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Sazetak

Gljivicne infekcije usne Supljine su najce$ce uzrokovane oportunistickim patogenom Candida
albicans. C. albicans ¢ini dio normalne flore koja pod odredenim uvjetima prelazi u patogeni
oblik $to je olakSano brojnim ¢imbenicima virulencije koje posjeduje. Pojava infekcije usne
Supljine Cesto je povezana sa naruSenim imunoloskim statusom pa sukladno tome spada u
markere HIV-a. Takoder, neke druge bolesti, poput dijabetesa, pogoduju nastanku kandidijaze. U
rizicne ¢imbenike spadaju: pusenje, alkoholizam, noSenje loSih zubnih proteza, avitaminoza,
kortikosteroidna i imunosupresivna terapija. Najveci rizik za nastanak infekcija uzrokovanih C.
albicans predstavlja neadekvatna higijena kako usne Supljine, tako i zubnih proteza. Znacajan
doprinos u odrzavanju higijene usne Supljine daju brojne komercijalne vodice za ispiranje usne
Supljine. Na trzistu su danas prisutne brojne vodice, sa razli¢itim mehanizmima djelovanja, koja
se koriste u tu svrhu. Njihovo djelovanje je ovisno o aktivnim supstancama koje sadrze. Neke od
njih imaju ulogu u prevenciji neugodnog zadaha, a neke imaju i antisepticko djelovanje. U
ovome radu je ispitivana antifungalna aktivnost razli¢itih vodica za ispiranje usne Supljine na
sojevima C. albicans.

1.UvOD
Autor za korespodenciju: Candida} .alhbicans (C... alb'ica'ns) ‘J:e
doc. dr. sc. Jasminka Talapko, oportunisti¢ki patogen ¢ija se incidencija
dipl. ing. MLD i stopa smrtnosti brzo povecavaju (1). C.
Fakultet za dentalnu medicinu i albicans je najces¢i uzrocnik gljivicne
zdravstvo Osijek, infekcije usne Supljine (2). Pod utjecajem
Crkvena 21, 31 000 Osijek, raznih ¢imbenika koji mogu biti lokalni,
Republika Hrvatska sistemski, nasljedni, ali isto tako i
E-mail: jtalapko@fdmz.hr okolisni, moze do¢i do narusavanja

normalne flore pri ¢emu Candida
albicans prelazi u patogeni oblik te moze
izazvati oportunisticku infekciju (3).

Za prelazak C. albicans iz komensalnog
oblika u patogeni, uvelike su zasluzni
brojni predisponirajuéi ¢imbenici. Cesto
je to posljedica povecane uporabe
antibiotika Sirokog spektra i



imunosupresivne terapije. Isto tako, bitni
¢imbenici koji pospjeSuju prijelaz C.
albicans u patogeni oblik jesu disfunkcija
sline, odnosno kvalitativno i
kvantitativno  smanjenje  sline  S$to
podrazumijeva smanjenje koliCine
antimikrobnih ~ ¢imbenika koje slina
posjeduje (4).

Najcesci lokalni predisponirajuci
¢imbenici za nastanak kandidijaze su losa
oralna higijena, noSenje pokretnih
protetskih  nadomjestaka, ortodontskih
aparata 1 obturatora, suhoa usta
(kserostomija), puSenje 1 uporaba
steroidnih inhalatora, prehrana bogata
ugljikohidratima i bolesti sluznice ushe
Supljine (5,6).

Sistemski predisponiraju¢i €imbenici su
dob (starije osobe 1 mnovorodencad),
trudnoca, antibiotska terapija, sistemska
terapija  kortikosteroidima, = maligne
bolesti, bolesti probavnog sustava,
nedostatak Zeljeza, folne kiseline 1
vitamina, endokrinopatija i autoimune
bolesti (3,7,8).

