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Ispitivanjem parametara celularne imunosti obuhvaéeno je 20
Zena koje boluju od rekurentne genitalne kandidoze (RGK) u fazi
remisije i 20 Zena kontrolne grupe koje nikada nisu imale verifikovanu
genitalnu gljivicnu  infekciju.

Cilj istrazivanja je bio utvrditi produkciju interferona-gama
(IFN-y) u kulturi specifi¢no (antigenima Candida albicans-HKB) i nes-
pecificno (Concavalin-A-ConA) stimulisanih mononuklearnih c'elija
periferne krvi Zzena sa RGK, kao i zdravih Zena radi utvrdivanja even-
tualnog postojanja hiporeaktivnosti sistemskog celularnog imuniteta.

IFN-y je odredivan kvantitativnom imunoenzimskom metodom
Quantikine (R/D sistem, Minneapolis, USA).

IFN-y je dokazan u minimalnim koli¢inama u kulturama limfo-
cita stimulisanih specifi¢cnim antigenom (srednja vrednost - 15 pg/ml).
Znatno veéa vrednost produkovanog IFN-y dokazana je u kulturama
ConA stimulisanih limfocita (srednja vrednost - 954 pg/ml) kao i pri
ConA i HKB stimulusu limfocita (srednja vrednost - 1247 pg/ml).
Poredenjem produkovanog IFN-y u kulturama specificno i udruzeno
stimulisanih limfocita Zena sa RGK (IFN-y-HKB-15 pg/ml, ConA i
HKB-1115 pg/ml) kao i Zena kontrolne grupe (IFN-y-HKB-16 pg/ml,
ConA i HKB-1371 pg/ml) nisu zabelezena znacajna odstupanja, niti
statistiCki znacajna razlika.

Kljucne reci: rekurentna genitalna kandidoza, interferon-y, celularni
imunitet

Uvod

Milioni Zena, na kraju drugog milenijuma, boluju od upornih genitalnih
gljivi¢nih infekcija uprkos brojnim tretmanima koji se prezentuju kao delot-
vorni i efikasni.

Obligatni literaturni podaci su da u svetu tri Cetvrtine Zena barjednom
u Zivotu oboli od vaginalne gljivicne infekcije. Cinjenica je i da 50% dela
populacije Zena, ovaj iskustveni atak prozivi dva ili viSe puta u toku svog
Zivota.



genitalne kandidoze (RGK), bolesti koju karakteriSe tri ili viSe epizoda
gljivitne genitalne infekcije u toku godine. Zanimljivost ove statistiCke
realnosti je u tome da kod ovih Zena najznacajniji faktori rizika kao $to su
trudnoda, diabetes mellitus, dugotrajna upotreba antibiotika, citostatika, hor-
monske terapije, idiopatska i steCena imunodeficijentn i stanja ostaju neve-
rifikovani.

Referentna literatura je bogata kontraverznim faktima o uzroku hroni-
¢ne epizodne vaginalne kandidoze. Postulat, Cije je dokazivanje obeleZilo
poslednju dekadu istrazivanja u ovoj oblasti, kao uzrok RGK isti¢e Can-
dida-antigen specificnu supresiju celularnog imunskog odgovora.

Cilj rada je bio utvrditi produkciju interferona-gama (IFN-y) u kulturi
specificno i nespecificno stimulisanih mononuklearnih celija periferne krvi
7ena sa RGK kao i zdravih Zena. Na osnovu produkovanog IFN-y medijatora
Th-1 imunskog odgovora ispitati celularnu imunsku reaktivnost kod Zena sa
dugotrajnim genitalnim gljivicnim infekcijama.

Materijal i mctode rada

Ispitivanjem parametara celularne imunosti obuhvaéeno je 20 Zena sa
RGK koje su se u trenutku istrazivanja nalazile u fazi remisije (A-grupa).
Kontrolnu grupu u imunskim istraZivanjima Cinilo je 20 zdravih Zena koje ne
pate od RGK i koje nikada nisu imale verifikovanu genitalnu kandidozu
(B-grupa).

Ispitivanje funkcije sistemskog celularnog imuniteta obuhvatilo je ispi-
tivanje in vitro produkcije IFN-y, u supernatantima stimulisanih kultura
mononuklearnih ¢éelija periferne krvi ispitivanih zena. Proliferacija limfocita
i produkcija IFN-y stimulisana je specificnim partikularnim nestandardizo-
vanim antigenom gljiva roda Candida (toplotom ubijene blastospore vrste
Candida albicans-heat killed blastospores-HKB); nespecifi¢cnim, standar-
dnim mitogenom Concavalin-A (ConA) i udruZzenim dejstvom HKB+ConA.

