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Streszczenie

Candida parapsilosis jest waznym czynnikiem drozdzakowego odcewnikowego zakazenia krwi. Gtéwnym czynnikiem
zjadliwosci C. parapsilosis jest zdolno$¢ kolonizowania sztucznych powierzchni. Zdolno$¢ kolonizacji jest uwarunkowana
zdolnosciag wzrostu w postaci biofilmu. Czynnikiem warunkujacym rozwdj biofilmu jest yeast/hyphal transition — przemiana
komorek z formy planktonicznej w forme pseudostrzepkowa oraz phenotypic switching — transformacja fenotypowa kolonii
w obrebie jednego szczepu.

Cel pracy. Ocena czesto$ci wystepowania zmiennosci fenotypowej klinicznych szczepéw Candida parapsilosis; cha-
rakterystyka morfotypéw C. parapsilosis, poréwnanie ich cech fenotypowych: zdolno$ci asymilacji cukrow oraz zdolnosci
wytwarzania biofilmu.

Materiat i metody. Kliniczne szczepy Candida parapsilosis pochodzace z kolekcji Pracowni Mikologicznej Katedry i Za-
ktadu Mikrobiologii Lekarskiej. Grupe badang stanowito 40 szczepow Candida parapsilosis wykazujacych zmienno$¢ feno-
typowa kolonii w pierwotnych posiewach. Do grupy poréwnawczej wigczono 20 szczepéw klinicznych nie wykazujacych
zmiennosci fenotypowej kolonii.

Badanie zdolnosci asymilacji cukréw przeprowadzono za pomocg testu ID 32C, przy uzyciu automatycznego systemu
ATB Expression (bioMerieux, Poland), badanie zdolnosci wzrostu w postaci biofilmu przeprowadzono metodg spektrofoto-
metryczna. Analiza statystyczna wynikdéw zostata przeprowadzona przy uzyciu testéw U Manna Whitney’a, korelacji Spear-
mana oraz korelacji ANOVA testu Kruskla-Wallisa.

Wyniki. Zjawisko zmiennosci fenotypowej kolonii stwierdzono u okoto 16% szczepdw. Opisano cztery stabilne, podlega-
jace dziedziczeniu morfotypy: gtadki, pomarszczony, krateropodobny, koncentryczny. Wéréd wyodrebnionych morfotypoéw
stwierdzono statystycznie istotne réznice w zdolnosci asymilacji D-trehalozy, D-rybozy, kwasu lewulinowego. Wiekszg zdol-
no$¢ tworzenia biofilmu prezentuja morfotypy pseudostrzekowe.

Whioski. Morfotypy Candida parapsilosis chrakteryzyja sie odmiennoécig cech biochemicznych oraz zr6znicowang zdol-
noscig wytwarzania srodowiska biolfilmu.

Stowa kluczowe: Candida parapsilosis, morfotypy, biofilm, zmienno$¢ fenotypowa

Summary

Candida parapsilosis is a opportunistic fungal pathogen, which causes the nosocomial infections. Now, it is es-
tablished well that Candida spp. via contaminated vascular catheters, interacts with host defences as well as passes
along the intravascular compartment to invade deep tissues. This is probably due to the ability to grow as a biofilm.
C. parapsilosis biofilm formation is closely correlated with a virulence. This biofilm development is particularly associat-
ed with the phenotype switching. Materials for the analysis consisted of catalogued Candida parapsilosis strains form-
ing different morphological colony forms, cultured from clinical materials on Sabouraud Agar plates. Clinical samples
(blood, vessel catheters, urine, and skin swabs) were collected through routine mycological diagnostic procedures
from patients hospitalized in the Infant Jesus Clinical Hospital in 2005 and 2006. Research was performed on 40 clinical
strains and control group consisted of 20 strains growing only as the smooth morphological colony form in primary cul-
tures. Biofilm production was assessed using the spectrophotometric method. Statistical analysis was made using the
Mann-Whitney U nonparametric test with Sperarman and Kruskal-Wallis ANOVA correlations. The phenotypic switching
was observed in 16% of C. parapsilosis strains. Four stable phenotypes were identified: crepe, concentric, smooth
and crater. Significant statistical differences were found in the assimilation of D-trehalose, D-ribose, and liwulinic acid.
Biofilm forming capabilities were demonstrated in all strains from the control group and all isolates of crepe, crater,
and concentric phenotypes. The lack of these capabilities were demonstrated in five isolates of the smooth phenotype
from the research group.
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WSTEP

Candida parapsilosis jest gatunkiem grzybéw droz-
dzopodobnych po raz pierwszy opisanym w 1928 roku
przez Ashford, ktéry wyizolowat tego drozdzaka z ma-
terialu od pacjentéw z biegunka tropikalng w Puerto
Rico (1). Nie uwazat go jednak za czynnik etiologicz-
ny tego schorzenia — stgd w nazwie gatunkowej uzyt:
»para” (okoto) i ,psilosis” (sprue tropikalna — schorze-
nie przewodu pokarmowego prowadzace do zaburzen
wchtaniania substancji odzywczych, zwtaszcza witami-
ny B,, i kwasu foliowego).

Obecnie ten gatunek uznawany jest za wazny czyn-
nik etiologiczny zakazen szpitalnych, na ktére sg nara-
zeni pacjenci poddani procedurom medycznym, zwia-
zanym z obecnoscig cewnikdw naczyniowych oraz
wszelkiego rodzaju drenéw (2).

Liczba odcewnikowych zakazen tozyska naczynio-
wego spowodowanych C. parapsilosis dramatycznie
wzrosta w ciggu ostatnich dwudziestu lat. W retro-
spektywnym badaniu przeglgdowym Wingarda (3)
obejmujacym lata 1952-1992 gatunek ten okreslono
jako rzadki patogen wykrywany u cztiowieka. Ogdélng
liczbe zakazeh spowodowanych tym drozdzakiem
oszacowano tylko na 6% wsrod wszystkich kandydoz.
W badaniach przeprowadzonych w USA i Europie pod
koniec lat 90. stwierdzono, ze C. parapsilosis jest naj-
czestszg przyczyng odcewnikowych fungemii w nie-
ktérych klinikach (4). W wyniku badan retrospektyw-
nych obejmujacych pacjentéw poddanych leczeniu
immunosupresyjnemu hospitalizowanych w Insty-
tucie Transplantologii oraz Klinice Chirurgii Ogol-
nej i Transplantacyjnej AM w Warszawie, gatunek
Candida parapsilosis uznano za najczestszy (56%)
czynnik etiologiczny fungemii odcewnikowych w la-
tach 2005-2007 (5).

