diffusion method on modified Mueller-
Hinton agar with added glucose and methylene blue dye. The obtained results correspond
with the existing data on the resistance of species from the genus Aspergillus. Resistance of
all species to caspofungin was determined and possible mechanisms of resistance were

proposed. Resistance to amphotericin B was present in almost all tested species, which could
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be regionally present. Intrinsic resistance to fluconazole has been confirmed. Susceptibility to
other triazole antifungals varied and a trend of resistance to voriconazole and itraconazole
was observed. Posaconazole was the most effective with all tested isolates being susceptible,
followed by itraconazole with only 5 resistant isolates out of 20 tested. Least effective was

voriconazole with 12 resistant isolates out of 20 subjects.
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