Mononuklearne cCelije su odvajane iz heparinizovane (50 TU/ml) sveze
periferne krvi ispitivanih zena na limfoprepu Nycomed (Farma). Izolovane
mononukleame ¢elije ispirane su dva puta u RPMI 16/40. Mononuklearne
¢elije kultivisane su u koli¢ini od 2x10° éelija/ml u RPMI 16/40 medijumu
sa dodatkom 20% fetal-calf seruma; 20% HEPES-a u koli¢ini od 20 mM;
streptomycin-a 100 ul/ml; penicillin-a 100 ul/ml i glutamina u koli¢ini 2 mM.

« Kulture Iimfocita stimulisane su specificnim antigenom HKB u koli-
¢ini 106 cel/ml;

« standardnim mitogenom ConA u koli¢ini od 25 u.g/ml, i

+ udruzenim dejstvom HKB (106 ¢el/ml)+ConA (25 ag/ml).



« Cetvrta kultura ¢elija inkubirana je bez antigena i sluzila je kao
kontrola.
Mononuklearne Celije kultivisane su 48 sati na 37°C u atmosferi sa 5%
Co0,.
IFN-y je odredivan kvantitativnom imunoenzimskom metodom Quan-
tikine (R&D sistem, Minneapolis, USA).

Rezultati rada

Za IFN-y, kao kontrola u imunoenzimskom testu po uputstvu proizvo-
claca, koriSéeno je 8 standarda koncentracije od 0-1000 pg/ml.

Kod sedam Zena ispitana je produkcija citokina u kulturama stimu-
lisanih i nestimulisanih limfocita. Mitogeni efekat, uz produkciju citokina,
utvrden je na dejstvo specificnog antigena HKB, standardnog mitogena ConA
i udruZeno dejstvo oba antigena HKB+ConA.

IFN-y nije detektovan u kontrolnim kulturama nestimulisanih mononu-
klearnih Celija krvi. IFN-y je otkriven u kulturama specifi¢no i nespecifi¢no
stimulisanih limfocita.

Tabela 1. Produkcija IFN-y, HKB, ConA, ConA+HKB stimulisanih mononuklearnih

Celija
Br K HKB ConA ConA+HKB
stimulus stimulus stimulus
IFNy
7 <LD 15.431+7.59(16) 9541426 (1145) 1247£526(1190)
(pg/ml)

Date su SV (srednja vrednost), SG (standardna greska), u zagradama M (medijana). p < 0,05, K
(kontrola), LD - limil detekcije - [IFN-y = 3 pg/ml;

HKB stimulisani limfociti produkovali su minimalne koli¢ine IFN-y
[max-25 pg/ml, srednja vrednost (SV)-15 pg/ml]. Znacajno veca produkcija
IFN-y utvrdena je u kulturama ¢elija stimulisanih ConA i ConA+HKB (max
2020 pg/ml; SV-ConA-954 pg/ml; SV-ConA+HKB-1247 pg/ml). Porede-
niem produkcije IFN-y, neSto veée koliine ovog citokina utvrdene su u
kulturama stimulisanim ConA+HKB u odnosu na kulture ¢elija stimulisane
samo standardnim mitogenom ConA (tabela 1, grafikon 1).

Kvantitativno je odredena produkcija IFN-y u kulturama ConA+HKB
i HKB antigenom stimulisanih limfocita svih 40 ispitivanih Zena.

Tabela 2. Interferonska produkcija stimulisanih mononuklearnih éelija

Gr. | N |Con-A+HKB stimulus M SD | HKB stimulus (IFN-y M SD
(IFN-ypg/ml) ] pg/ml)

A 20 1115£108 11851 472 15.50+0.94 1550 | 4.08

[ B 20 1371£118 1187 | 515 16.40+1.13 16.00 ] 4.91

Daie sti SV, SG, u zagradama M. SD - standardna devijacija, p < 0,05
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Grafikon 1. Produkcija IFN-y, HKB, ConA, ConA+HKB stimulisanih
mononuklearnih celija

Grafikon 2. Produkcija IFN-g mononuklearanih ¢elija nakon Con-A+HKB i
HKB stimulacije

Koli¢ina produkovanog IFN-y u ConA+HKB stimulisanim kulturama
limfocita Zena sa RGK kretala se od 262-2000 pg/ml; SV-1115 pg/ml, i nije
se razlikovala od produkcije IFN-y na isti naCin stimulisanih limfocita Zena
kontrolne grupe 250-2020 pg/ml; SV-1371 pg/ml (tabela 2, grafikon 2).