Grzybice uogodlnione o etiologii C. parapsilosis majg
bezposredni zwigzek z obecnoscig cewnikdw naczy-
niowych, ktérg uznano za wiodacy czynnik ryzyka roz-
woju tego typu zakazen (6). Jest to zwigzane przede
wszystkim ze zwiekszong zdolnos$cig tego gatunku do
produkcji pozakomérkowego $luzu oraz bardziej sku-
tecznymi witasciwosciami adherencyjnymi do sztucz-
nych powierzchni, niz prezentujg to inne gatunki (6,
7, 8). Innymi czynnikami ryzyka sa: zabiegi przeszcze-
pienia narzaddéw unaczynionych, zywienie pozajelito-
we, wczesniactwo (4, 9, 10), ciggta dializa otrzewnowa
(11), zabieg wszczepienia sztucznych zastawek serca
(2). Ciekawymi, a zarazem niepokojgcymi wydajg sie
wyniki badan Forrest’a GN i wsp. opublikowane w 2008
roku. Retrospektywnej analizie poddano 469 przypad-
kéw fungemii w klinice University of Maryland (Baltimo-
re, USA) zanotowane w latach 2002-2006. W epidemio-
logii Candida species zaobserwowano zmiane odkad
do lecznictwa zostata wprowadzona kaspofungina (lek
przeciwgrzybiczy z grupy echinokandyn). Stwierdzono
statystycznie znamienny zwigzek pomiedzy zwieksze-
niem zuzycia kaspofinginy, a zwiekszeniem czestotli-
wosci wystepowania fungemii Candida parapsilosis,
zmniejszeniem liczby przypadkéw Candida tropicalis

oraz tendencje do obnizenia udziatu Candida glabra-
ta jako czynnika etiologicznego tego typu zakazen u
pacjentéw kliniki. Wigze sie to z naturalnie obnizong
wrazliwos$cig gatunku Candida parapsilosis na echini-
kandyny (12).

CECHY BIOCHEMICZNE

Fermentuje glukoze, galaktoze, wyjgtkowo sacha-
roze i maltoze. Asymiluje: glukoze, glicerol, 2-keto-D-
-glukonian, L-arabinoze, D-ksiloze, adonitol,galaktoze,
sorbitol, L-metylo-D-glukozyd, N-acetylo-glukozaming,
maltoze, sacharoze, trehaloze i melezytoze, pojedyn-
cze szczepy —takze ksylitol; nie rozktada arbutyny; wy-
twarza ureaze (8).

CZYNNIKI ZJADLIWOSCI

Wiedza na temat czynnikéw zjadliwosci Candida
parapsilosis jest bardzo ograniczona w poréwnaniu z
uwazanym za dominujacy i o wiele lepiej poznanym
gatunkiem Candida albicans. Najistotniejszymi cecha-
mi decydujgcymi o zjadliwosci drozdzakéw sg: zdol-
nos$¢ adherencji do tkanek gospodarza oraz sztucz-
nych powierzchni (13), zdolno$¢ wzrostu w postaci
biofilmu, produkcja enzymoéw proteolitycznych, yeast/
/hyphal transition (przemiana formy drozdzakowej w
forme pseudostrzekowg) oraz phenotypic switching
(transformacja fenotypowa kolonii w obrebie jedne-
go szczepu) (14), produkcje enzymoéw: fosfolipzy
(np. phospholipase B) oraz proteinazy (np. secreted
aspartyl proteases [SAPs]). Przemiana z formy droz-
dzakowej w forme pseudostrzepkowg (yeast/hyphal
transition) nie jest cechg charakterystyczng dla kaz-
dego gatunku nalezacego do rodzaju Candida spp.
Zjawisko to jest decydujacym we wczesnych stadiach
zakazenia grzybiczego, gdy kolonizacja drozdzakowa
przeistacza sie w zakazenie. Formy pseudostrzepkowe
posiadajg zdolnos$ci inwazyjne — mozliwo$¢ wrastania
w przestrzenie miedzykomorkowe, pokonywanie barie-
ry ochronnej skéry i $luzéwek oraz rozprzestrzenianie
sie w gtab tkanek (15).

Phenotypic switching — zdolno$é szybkiej zmienno-
$ci fenotypowej kolonii w obrebie jednego szczepu wia-
ze sie rowniez z ekspresjg innych cech fenotypowych,
ktére majg istotne znaczenie w patogenezie zakazenia
grzybiczego. Jest to przejawem przemiany z formy
drozdzakowej w formy psuedostrzgpkowe, co powo-
duje zmiane morfologii kolonii oraz jest zwigzane ze
zmianami w ekspres;ji glikoprotein $ciany komérkowej,
enzyméw proteolitycznych, wrazliwosécig na dziatanie
lizosomalnych enzyméw neutrofili oraz substancje
przeciwdrobnoustrojowe. Pozwala to na szybkg ada-
ptacje do zmiennych warunkéw $rodowiska, unikanie
mechanizméw odpowiedzi immunologicznej gospoda-
rza oraz dziatania lekdw przeciwgrzybicznych (16).

Grzyby drozdzopodobne posiadajg zdolno$¢ wzro-
stu w postaci biofilmu.

Biofilm (z ang. film — warstwa) — btona biologiczna
— zorganizowana populacja drobnoustrojéw osadzona
w wytworzonej przez nie macierzy, zbudowanej z poli-
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merdéw wystepujgcych na powierzchniach zywych tka-
nek makroorganizmu lub na powierzchniach sztucz-
nych (17). Jest to warstwowy ztozony strukturalnie i
funkcjonalnie system mikrokolonii o duzej dynamice,
w ktérym poszczegolne elementy spetniajg rézne funk-
cje, a komorki pozostajg we wzajemnych relacjach i
zaleznos$ciach, przekazujac sobie informacije (18).

W $rodowisku biofilmu wystepujg komérki grzybow
zarowno w formie blastospor, jak i form pseudomicelial-
nych. Kazda mikrokolonia wchodzgca w skfad biofilmu
jest zbudowana z dwéch warstw — podstawowej, za-
wierajacej gtébwnie blastospory i warstwy zewnetrznej,
zawierajacej strzepki lub pseudostrzepki. Catg kon-
strukcje scala macierz zewnatrzkomoérkowa, w ktérej
obserwuije sie ztozony system kanatéw, przez ktére do
komorek doprowadzane sg substancje odzywcze oraz
odprowadzane produkty przemiany metabolicznej.
Drozdzaki wzrastajace w postaci biofilmu reprezentuja
wysoka réznorodnos¢ fenotypowa i odmiennos$¢é mor-
fologiczng — znacznie wigksza, niz osobniki swobodnie
rozproszone tzw. komorki planktoniczne (19). Biofilm
obserwowany in vitro i in vivo ma strukture niejedno-
rodng i sktada sie z kilku warstw komoérek o réznej bu-
dowie. Pierwsza warstwa, ktéra ma bezposredni kon-
takt z kolonizowang powierzchnig zawiera komorki w
formie planktonicznej, druga — komérki w formie pseu-
dostrzepkowej (19). Sugeruje to, ze morfologiczna nie-
jednorodnos$¢ Candida parapsilosis, czyli zdolno$é wy-
twarzania form pseudostrzepkowych odgrywa istotna,
a nawet decydujacg role w rozwoju biofilmu (20).