U HIV infekciji/AIDS-u, kandidijaza je
rani znak imunodeficijencije i moze
ukazivati na imunoloski status i
napredovanje bolesti u toj skupini
pacijenata (9). S napredovanjem HIV
infekcije dolazi do selektivnog gubitka
Thl7  funkcionalnog podskupa T
pomoc¢nic¢kih stanica koje su vazan

¢imbenik u obrani od infekcija
uzrokovanih  gljivama, to 1ima za
posljedicu ostecenje obrambenih

mehanizama na epitelu usne Supljine, Sto
omogucuje C. albicans razvijanje
patogenih potencijala. Znacajan dio tog
potencijala ocituje se u izostanku
domacinovog imuniteta 1 imunoaktivacije
(10,11). Najcesci oblik kandidijaze kod
pacijenata s HIV infekcijom je akutna
pseudomembranozna kandidijaza.
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Na desnima, jeziku, unutarnjoj strani
bukalne sluznice C. albicans raste u
bijelim naslagama koje se mogu strugati,
a ispod kojih se nalazi hiperemic¢na
sluznica (12).

Akutna eritematozna ili  atroficna
kandidijaza se javlja kao nuspojava
promjene flore usne Supljine nastale kao
posljedica dugotrajne terapije
antibioticima Sirokog spektra,
imunosupresivima i kortikosteroidima.
Ocituje se kao bolna crvena lezija na
dorzumu jezika, a Cesto je prisutna i
depapilacija jezika, sa simptomima
zarenja 1 promjenom okusa (3,13).
Kroni¢na  eritematozna  kandidijaza
poznata je i kao stomatitis proteze ili
protetski palatitis. Tipi¢na je za pacijente
koji nose mobilne akrilne protetske
nadomjestke, a naj¢eS¢e se nalazi na
nepcu kod ljudi s totalnim protezama
(3,14). Bitan c¢imbenik u nastajanju
kroni¢ne eritomatozne kandidijaze je
loSa oralna higijena 1 neadekvatna
higijena proteza. Lezije na sluznici su
crvene 1 ograni¢ene na podrucja koja
pokriva protetski nadomjestak, ponekad
je popracéena osjecajem pecenja, ali ¢esto
je asimptomatska i otkriva se samo
stomatoloskim pregledom (15).

Kroni¢na  hiperplastiéna  kandidijaza
naziva se jo§ 1 Candida leukoplakia. Za
razliku od pseudomembranoznog oblika,
ove bijele naslage se ne mogu ukloniti
struganjem. Karakterizira ih duboka
infiltracija hifama gljiva u tkivo usne
Supljine. Najc¢eSce se nalazi na bo¢nim
dijelovima jezika i bukalne sluznice (16).
Ispiranje usne Supljine, predstavlja bitan
¢imbenik u odrzavanju oralne higijene, a
ovisno o sastavu pripravaka Kkoji se
primjenjuju mogu se Koristiti sa ciljem
smanjenja oralnih patogena ili za



smanjenje neugodnog zadaha (17).
Oralni antiseptici se koriste i za kontrolu
supragingivalnog plaka i gingivitisa te
prije oralne i1 parodontalne Kirurgije,
ukljucuju¢i vadenje zuba 1 ugradnju
implantata (18). Danas je na trzistu
prisutan veliki broj vodica za ispiranje
usne Supljine koja sadrze Siroki raspon
aktivnih  sastojaka, specificnith  za
razlicite indikacije (19).

Reprezentativne standardne vodice za
ispiranje usne Supljine sadrze elemente
poput klorheksidin diglukonata, etanola,
esencijalnih ulja i deterdZenata, sadrze
razlicite  kemikalije, glicerin  kao
ovlaziva¢, natrijev benzoat kao pufer,
arome, boju 1 emulgatore koji sluze kao
stabilizatori.  Klorheksidin  glukonat
(CHX) i cetilpiridinijev klorid imaju
antibakterijsko djelovanje i smanjuju
broj mikroorganizama na bukalnom
epitelu i pelikulima, dok je etanol
djelomi¢no ucinkovit protiv oralnih
patogena (20).