Nije utvrdena znacajna razlika ni u koli€ini produkovanog IFN-y od
strane HKB stimulisanih limfocita. Srednja vrednost produkovanog IFN-y
kod Zena test grupe iznosila je 15 pg/ml, a kod zZena kontrolne grupe 16 pg/ml.



Diskusija i zakljucak

S obzirom na odluéujuéu ulogu celularnog imuniteta u patogenezi
superficijalnog oblika kandidoza, od 1987. godine najveéi broj istrazivanja,
obavljenih sa ciljem razreSenja prakti¢nog i nau¢nog problema RGK, bavio
se ispitivanjem uticaja Celijskog imunskog odgovora na nastanak, evoluciju
i prognozu genitalnih gljiviénih infekcija (Rich, 1996).

Vedi broj znacajnih podataka potiCe iz analiza celuralnih mehanizama
zastite u toku eksperimentalno izazvane vaginalne kardidoze, koriSé¢enjem
animalnih modela.

Maniji broj studija obuhvatio je i ispitivanje celularnog imuniteta Zena
sa RGK.

Prvi znacajni podaci o celularnoj imunskoj reaktivnosti kod Zena sa
dugotrajnom vaginalnom kandidozom prikupljeni su ispitivanjem koZnog
testa preosetljivosti na Candida antigene. Mnogi autori su ispitivanjem ovog
testa celularnog imunskog odgovora utvrdili da kod Zena sa RGK koZni test
na Candida antigene pokazuje nereaktivnost ili smanjenu reakciju. Ovu
hiporeaktivnost veéina autora je obrazlozila kao posledicu odredenog tipa
antigen-specificne supresije sistemskog celularnog imunskog odgovora, jer
je koZni test na druge antigene, kod bolesnica sa RGK, pokazivao standardnu
reaktivnost. Po ovim nalazima nametao se logi¢ni zakljucak da Zene koje pate
od RGK imaju redukovanu funkciju celularnog imunskog odgovora na Can-
dida antigene, $to za posledicu ima veéu osetljivost za gljivine infekcije pa
moze biti i uzrok rekurentnosti kandidoze (Fidel and Sobel, 1996; Watanabe
et al., 1991; Witikin et al., 1991).

Radi ispitivanja celularnog imuniteta Zena sa RGK, u uslovima in vitro,
koriSc'eni su testovi specificne i nespecificne stimulacije proliferacije lim-
focita. Kao i u drugim analizama i imunske probe dale su kontradiktone
podatke.

Witkin et al. (1986, 1983,1988,1991) dokazali su redukovan prolifera-
tivan odgovor limfocita periferne krvi Zena sa RGK koji su stimulisani
Candida antigenima.

Fong et al. (1992) isticu da ispitivanjem proliferacije limfocita na
razli¢ite antigene, ukljuCujuéi i antigene Candida albicans, nema znacajne
razlike u proliferativnom odgovoru limfocita zena sa RGK bilo pri specifi¢noj
ili nespecificnoj stimulaciji.

Tezu da je uzrok RGK Zena postojanje antigen specificne supresije
sistemskog celularnog imunskog odgovora proveravaju i drugi autori (Fidel
and Sobel, 1996).

Jednu grupu eksperimentalnih miSeva Sobel i Fidel (1996) su imuni-
zovali antigenima Candida sp. Celularnu imunsku aktivnost tipa reakcije
kasne preosetljivosti na sistemskom nivou verifikovali su praéenjem produ-
kcije citokina od strane specificno i nespecificno stimulisanih limfocita
periferne krvi i slezine. Utvrdili su da specifi¢no stimulisani limfociti produ-
kuju citokine Thl imunskog odgovora, odnosno IFN-y i [L2. Produkcija 114
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citokina Th2 odgovora nije dokazana. Kod druge grupe miSeva izazvana je
imunotolerancija na Candida antigene uzastopnim aplikovanjem veéih doza
pomenutih antigena. Intravaginalnom aplikacijom virulentnog soja vrste
Candida albicans izazvana je vaginalna kandidoza kod obe grupe ekspe-
rimentalnih Zivotinja. Gljivicna infekcija se nije razlikovala ni u intenzitetu
ni u vremenskom trajanju kod ispitivanih miseva.