CEL PRACY

1. Ocena czestosci wystepowania fenotypowe;
zmiennosci kolonii klinicznych szczepdw Candida
parapsilosis.

2. Charakterystyka morfologii form fenotypowych
kolonii Candida parapsilosis powstatych z probek
materiatéw klinicznych.

3. Wykazanie réznic fenotypowych: cech bioche-
micznych oraz zdolno$ci wytwarzania biofilmu
morfotypdéw uzyskanych z szczepdw klinicznych
Candida parapsilosis.

MATERIAL | METODY

Materiat do badan stanowity 2032 szczepdw grzy-
béw drozdzopodobnych, wsréd ktérych zidentyfiko-
wano 254 szczepy Candida parapsilosis. Szczepy byty
wyizolowane z prébek klinicznych: krew, ptyn mézgo-
wo-rdzeniowy, mocz, inne ptyny ustrojowe, cewniki
naczyniowe, materiaty $rédoperacyjne, wycinki tkan-
kowe, wydzielina z dolnych drég oddechowych, dre-
ny réznego rodzaju, kat, wymazy z jamy ustnej, ucha
zewnetrznego, gardfa, miejsca operowanego, rany,
odbytu, cewki moczowej, wymazy ze zmian skérnych.
Szczepy Candida parapsilosis wyhodowano z ma-
teriatbw od pacjentéw hospitalizowanych w Szpitalu
Klinicznym Dziecigtka Jezus Akademii Medycznej w
Warszawie w latach 2005-2006. Grupe poréwnawcza
stanowito 20 szczepdw tego samego gatunku wytwa-
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rzajace wytgcznie jedng morfologiczng forme kolonii
- gtadka w pierwotnych hodowlach z materiatow kli-
nicznych.

Badanie materiatu klinicznego oraz
identyfikacja mikologiczna grzybow
drozdzopodobnych i ple$niowych zo-
staty przeprowadzone zgodnie ze stan-
dardowymi procedurami laboratoryjny-
mi wedtug rekomendacji CLSI. Materiat
posiewano na agar Sabourauda z antybiotykami: chlo-
ramfenikolem i gentamycyng (bioMerieux). Inkubacje
prowadzono w warunkach tlenowych w temperaturze
30°C przez 10 dni. Identyfikacje biochemiczng grzy-
béw drozdzopodobnych wykonano przy uzyciu testu
API'ID 32 C (bioMerieux).

Po zidentyfikowaniu szczepu Candi-
da parapsilosis wytwarzajacego rézne
formy fenotypowe, wykonywano izola-
cje kolonii o odmiennych fenotypach
na podtozach: Sabouraud Agar, ptynne podtoze
Sabouraud, Sabouraud Agar z chloramfenikolem oraz
Sabouraud Agar z gentamycyng i chloramfenikolem.
Podtéza o roznym sktadzie zostaty uzyte celem usta-
lenia stabilnosci oraz powtarzalno$ci wyhodowanych
form fenotypowych kolonii. Czas hodowli przedtuzono
do 10 dni w celu najlepszego wyeksponowania cech
kolonii charakterystycznych dla poszczegélnych od-
mian morfologicznych.

Wytwarzanie biofilmu szacowano
przy wuzyciu metody spektrofotome-
trycznej opisanej przez Jong Hee Shin
i wsp. (21). Czyste hodowle form fenotypowych in-
kubowano 24 godziny w temperaturze 35°C na pod-
tozu Sabouraud Dextrose Agar. Nastepnie sporzadzo-
no zawiesineg w 0,9% NaCl o zmetnieniu 1,0 w skali
McFarlanda, co odpowiada 3 x 107 CFU/ml. Do kazdej
mikroprobowki ptytki titracyjnej (MedLab, Polska) do-
dawano 20 ul zawiesiny drozdzakéw oraz 180 ul SDB
(Sabouraud dextrose broth) — ptynne podtoze Sabo-
uraud (bioMerieux) przygotowane zgodnie z instrukcja
producenta oraz suplementowane 60 g glukozy na
1 litr. Stezenie glukozy w otrzymanym podtozu — 80 g/I.
Prébe dla kazdego izolatu wykonywano w dwoch réw-
nolegtych probkach. Prébki kontrolne zawieraty ptynne
podtoze SDB bez dodawania zawiesiny drozdzakéw.
Mikroptytki inkubowano 24 godziny w temperaturze
35°C. Po inkubaciji studzienki mikroptytek trzykrotnie
wyptukano destylowang wodg przy uzyciu pipety wie-
lokanatowej. Odczyt spektrofotometryczny dokonano
w czytniku mikroptytek PR3100 (BIORAD) przy dtugo-
$ci fali 405 nm, po dodaniu do kazdej mikroprobowki
200 ul wody destylowanej. Za parametry graniczne dla
oceny wytworzonego biofilmu uznano warto$¢ %T, .,
procent ilosci $wiatta, absorbowanego przy przecho-
dzeniu przez kazdg prébke badanga w poréwnaniu z
absorbancjg probek kontrolnych (%T, zawieraja-
cych tylko destylowang wode.

%T., = %T___ — %T. Zdolno$¢ tworzenia biofilmu

, bloc blank i
okreslono wedtug skali:

blank)
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Ujemna-%T,, . <5, minimalna (1+)-%T, .= 5-20,
stabo dodatnia (2+) - %T,. . = 21 - 35, dodatnia
(3+) = %T,,,. = 36 — 50, maksymalna (4+) — %T > 51.

Analiza statystyczna wynikéw zostata dokonana
przy uzyciu testéw nieparametrycznych U Manna Whit-
ney’a, korelacji Spearmana oraz korelacji ANOVA testu

Kruskala — Wallisa.