2. CILJ RADA

Cilj rada je ispitati antimikrobnu
aktivnost  komercijalnih  vodica za
ispiranje usne Supljine na sojevima
kvasaca Candida albicans, a potom
primjerenim  statistickim  metodama
utvrditi razine ucinkovitosti pojedinih
vodica za ispiranje usne Supljine te
odrediti  razlike u  antifungalnom
djelovanju izmedu svih testiranih vrsta
vodica za ispiranje usne Supljine na
sojevima Candida albicans.
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3. MATERIJAL | METODE
3.1. Materijal

U ovome istrazivanju je testiran 31 soj
Candida albicans. Sojevi su dio zbirke
sojeva Laboratorija za mikrobiologiju
Fakulteta za dentalnu medicinu i
zdravstvo Osijek. Oralne vodice za
ispiranje usne Supljine koje su koristene u
ovom istrazivanju su kupljene u ljekarni u
Osijeku (Tabela 1).

Tabela 1. Testirane komercijalne
vodice za ispiranje usne Supljine

Vodica za
ispiranje Aktivni sastojci
usta
A Hexetidin
B Sodium fluoride, alkohol (21,6%)
o Cetylpyridinium chloride |
D Cetilpyridinium chloride
E 0,12% Chlorhexidine-digluconate
. 0.12% Cholrhexidine Digluconate
0.05% Cetylpyridinium Chloride
3.2. Metode

Osjetljivost izabranih sojeva kvasaca C.
albicans testirana je na vodice za
ispiranje usne Supljine modificiranom
disk difuzijskom metodom (Kirby-
Bauer), sa jazicama, u skladu sa Clinical
and Laboratory Standards Institute
(CLSI standardima) (21).

Suspenzije sojeva C. albicans priredene
su u fizioloskoj otopini Api suspenzion
medium 2 ml (Biomerieux, France),
vorteksirane su na Vortex V-1 plus (Bio
San, Riga, Latvia), a potom je podesena



mutnoéa na 0,5 McFarlanda (10°
CFU/ml), izmjereno na denzitometru
DEN 1 McFarland Denzitometer
(BioSan, Riga, Latvia). Tako priredene
suspenzije sojeva C. albicans nanesene
su na Miiller-Hintonov agar s dodatkom
2% glukoze 1 0,5 pg/l metilenskog
modrila (Certifikat, Vukovar, RH) uz
pomo¢ sterilnih briseva (Copan Italia
S.p.A, Brescia, Italija), okrec¢ucéi plocu za
60° u tri smjera.

Za svaki ispitivani soj, priredena je jedna
plo¢a na kojoj je uz pomo¢ sterilnog
tipsa izbuSeno sedam jaZica promjera 8
mm. U jednoj priredenoj ploci, u Sest
jazica su dodani antiseptici dok je u
sedmu dodana sterilna fizioloSka
otopina (negativna kontrola), u koli¢ini
od 100 pl. Tako priredena hraniliSta su
inkubirana u aerobnim uvjetima 18-24
sata na temperaturi od 36 += 1°C u
aerobnom termostatu (Binder,
Njemacka). Slijede¢i dan su izmjerene
zone inhibicije u mm. Test je ponovljen
tri puta.

3.3. Statisticka analiza

Rezultati su  prikazanim  opisnom
statistikom  (srednja  vrijednost i
standardno  rasprSenje, medijan 1
interkvartilni raspon). Studentov t-test i
analiza varijance (ANOVA) koriSteni za
utvrdivanje znacajnosti antifungalnog
djelovanja izmedu pojedinih vrsta vodica
za ispiranje usne Supljine, te za
odredivanje razlika u antifungalnom
djelovanju izmedu svih testiranih vrsta
vodica za ispiranje usne Supljine. P
vrijednosti manje od 0,05 smatrane su
statistiCki ~ znacajne.  Analiza  je
napravljena pomocu SPSS statistickog
programa (verzija 22.0, SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA).
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4. REZULTATI

Ispitano je antifungalno djelovanje Sest
vrsta vodica za ispiranje usne Supljine na
31 soju Candida albicans. Rezultati su
pokazali postojanje varijacija u veli¢ini
zona inhibicije izmedu ispitivanih vrsta
vodica za ispiranje usne Supljine. Metoda
disk difuzije pokazala je da nemaju sve
vrste vodica za ispiranje usne Supljine
antifungalno  djelovanje na sojeve
Candida albicans (Tabela 2). Najjace
antifungalno djelovanje imala je vodica
za ispiranje usne Supljine A, dok vodica
B nije pokazala nikakvo antifungalno
djelovanje na testirane sojeve Candida
albicans.