Nalazi Sobel-a i Fidel-a (1996) ukazuju da niti sistemska celularna
imunska reakcija, ni sistemska imunotolerancija nemaju uticaja na pato-
genezu genitalne kandidoze. Isti autori su dokazali da, ukoliko se prethodno
opisani eksperiment ponovi ali kod estrogen netretiranih miseva, samo se tada
intenzitet i trajanje genitalne kandidoze razlikuje u odnosu na ovu infekciju
kod hormonski tretiranih Zivotinja (Fidel et al., 1993, 1990, 1993).

Koris¢enjem anti CD4-antitela Fidel i Sobel (1996) su znaajno remetli
odnos CD4 i CDx limfocita u perifernoj krvi miSeva, ali su uporno dobijali
podatak da vaginalna kandidoza nije u odlucujucoj vezi sa promenama u broju
imunokompetentnih éelija celularnog imunskog odgovora na sistemskom
nivou (Fidel et al., 1995).

Mudro izbegavajuéi, ve¢ duze KkoriSéeni, kontra-argument da misevi
nisu ljudi, Fidel i Sobel (1996) poslednjih godina dobijaju iste rezultate i u
istrazivanjima uradenim sa vec'im brojem Zena koje pate od RGK.

Cinjenicu da sistemski imunski odgovor nema uticaja na patogenezu
rekurentnog oblika genitalne kandidoze, ovi autori dokazuju Koris¢enjem
koznog testa preosetljivosti na Candida antigene i testa proliferacije limfocita
stimulisanih nestandardizovanim solubilnim i partikularnim antigenima Ca-
ndida albicans. IstraZivanje je kod Zena uradeno u toku manifestne infekcije
i u periodu remisije.

Fidel i Sobel (1996) dokazuju manju reaktivnost koznog testa pre-
osetljivosti na Candida antigene u toku akutne infekcije ali se reaktivnost testa
vracala na normalni nivo u fazi remisije.

Proliferativni odgovor stimulisanih Iimfocita utvrden je detekcijom
medijatora Th1 imunskog odgovora (IFN-y i IL2). Nalaz IFN-y i IL:, kao i
koli¢ina produkovanih citokina nije se razlikovala kod ispitivanih Zena u
razli¢itim fazama infekcije. Razlike u produkciji medijatora Thl odgovara
nisu utvrdene ni medu ispitivanim Zenama.

Studijom Fidel-a i Sobel-a (1966) koja je obuhvatila Zene sa RGK kao
i istrazivanjima na eksperimentalnim Zivotinjama ovi autori nisu dokazali da
je uzrok rekurentnosti gljivicne infekcije postojanje hiporeaktivnosti siste-
mskog celularnog imunskog mehanizma zastite. Sve ispitivane Zene imale su
normalni proliferativni odgovor limfocita periferne krvi na antigene vrste
Candida albicans koji je verifikovan zadovoljavaju¢om produkcijom IFN-y i
IL2 citokina i u fazi manifestne infekcije i u toku remisije. Hiporeaktivnost
na Candida antigene utvrdena koZnim testom pre je posledica nego uzrok
rekurentnosti gljivicne vaginalne infekcije.



Rezultati ova dva autora ulvrséuju stav da se epizode RGK javljaju
nezavisno od sistemskog celularnog imuniteta, niti su posledica promene
reaktivnosti T-imunskog odgovora na sistemskom nivou.

Rezultati istrazivanja dobijeni stimulacijom limfocita pokazuju zna-
¢ajnu razliku u produkciji citokina, do koje je doSlo kori§¢enjem razlicitih
antigena u kulturi ¢elija. IFN-y je dokazan u minimalnim koli¢inama u
kutlurama limfocita stimulisanih specificnim antigenom. Znatno vecéa pr-
odukcija IFN-y dokazana je u kulturama limfocita stimulisanih ConA i
ConA+HKB. U kulturama limfocita gde su za stimulaciju koriSéena oba
antigena utvrdena je neznatno vecéa koli¢ina produkovanog IFN-y u odnosu
na kulture limfocita stimulisane samo nespecifi¢nim antigenom.