WYNIKI

Wsréd 2032 hodowli grzybéw drozdzopodob-
nych uzyskanych z materialéw klinicznych, 254
szczepy zidentyfikowano jako Candida parapsilo-
sis z prawdopodobienstwem powyzej 90% i ocenag
identyfikacji jako ,,bardzo dobra” lub ,,doskonata”.
Gatunek Candida parapsilosis stanowit 12,5% wszyst-
kich szczepédw grzybéw drozdzopodobnych. W 214
(84,3%) przypadkach hodowla pierwotna zawierata
kolonie o jednolitej budowie, hodowle pierwotne 40
(15,7%) szczepodw prezentowato kolonie o zréznicowa-
nej strukturze. Szczepy wzrastajgce w postaci kolonii
o odmiennej budowie stanowity okoto 16% w ogdlnej
liczbie szczepdw nalezacych do gatunku Candida pa-
rapsilosis. Wzrost fenotypowo zréznicowanych kolonii
uzyskano w hodowlach posiewéw: 4 cewnikdéw na-
czyniowych, 13 posiewow krwi, 15 posiewdédw moczu,
6 wymazoéw ze zmian skérnych, 2 wymazoéw z ucha ze-
wnetrznego.

Na rycinie 1 przedstawione sg morfologicznie od-
mienne formy kolonii Candida parapsilosis.

Przy analizie i opracowaniu morfologii kolonii
wytwarzanych przez szczepy kliniczne opisano i
wyizolowano w postaci czystych hodowli cztery
stabilne, podlegajace dziedziczeniu morfotypy ga-
tunku Candida parapsilosis: gtadki, pomarszczony,
krateropodobny, koncentryczny.

Do mofrotypu gtadkiego zaliczonookragte,
gtadkie, I$nigce, regularne kolonie, wygladajace w ob-
razie mikroskopowym jako okragte lub owalne blasto-
spory paczkujace, nie wytwarzajace pseudostrzepkow,

Hodowla Candida parapsilosis
posiewu krwi od pacjenta
hospitalizowanego na Oddziale
Intensywnej Terapii z urazem
wielonarzgdowym, niewydolnoscig
wielonarzagdowa, zawierajgca kolonie
0 odmiennej budowie.

Ryc. 1. Hodowla na SDA Candida parapsilosis prezentujaca
kolonie o ré6znorodnej budowie.

charakteryzujace sie rownomierng zawieszalnoscia w
soli fizjologicznej. Rycina 2 przedstawia hodowle na
Sabouraud Agar z gentamycyng oraz obraz mikrosko-
powy morfotypu gtadkiego.

Do morfotypu pomarszczonego zaliczo-
no kolonie nieregularne, z falistym brzegiem wzno-
szgce sie nad podtozem, mocno pomarszczone, z
mierng zawieszalnos$cia w soli fizjologicznej. W pre-
paracie mikroskopowym - liczne pseudostrzepki.
Rycina 3 przedstawia hodowle na Sabouraud Agar z
gentamycyng oraz obraz mikroskopowy morfotypu po-

Zdjecie po lewej przedstawia hodowle na Sabouraud Agar z gentamycyna.
Zdjecie po prawej — preparat mikroskopowy w powigekszeniu x 1000 pod immersjg,

Ryc. 2. Morfotyp gtadki.
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marszczonego.

Do morfotypu koncentrycznego zaliczo-
no kolonie okrggte regularne w koncentryczne wzory.
W preparacie mikroskopowym widoczne sa wydtuzone
komérki zlepione w grudki réznej wielkosci. Z tej formy
niemozliwe jest uzyskanie jednorodnej zawiesiny w soli
fizjologicznej. Rycina 4 przedstawia hodowle na Sabo-
uraud Agar z gentamycyng oraz obraz mikroskopowy
morfotypu koncentrycznego.

Kolonie zaliczane do fenotypu krate-
ropodobnego wygladem przypominajg stokrotki,
majg gtadka I$nigca czes¢ srodkowg oraz mocno pofal-
dowang obwodke. Mikroskopowo jest to forma posred-
nia pomiedzy fenotypem gtadkim a koncentrycznym
— pojedyncze paczkujace komorki oraz konglomeraty
wydtuzonych blastospor. Rycina 5 przedstawia hodowle
na Sabouraud Agar z gentamycyng oraz obraz mikro-
skopowy morfotypu krateropodobnego.

Z 40 szczepdw klinicznych Candida parapsilosis
wykazujacych réznorodno$¢ morfologii kolonii w ho-

dowlach pierwotnych uzyskano 104 izolaty nalezace
do czterech wyzej opisanych morfotypéw: 33 izolaty o
morfotypie gtadkim, 39 izolatéw o morfotypie pomarsz-
czonym, 16 izolatéw o morfotypie krateropodobnym i
16 izolatow o morfotypie koncentrycznym.

Wszystkie cztery odmiany: gtadka, pomarszczona,
krateropodobng i koncentryczng wytwarzaty 3 szcze-
py (7,5%). Z 10 szczepdw (25%) udato sie wyizolowaé
czyste hodowle o fenotypach — gtadki, pomarszczo-
ny, kraterobodobny. 7 szczepow (17,5%) wykazywato
zdolno$¢ do wzrostu w postaci kolonii o fenotypach
— gtadki, pomarszczony, koncentryczny; 1 (2,5%) — o
fenotypach gfadki i koncentryczny, 1 szczep (2,5%)
wytworzyt kolonie o fenotypie pomarszczonym, kra-
teropodobnym, koncentrycznym. 12 szczepdw (30%)
wytwarzato fenotypy — gtadki i pomarszczony, 4 (1%)
— pomarszczony i koncentryczny, 2 szczepy (5%) — po-
marszczony i krateropodobny.

104 izolaty morfotypéw Candida parapsilsosis uzy-
skane z 40 szczepoéw grupy badanej oraz 20 szcze-

Zdjecie po lewej przedstawia hodowle na Sabouraoud Agar z gentamycyna.
Zdjecie po prawej — preparat mikroskopowy w powiekszeniu x 1000 pod immersjg

Ryc. 3. Morfotyp pomarszczony.

Zdjecie po lewej przedstawia hodowle na Sabouraoud Agar z gentamycyna.
Zdjecie po prawej — preparat mikroskopowy w powiekszeniu x 1000 pod immersjg,

Ryc. 4. Morfotyp koncentryczny.
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Zdjecie po lewej przedstawia hodowle na Sabouraud Dextrose Agar z gentamycyna.
Zdjecie po prawej — preparat mikroskopowy w powiekszeniu x 1000 pod immersjg

Ryc. 5. Morfotyp krateropodobny.

poéw grupy poréwnawczej poddano identyfikacji bio-
chemicznej przy uzyciu testu ID32C, celem ustalenia
zdolnosci do asymilacji poszczegdlnych substratow
zawartych w tescie oraz poréwnania ich wzoréw asy-
milacyjnych. Wszystkie izolaty byty zidentyfikowane
jako gatunek Candida parapsilosis z prawdopodobien-
stwem powyzej 70%, wyniki okreslono jako identyfika-
cja ,doskonata”, ,bardzo dobra”, ,dobra” lub ,do za-
akceptowania”.