Rezultati testiranja komercijalnih vodica
za ispiranje usne Supljine pokazuju
raznoliko antifungalno djelovanje koje je
u skladu sa djelovanjem aktivnih
sastojaka istih. Tako je vodica za
ispiranje usne Supljine F, koja sadrzi
klorheksidin diglukonat ¢ija se aktivnost
ocituje u djelovanju na citoplazmatsku
membranu mikroorganizama (22) i
cetilpiridinium klorid koji djeluje na
proteine i lipide mikroorganizama i
mogao bi smanjiti sintezu glukana (23),
pokazala najjacu aktivnost na ispitivanim
sojevima kvasaca.

Nesto slabija antifungalna aktivnost je
prisutna kod vodice E kod koje je

aktivna supstanca klorheksidin
diglukonat.

Vodice za ispiranje usne Supljine C i D
imaju podjednaku antifungalnu

aktivnost, a  djelatna tvar je
cetilpiridinijev klorid, kationski kvaterni
amonijev spoj (24). Vodica A je
pokazala najslabije antifungalno
djelovanje. Njezina djelatna tvar je
heksetidin,  koji ~ pripada  skupini
orofaringealnih antiseptika Sirokog
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Tabela 2. Zone inhibicije razli¢itih vrsta vodica za ispiranje usne Supljine na sojevima

Candida albicans

Vodica za ispiranje Najmanja Najveca Srednja Medijan
usne Supljine vrijednost  vrijednost vrijednost + SD (IQR)
A 13 27 2023 +£3.13 20 (18-22)
B 0 0 0 0

C 19 31 25.52+£2.55 25 (24-27)
D 20 31 2494 +£230 25 (23-26)
E 22 32 26.13+2.11 26 (25-27)
F 22 38 29.09+3.01 29 (27-31)

SD — standardno rasprsenje, IQR — interkvartilni raspon

Na slici 1 se vidi da postoji statisticki znacajna razlika u antifungalnom djelovanju izmedu

vodica za ispiranje usne Supljine A, C, D, E i F (F=2,89; P=0,022).

ﬁﬁ%%%

N w
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1 1

Zona inhibicije rasta (mm)

-
o
1

Slika 1. Antifungalni ué¢inak razli¢itih vrsta vodica za ispiranje usne Supljine na sojeve
Candida albicans. Podaci su prikazani kao medijan te najveca i najmanja vrijednost.
ANOVA test P = 0,022.



antimikrobnog djelovanja. Heksetidin
pripada derivatima pirimidina (25) i u
interakciji je s lipidima membrane i
uzrokuje unistavanje membrane (26).
Antifungalne aktivnosti vodice za
ispiranje  usne Supljine B prema
ispitivanim sojevima C. albicans nije
bilo. Vodica B spada u najpoznatije
vodice za ispiranje usne Supljine sa
dobro  poznatim  djelovanjem na
redukciju zubnog plaka 1 ublazavanju
gingivitisa (27). Aktivna komponenta
vodice B je natrijev fluorid, koji sam ima
zanemarivo antibakterijsko djelovanje
(23). Sredstva za ispiranje usta na bazi
Cistih esencijalnih ulja (poput vodice B)
imaju nize antimikrobno djelovanje od
onih koja sadrze klorheksidin diglukonat
ili cetilpiridinijev klorid (23). Neke su
studije pokazale da vodice za ispiranje
usne Supljine s alkoholom mogu imati
kancerogena svojstva (28). Studije nisu
pokazale znacajnu razliku u
antibakterijskom  djelovanju  izmedu
vodica za ispiranje usta s alkoholom i
onih bez alkohola (28).