Bez obzira na rezultate drugih studija, u kojima se kao dobar specifi¢ni
antigen gljiva roda Candida, u prolfieraciji limfocita, navodi partikularni
antigen-toplotom ubijene blastospore vrste Candida albicans, rezultati naseg
rada ukazuju da nakon 48-Casovne kultivacije limfocita u prisustvu HKB
antigena nema zadovoljavajuée produkcije citokina. Moguée je da ovaj
antigen moze dati veée produkovane koli¢ine citokina u toku duze inkubacije
kultura HKB stimulisanih limfocita.

Poredenjem produkovanog IFN-y u kulturama specifi¢no i udruzeno
stimulisanih limfocita Zena sa RGK, kao i Zena kontrolne grupe, nisu zabe-
lezena znacajna odstupanja. Srednja vrednost produkovanog IFN-y kod Zena
sa RKG u specifi¢noj stimulaciji iznosila je 15 pg/ml i udruzenom stimu-
lacijom limfocita 1115 pg/ml. Kod Zena kontrolne grupe dobijeni su sli¢ni
nalazi (16 pg/ml za HKB i 1371 pg/ml za HKB+ConA).

Radom su utvrdene samo znacajne individualne razlike u produkciji IFN-y.
Rezultati istrazivanja gotovo se u potpunosti podudaraju sa nalazima Fidel-a i
Sobel-a (1966), jer je i nasim istrazivanjem potvrdeno da kod Zena sa RGK ne
postoji razlika u produkciji IFN-y u odnosu na zdrave zene kontrolne grupe.

Nalazi potvrduju pretpostavku da hiporeaktivnost sistemskog celular-
nog imunskog odgovora nije uzrok obnavljanju genitalne kandidoze.
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IMMUNITE CELLULAIRE DES MALADES AVEC LA CANDIDOSE
RECURRENTE GENITALE

Suzana TASIC, Gordana TASIC, Predrag VLAHOVIC et Natasa MILADINOVIC
Institut pour la protection de la santé de Nis

L'examen des paramétres de l'immunité cellulaire a compris 20 femmes,

attaquées par la candidose recurente génitale (RGK) dans la phase de remission et 20

femmes du groupe de contrble qui n'avaient jamais eu l'infection candidose génitale
vérifiee. Le but de cette recherche est de constater la production de gama interférons



(IFN-y) dans la culture specifiquement (antigénes par Candida albicans - HKB) et
nonspecifiquement (Concavalin-A-ConA) des cellules stimulees mononuclaires du
sang peripherique des femmes avec RGK, ainsi que des femmes saines dans le but
de constater l'existence eventuelle de l'hyporéactivite de l'immunité cellulaire de
systeme.

IFN-y est determine par la methode qualitative immunoenzymatique Qua-
ntikine (R/D systéme, Minneapolis, USA).

IFN-y est confirme dans les quantites minimales dans les cultures des lymp-
hocytes stimules par 1'antigene specifique (la valeur moyenne - 15 pg/ml). La valeur
beaucoup plus grande de IFN-y produisé est confirmee dans les cultures ConA des
lymphocytes stimul€s (valeur moyenne - 954 pg/ml) ainsi que chez ConA et HKB
lymphocytes stimules (Ia valeur moyenne - 1247 pg/ml).

Les mots cles: Candidose recurrente genitale, interferon-y, immunité cellulaire

CELLULAR IMMUNITY OF THE PATIENTS SUFFERING FROM
RECURRENT GENITAL CANDIDOSE

Suzana TASIC, Gordana TASTC, Predrag VLAHOVIC
and Natasa MILADINOVIC

Institute for health protection, Nis

The examination of the cellular immunity parameters comprised 20 women
suffering from the recurrent genital candidose (RGK) in the remission phase as well
as 20 women of the control grooup that never had any verified genital mucous
infection. The aim of the research was to determine the interferon-gamma (INF
gamma) production in the culture of specifically (by the Candida albicans -
HKB-antigens) and non-specifically (Concavalin-A-ConA) stimulated mononuclear
cells of the peripheral blood of the women with the RKG as well as of the healthy
women for the sake of determining a possible presence of the system cellular
immunity hypo-activity.

The IFN gamma was determined by the quantitative immuno-enzymic Quan-
tikine method (R/D system, Minneapolis, USA).

The IFN gamma was confirmed in minimal quantities in the cultures of the
lymphocytes stimulated by the specific antigen (average value - 15 pg/ml). A
considerably higher value of the produced IFN gamma was confirmed in the cultures



of the stimulated lymphocytes (average value - 954 pg/ml) as well as at the ConA
and the HKB lymphocyte stimulus (average value - 1247 pg/ml).
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