Wszystkie 104 przebadane izolaty nalezace do
grupy badanej i 20 szczepdéw stanowigce grupe po-
réwnawczg w 100% wykazywaty zdolno$é do asymi-
lacji D-galktozy, D-sacharozy, L-arabinozy, D-maltozy,
2-ketglukonianu potasu, metylo-aD-glukopiranozydu,
D-sorbitolu, D-ksylozy, palatynozy, D-melezytozy,
D-mannitolu, D-glukozy, L-sorbozy.

Wszystkie 104 przebadane izolaty z grupy badanej
i 20 szczepow z grupy poréownawczej w 100% wyka-
zywaty brak zdolnosci do asymilacji cykloheksamidu,
kwasu mlekowego, D-celobiozy, D-rafinozy, L-ramnozy,
erytrytolu, D-melibiozy, glukoronianu sodu, D-laktozy,
inozytolu.

Zaobserwowano zréznicowang zdolno$¢ do asy-
milacji D-trehalozy, D-rybozy, kwasu lewulinowego,
glicerolu, glukozaminy. Istotne statystycznie réznice
stwierdzono w wynikach testow asymilacyjnych dla
D-trehalozy, D-rybozy oraz kwasu lewulinowego.

Wyniki w grupie izolatow o fenotypie gtadkim, kto-
ra zostata otrzymana z hodowli szczepéw Candida

parapsilosis wytwarzajacych rézne formy fenotypowe
kolonii, istotnie réznity sie od wynikéw pozostatych
grup zdolnoscig do asymilacji D-rybozy (Chisq = 9,45;
P < 0,05).

Wyniki otrzymane w grupie zawierajgcej izolaty
gtadkiej formy fenotypowej istotnie odstawaty od po-
zostatych grup zdolnoscia do asymilacji trehalozy
(Chisq = 42,59; P < 0,0001).

Tabela 1 przedstawia wyniki testu zdolnosci asymi-
lacji D-trehalozy w$réd szczepdw grupy poréwnawczej
oraz izolatéw wszystkich morfotypéw Candida parapsi-
losis nalezacych do grupy badane;j.

Tabela 2 za$ przedstawia wyniki testu zdolnosci asy-
milacji D-rybozy uzyskane dla szczepdw grupy poréw-
nawczej oraz izolatéw wszystkich morfotypéw Candida
parapsilosis nalezacych do grupy badane;.

Tabela 3 natomiast przedstawia wyniki testu zdol-
nosci asymilacji kwasu lewulinowego uzyskane dla
szczepOw grupy poroéwnawczej oraz izolatow wszyst-
kich morfotypéw grupy badane;.

Zdolno$¢ wytwarzania biofilmu oznaczono metoda
spektrofotometryczng dla 164 izolatow: 144 izolatow
stanowigcych grupe badang oraz 20 szczepéw z gru-
py porownawczej. Grupe badang stanowity 144 izola-
ty: 40 hodowle pierwotne zawierajgce wszystkie mor-
fotypy produkowane przez poszczegdine szczepy,
33 izolaty morfotypu gtadkiego, 39 izolatbw morfoty-
pu pomarszczonego, 16 izolatéw morfotypu kratero-
podobnego oraz 16 izolatdéw nalezacych do morfoty-

Tabela 1. Wyniki testu zdolnos$ci asymilacji D-trehalozy uzyskane wéréd szczepdw grupy poréwnawczej oraz izolatéw mor-

fotypdw grupy badane;j.
Izolaty Ogotem Wynik dodatni Wynik ujemny Wynik nieokreslony
Grupa poréwnawcza 20 (100%) 20 (100%) 0 0
morfotyp gtadki 33 (100%) 33 (100%) 0 0
§ g morfotyp pomarszczony 39 (100%) 4 (10,25%) 31 (79,5%) 4 (10,25%)
15 E morfotyp krateropodobny 16 (100%) 6 (37,5%) 6 (37,5%) 4 (25%)
morfotyp koncentryczny 16 (100%) 9 (56,25%) 4 (25%) 3 (18,75%)
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Tabela 2. Wyniki testu zdolno$ci asymilacji D-rybozy uzyskane dla szczepdw grupy poréwnawczej oraz izolatéw fenotypdw

grupy badane;.

lzolaty Ogotem Wynik dodatni Wynik ujemny Wynik nieokreslony
Grupa poréwnawcza 20 (100%) 1 (5%) 17 (85%) 2 (10%)
morfotyp gtadki 33 (100%) 2 (6%) 27 (81,8%) 4 (12,2%)
§ g morfotyp pomarszczony 39 (100%) 0 39 (100%) 0
G E morfotyp krateropodobny 16 (100%) 0 12 (75%) 4 (25%)
morfotyp koncentryczny 16 (100%) 1 (6,25%) 13 (81,25%) (12,5%)

Tabela 3. Wyniki testu zdolno$ci asymilacji kwasu liwulinowego uzyskane dla szczepéw grupy poréwnawczej oraz izolatéw
wszystkich morfotypdw grupy badanej.

I1zolaty Ogotem Wynik dodatni Wynik ujemny Wynik nieokreslony
Grupa poréwnawcza 20 (100%) 1 (5%) 19 (95%) 0
morfotyp gtadki 33 (100%) 4 (12,12%) 28 (84,84%) 1 (~3%)
§. % morfotyp pomarszczony 39 (100%) 39 (100%) 0
G E morfotyp krateropodobny 16 (100%) 15 (93,75%) 1 (6,25%)
morfotyp koncentryczny 16 (100%) 12 (75%) (25%)

pu koncentrycznego. Tabela 4 przedstawia zdolnos$¢
wytwarzania biofilmu wyrazong w punktach dla grupy
poréwnawczej, dla wszystkich morfotypow nalezacych
do grupy badanej oraz hodowli wyj$ciowych zawieraja-
cych wszystkie morfotypy wytwarzane przez poszcze-
golne szczepy.