Medutim, u  ovom istraZivanju
bezalkoholna vodica za ispiranje usne
Supljine C 1ima vecfu antifungalnu
ucinkovitost u svim testiranim sojevima
C. albicans od vodice B s alkoholom
(Tabela 2). Vodica B je ucinkovita
vodica za ispiranje usne Supljine za
smanjenje zubnih naslaga i bakterija i
nema dokazane nuspojave (29). Natrijev
fluorid je biokemijskim mehanizmima
ucinkovit u prevenciji karijesa zuba (23).
Sadasnji rezultati pokazuju da su vodice
za  ispiranje  usne  Supljine  sa
heksetidinom, klorheksidin
diglukonatom i cetilpiridinijevim
kloridom ucinkovitija od vodica s
natrijevim fluoridom, Sto je takoder
pokazano u drugim studijama (29).
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Takoder, ispitano je antifungalno
djelovanje na sojevima Candida
albicans izmedu pojedinih parova
vodica za ispiranje usne Supljine. Iz
Tabele 3. je vidljivo da izmedu vodice A
i svih ostalih testiranih vrsta vodica za
ispiranje usne Supljine postoji statisticki
znacajna razlika u antifungalnom
djelovanju. Isto vrijedi i za vodicu B,
dok drugi parovi testiranih vodica za
ispiranje usne Supljine nisu pokazali
statisticki znacajnu razliku u inhibiciji
rasta razli¢itih sojeva Candida albicans.
Razlog tome je u ve¢ spomenutim
aktivnim sastojcima koji se razlikuju
izmedu pojedinih vodica.

Tabela 3. Razlike u antifungalnom
djelovanju izmedu odredenih parova
vodica za ispiranje usne Supljine na
sojevima Candida albicans

Testirani
parovi on|ca t df px
za ispiranje
usne Supljine
_ 9,38 92 <0,001

-2,18 185 <0,03
-1,97 185 0,049

-2,39 185 0,017

-3,36 185  <0,001

- -9,51 92 <0,001
- -9,53 92 <0,001

-9,55 92 <0,001
- -9,51 92 <0,001

0,22 185 0,83

-0,23 185 0,82
-1,24 185 0,21
-0,45 185 0,66

-1,46 185 0,14

U ogoonwwmwm>>>>>
|
MTMomolgomoonnooolw

-1,02 185 0,31

*t-test, df — stupnjevi slobode



5. ZAKLJUCAK

Rezultati ovoga in vitro istrazivanja u
skladu su s nalazima klinickih studija
koje pokazuju da vodice za ispiranje
usne Supljine bitno doprinose oralnom
zdravlju.  Cetilpiridinijev  Kklorid i
klorheksidin diglukonat povezani su s
najvisSim antifungalnim djelovanjem.
Klini¢ka ucinkovitost ispiranja usne
Supljine  ovisi o aktivnoj tvari,
koncentraciji aktivnog sastojka,
zdravstvenom statusu osobe [
mikrobiomu domacina. Antimikrobno
djelovanje komercijalnih  vodica za
ispiranje usne Supljine jako varira.
Veéina ih se temelji na klorheksidin
diglukonatu i cetilpiridinijevom kloridu s
natrijevim fluoridom. Ovi spojevi imaju
ucinkovito  antimikrobno djelovanje
protiv  ranih  kolonizatora  zubnih
biofilmova gdje C. albicans ima izuzetno
veliki znaaj te bi mogli biti koristan
alat u oralnoj higijeni.
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ABSTRACT

The opportunistic pathogen Candida albicans most often causes fungal infections of the oral
cavity. C. albicans is part of the normal flora that, under certain conditions, turns into a
pathogenic form facilitated by many virulence factors that it possesses. The occurrence of oral
infection is often associated with impaired immune status and is a marker of HIV infection.
Some other diseases, such as diabetes, also affect the development of candidiasis. Risk factors
include smoking, alcoholism, having bad dentures, avitaminosis, corticosteroids, and
immunosuppressive therapy. The most significant risk for infections caused by C. albicans is
poor hygiene of both the oral cavity and dentures. A significant contribution to oral hygiene
maintenance has numerous commercial oral mouthwashes. There are numerous mouthwashes on
the market today with different mechanisms of action used for this purpose. Its action depends on
the active substances it contains. Some of them have a role in the prevention of bad breath, and
some have antiseptic activity. In this work, we investigated the antifungal activity of various
commercial mouthwashes on C. albicans strains.
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