Zdolno$¢ wytwarzania biofilmu wykazato wszystkie
20 szczepdw nalezgcych do grupy poréwnawczej,
wszystkie 40 hodowle wyj$ciowe badanych szczepdw,
wszystkie 39 izolatéw morfotypu pomarszczonego,
wszystkie 16 izolatdw morfotypu krateropodobnego
oraz wszystkie 16 izolatéw prezentujgce morfotyp kon-
centryczny. Brak zdolnosci wzrostu w postaci biofilmu
stwierdzono u 5 izolatéw nalezacych do morfotypu
gtadkiego. Maksymalng zdolno$¢ wytwarzania biofil-
mu wykryto u 76 wsrdd 164 izolatow (46,3%), dodatnig
zdolnos$¢ wytwarzania biofilmu stwierdzono u 37 wsréd
164 izolatéw (22,6%), stabo dodatnig zdolno$¢ wytwa-
rzania biofilmu stwierdzono u 24 wséréd 164 badanych
izolatéw (14,6%), minimalng zdolno$¢ wytwarzania
biofilmu stwierdzono u 22 wéréd 164 izolatéw (13,4%),
brak zdolnosci wytwarzania biofilmu stwierdzono u
5 wéréd 164 przebadanych izolatow (3,1%).

Rycina 6 obrazuje zdolno$¢ wzrostu w postaci bio-
filmu wykryta wsréd hodowli wyj$ciowych zawieraja-

Tabela 4. Zdolno$¢ wytwarzania biofilmu grupy poréwnawczej, hodowli wyjsciowych oraz morfotypdw

cych wszystkie formy fenotypowe charakterystyczne
dla danego szczepu, izolatébw o morfotypie gtadkim,
pomarszczonym, krateropodobnym, koncentrycznym
oraz szczepdw nalezacych do grupy poréwnawcze;.

ANALIZA STATYSTYCZNA WYNIKOW

Istotne roznice statystyczne stwierdzono w wynikach
badania zdolno$ci wytwarzania biofilmu dla morfotypu
gtadkiego w poréwnaniu z morfotypem pomarszczo-
nym (hisq = -6,37; P < 0,001), morfotypu gtadkie-
go w poroéwnaniu z morfotypem krateropodobnym
(Chisq = -4,83; P < 0,001) morfotypu gtadkie-
go w poréwnaniu z morfotypem koncentrycznym
(Chisq = -4,83; P < 0,001).

Najwiekszg zdolno$é wzrostu w postaci biofil-
mu zaobserwowano wéréd izolatéw morfotypu po-
marszczonego. Nie stwierdzono réznicy w zdolno-
$ci wytwarzania biofilmu wséréd szczepdw z hodowli
pierwotnych, wzrastajgcych w postaci jednie mor-
fotypu gtadkiego (grupa poréwnawcza) i szczepow
wzrastajacych w postaci morfologicznie zréznico-
wanych kolonii (wyj$ciowe hodowle grupy bada-
nej).

DYSKUSJA

Fenomen phenotypic switching g;%r&%gr%?gﬁiygggty-

Zdolnos¢ wytwarzania biofilmu w punktach

Izolaty maksymalna dodatnia st. dodatnia minimalna brak

Candida parapsilosis 4 pkt 3 pkt 2 pkt 1 pkt 0 pkt
Grupa poréwnawcza 5 6 4 5 0
s hodowla wyj$ciowa 17 10 7 6 0
§ morfotyp gtadki 1 7 10 10 5
'§_ morfotyp pomarszczopny 31 6 1 1 0
2 morfotyp krateropodobny 11 4 1 0 0
s morfotyp koncentryczny 11 4 1 0 0
I1zolaty ogotem 76 37 24 22 5

164 (100%) (46,3%) (22,6%) (14,6%) (13,4%) (3,1%)
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Ryc. 6. Zdolno$¢ wzrostu w postaci biofilmu wykrytg wéréd hodowli wyj$ciowych zawierajgcych wszystkie formy fenotypowe
charakterystyczne dla danego szczepu, izolatow o morfotypie gtadkim, pomarszczonym, krateropodobnym, koncentrycz-

nym oraz szczepdw nalezgcych do grupy poréwnawczej.

powa kolonii w obrebie jednego szczepu) obserwowany
u grzybow drozdzopodobnych po raz pierwszy zostat opi-
sany dla Candida albicans przez B. Slutsky i wsp., ktérzy
opublikowali w Science w 1985 roku wyniki badan, opi-
sujacych siedem odmian morfologicznych kolonii na Sa-
bouraud Agar (22). Spontaniczna konwersja z najbardziej
pospolitej okragtej formy kolonii (smooth) w nieregularne,
gwiazdopodobne, pomarszczone, kapeluszopodobne,
z punktowymi wgtebieniami oraz ,kedzierzawe” ksztatty
(star, ring, irregular wrinkle, hat, stripple, fuzzy) byta ob-
serwowana z czestotliwoscig 1,4 x 10*. Przy naswietla-
niu hodowli matymi dawkami $wiatta UV, ktére niszczyty

10% komérek, czestotliwose ta zwiekszata sie do 2 x 102
Nowo nabyte cechy morfologiczne kolonii charakteryzo-
waly sie stabilnoscig i podlegaty dziedziczeniu (22). Wyni-
ki tego badania otworzyty nowy kierunek w mikrobiologii:
odmienno$¢ morfologiczng oraz niejednorodnos$¢ innych
cech fenotypowych w obrebie jednego szczepu zostata
stwierdzona nie tylko u grzybéw drozdzopodobnych, ale
rowniez u bakterii.

Przedstawiana praca jest prawdopodobnie
pierwszym badaniem w Polsce nad zmiennos$cia
fenotypowa kolonii klinicznych szczep6éw grzybéw
drozdzopodobnych. Czynnikiem, ktéry zainspirowat
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przeprowadzenie niniejszego eksperymentu byta za-
obserwowana podczas rutynowej diagnostyki miko-
logicznej ré6znorodnos$¢ morfologii kolonii, ktére wy-
twarzajg na Saboraud Dexrose Agar szczepy Candida
parapsilosis. Wiekszo$¢ szczepdw wzrasta w postaci
okragtych, gtadkich kolonii; mniej liczne szczepy wy-
twarzaja kolonie nieregularne, pofatdowane, wznosza-
ce sie nad podtozem; niektére szczepy tworzg kolonie
0 odmiennej budowie, sprawiajgc wrazenie ko-koloni-
zacji réznymi gatunkami drozdzakéw w jednej hodowli.
Po dokonaniu izolacji kolonii o odmiennej strukturze
oraz przeprowadzeniu identyfikacji biochemicznej,
stwierdzono przynalezno$¢ ich do gatunku Candida
parapsilosis. Dokonano réwniez préby ustalenia od-
miennosci innych cech fenotypowych. Wyniki badania
pilotazowego byty opublikowane w kwartalniku ,Miko-
logia Lekarska” w 2008 roku (23). Odmiany morfolo-
giczne kolonii wyizolowane z jednego szczepu Klinicz-
nego Candida parapsilosis pozostawaty niezmienne,
niezaleznie od ilosci pasazy oraz warunkéw hodowli.
Pozwolito to otrzymaé¢ czyste hodowle morfotypéw ko-
lonii wyizolowanych z jednego szczepu klinicznego,
ktére byty wykorzystane w dalszych badaniach. Doko-
nano proby poszukiwania odrebnosci innych cech fe-
notypowych: wzoréw asymilacji cukrow oraz zdolnosci
wytwarzania $rodowiska biofilmu.

Czestos$¢ transformaciji fenotypowej oraz indukcja tego
zjawiska nie byta przedmiotem przedstawianego bada-
nia. Obserwacje dotyczyty szczepédw klinicznych, stano-
wigcych czynniki etiologiczne zakazen i/lub kolonizacii.
Cecha zdolnosci do morfogenezy prawdopodobnie jest
cechg wrodzong i decydujacg o charakterze interakcji z
makroorganizmem oraz stopniu inwazyjnosci zakazenia.
Zagadnienie to wymaga niewatpliwie dalszych obserwa-
cji, poniewaz nie wszystkie szczepy kliniczne Candida
parapsilosis w hodowli pierwotnej wytwarzajg alternatyw-
ne formy kolonii, a dotyczy to okoto 16% wyhodowanych
szczepdw. Dotychczas nie wyjasniono, jakie mechani-
zmy lezg u podstawy tego zjawiska.

Zjawisko phenotypic switching zostato opisane
dla réznych gatunkéw grzybéw drozdzopodobnych:
przede wszystkim dla Candida albicans oraz dla Candi-
da parapsilosis, Candida glabrata, Candida lusitaniae,
Cryptococcus neoformans, Trichosporon asahii (24,
25, 26, 37). Jednak stan aktualnej wiedzy nie pozwala
na sformutowanie jednoznacznych odpowiedzi na wie-
le pytan dotyczacych jego mechanizmow.

D.R. Soll i wsp. stwierdzili w swoich badaniach nad
szczepami Candida albicans, ktére wyizolowali od pa-
cjentek z nawracajacym drozdzakowym zapaleniem
pochwy, ze wszystkie nawroty zakazenia byty wywo-
fane tym samym szczepem co zakazenie pierwotne,
a morfologia kolonii w hodowli z wymazu z pochwy
ulegata zmianie w kolejnych epizodach nawrotu za-
kazenia. Z wymazu z pochwy wyhodowano kolonie o
morfologii innej niz w poprzednich epizodach choroby,
mimo udowodnionej genetycznej identycznosci szcze-
poéw za pomoca metody Southern blot hybridization
(88). Wynikiem innych badan byto stwierdzenie, ze szcze-
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py Candida albicans izolowane z materiatéw klinicznych
pacjentéw z objawowym zakazeniem posiadajg zdolno$¢
do phenotypic switching o wiekszej czestotliwosci niz
szczepy kolonizujace (89). Szczepy powodujace zakaze-
nia inwazyjne majg wiekszg zdolno$¢ wzrostu w postaci
kolonii o zréznicowanej budowie niz szczepy pochodza-
ce z zakazen powierzchniowych (40). Wyniki otrzymane w
przedstawianej pracy sg zgodne z ww. wynikami. Szczepy
wykazujgce zdolno$¢ wzrostu w postaci zréznicowanych
morfologicznie kolonii w hodowli wyj$ciowej pochodza z
materiatéw klinicznych pacjentéw z objawowym zakaze-
niem drozdzakowym lub statg kolonizacja, ktérg mozna
zaklasyfikowa¢ jako przetrwate subkliniczne zakazenie u
chorych nalezacych do grup ryzyka.

Wyniki otrzymane w przedstawianej pracy sa zgod-
ne z wynikami innych autoréw. Lott i wsp. (41), Enger i
wsp. (42) i Laffey and Butler (24), ktérzy opisujg zjawi-
sko phenotypic switching — zmienno$¢ morfologiczng
kolonii w obrebie jednego szczepu Candida parapsilo-
sis. Enger i wsp. (42) opisujg pie¢ morfotypdw kolonii
uzyskanych z jednego szczepu: smooth, crepe, con-
centric, snowball, rough. Wéréd szczepédw przeanali-
zowanych w niniejszej pracy przewazaty formy smooth
(gtadki) i crepe (pomarszczony), mniej liczna grupa
zostata sklasyfikowana jako concentric (koncentrycz-
ny), zadnego izolatu nie udato sie sklasyfikowaé¢ jako
snowball i rough. Czwarty morfotyp, nazwany crater
(krateropodobny) jest swoistym potgczeniem snowball i
rough, co jest absolutnie zgodne z wynikami Laffey and
Butler (24). Jednak w cytowanych wynikach badan do-
tyczacych zmiennosci fenotypowej szczepdw Candida
parapsilosis obserwacje dotyczyty znacznie mniej licz-
nych grup szczepdw, niz w przedstawianej pracy.

Badania wzoréw asymilacyjnych cukréw dla po-
szczegdlnych form morfologicznych kolonii wykazaty
statystycznie istotne réznice w wynikach testéw zdol-
nosci asymilacji D-trehalozy, D-rybozy oraz kwasu le-
wulinowego. Szczegdlnie interesujacym wydaje sie
wynik testu asymilacji trehalozy, ktéry znacznie wybie-
ga poza zakres procentowy reakcji uzytych w tescie
ID32C dla identyfikacji gatunku Candida parapsilosis.
W tabeli identyfikacyjnej testu ID 32 C dla Candida pa-
rapsilosis procent pozytywnych reakcji asymilacji tego
substratu szacuje sie na 96% przy 24/48 godzinach in-
kubacji w 29°C + 2°C. W$réd izolatéw gtadkiej formy
fenotypowej oraz szczepdw grupy poréwnawczej wynik
testu jest w 100% dodatni. W$réd morfotypdw innych
niz gtadki jest on zmienny — z rézng czestotliwoscia, w
zaleznoéci od formy fenotypowej obserwowane sg za-
réwno testy dodatnie, jak i ujemne oraz nieokreslone.
Wiekszo$¢ szczepdéw o morfotypie pomarszczonym
jest ,trehalozo-ujemna”, nie posiada zdolnosci asymi-
lacji trehalozy. Wéréd szesnastu izolatdéw o morfotypie
krateropodobnym szes$¢ zidentyfikowano jako szczepy
Lrehalozo-ujemne”, sze$¢ - jako ,trehalozo-dodatnie”
(87,5%), cztery izolaty wykazywaty zmienng zdolno$é
asymilacji tego substratu. Sposréd szesnastu izola-
téw o fenotypie koncentrycznym dziewie¢ posiadato
zdolno$¢ asymilacji trehalozy, cztery wykazujg brak
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zdolnosci asymilacji tego substratu, dla trzech izolatow
uzyskano wynik niepewny. Zmienna zdolno$¢ asymi-
lacji trehalozy jest najwazniejszg cechg biochemiczna,
ktérag réznig sie morfotypy Candida parapsilosis.

Jednym z najwazniejszych mechanizméw obron-
nych gospodarza przed zakazeniem grzybami opor-
tunistycznymi jest fagocytoza, w ktdrej istotna role
petnia ztozone czynniki lizosomalne, szczegdlnie w
mechanizmie wymagajacym tlenu: halogenizacja cza-
steczek mikroorganizmu z udziatem ukfadu mieloperok-
sydazy oraz wytwarzanie wysoce aktywnych rodnikéw
tlenowych (utlenianie) (43). Ponadto, wolne rodniki tleno-
we sg zaangazowane w wiele mechanizméw obronnych
gospodarza przed zakazeniem drozdzakowym (44-46).
Akumulacja trehalozy przez grzyby drozdzopodobne, co
zostato udowodnione przez wiele autoréw, jest szybkim
mechanizmem protekcyjnym przed wieloma uszkadzajg-
cymi czynnikami, wigcznie z substancjami utleniajgcymi
(47, 48). W pracy Martinez-Esparza i wsp. udowodniono,
ze obecnos¢ trehalozy w komérce Candida albicans jest
jednym z czynnikéw zabezpieczajgcych komorke przed li-
zosomalnymi enzymami makrofagéw (49). Zmienna zdol-
no$¢ asymilacji trehalozy moze by¢ zwigzana ze zrézni-
cowang zdolnoscig réznych morfotypéw drozdzakéw do
przezycia wewnatrz makrofagow.

Kolejnym problemem podjetym w pracy byta
ocena zdolnosci wzrostu w postaci biofilmu wsréd
morfotypow klinicznych szczepéw Candida parap-
silosis. Morfotyp pomarszczony, dla ktérego charakte-
rystyczng cecha jest wytwarzanie duzej ilosci pseudo-
strzepkéw, posiada najwiekszg zdolno$¢ do produkciji
biofilmu. Najmniejszg zdolno$¢ wytwarzania biofilmu
stwierdzono wsrdd izolatdw morfotypu gtadkiego.
Morfotypy krateropodobny i koncentryczny prezento-
waly ekspresje tej cechy na bardzo zblizonym pozio-
mie. Otrzymane wyniki badan mozna uzna¢ za zgodne
z wynikami Laffey SF i Butler G (24). Zaréwno w bada-
niu wtasnym, jak i w cytowanych badaniach najwiek-
szg zdolno$¢ wytwarzania biofilmu prezentujg pseudo-
strzepkowe formy fenotypowe (24).

Zdolno$¢ wytwarzania biofilmu jest uzalezniona od
wrodzonej zdolnosci szczepdéw Candida parapsilosis
do morfogenezy (przemiany z formy drozdzakowej w
forme pseudostrzepkowa), co mozna obserwowaé¢ w
hodowlach in vitro jako transformacje fenotypowsg ko-
lonii. Kolonie o gtadkiej okragtej budowie sg wytworza-
ne przez komérki o typowo drozdzakowym ksztatcie.

1. Ashford BK: Certain conditions of the gastrointestinal tract in
Puerto Rico and their relation to tropical sprue. Am J Trop Med
Hyg 1928; 8: 507-538.

2. Diekema DJ, Messer SA, Hollis RJ et al.: An outbreak of Candi-
da parapsilosis prosthetic valve endocarditis. Diagn Microbiol
Infect Dis 1997; 29: 147-153.

3. Wingard JR: Importance of Candida species other than C.albi-
cans as pathogens in oncology patients. Clin Ifect Dis 1995; 20:
115-125.

4. Pic Alauas L, Donegan N: Risk factors for canidemia caused by
non-albicans Candida spp. Abstract No 321, Abstracts of the
IDSA 36yh Annual Meeting. Clin Infect Dis 1998; 27: 981.

5. Swoboda-Kopec E, Netsvyetayeva |, Sikora M et al.: The etiolo-

Morfotyp ten prezentuje najmniej rozwinietg zdolnos¢
wytwarzania $rodowiska biofilmu. Kolonie morfotypu
pomarszczonego sg tworzone przez liczne psuedo-
strzepki, ktére mozna obserwowaé w preparatach
mikroskopowych pochdzgcych z kolonii o takiej budo-
wie. Morfotyp pomarszczony posiada najwiekszg zdol-
no$¢ produkcji biofilmu sposréd wszystkich fentypow
charakterystycznych dla Candida parapsilosis i jest
niezbedny do wyksztatcenia $rodowiska dojrzatego
biofilmu (20). Prawdopodobnie, w przeprowadzonym
eksperymencie, ustalajgcym zdolno$é¢ gzrzybéw droz-
dzopodobnych do wytwarzania biofilmu za pomoca
metody spektrofotometrycznej przy uzyciu ptynnego
podtoza Sabourauda ze zwiekszong suplementacja
glukozy, procesy zwigzane z morfogenezg zostaty zin-
tensyfikowane oraz przebiegaty in situ, na powierzchni
mikroprobdwki ptytki titracyjnej bez mozliwosci obser-
wagcji mikroskopowej zmian w strukturze komorek.

W zwiazku z tym nasuwa sie wniosek, ze zdolno$¢
wytwarzania biofilmu jest cecha charakterystycznag
dla gatunku Candida parapsilosis, posiadaja ja kli-
niczne szczepy niezaleznie od ilo$ci wariantéw mor-
fologicznych kolonii obserwowanych w posiewie
wyjsciowym. Wniosek ten jest wnioskiem wstepnym,
poniewaz do oceny zdolnosci wytwarzania biofilmu byta
wykorzystana tylko jedna metoda, oparta na indukcji
produkcji biofilmu poprzez pozywke o zwiekszonym
stezeniu glukozy. Dane te, niewatpliwie, wymagaja
potwierdzenia z zastosowaniem innych metod.

WNIOSKI

1. Zjawisko zmienno$ci fenotypowej wystepuje u oko-
fo 16% pierwotnych hodowli Candida parapsilosis
uzyskiwanych z materiatow klinicznych.

2. Kliniczne szczepy Candida parapsilosis posiadajg
zdolno$¢ wzrostu w postaci czterech stabilnych,
podlegajacych dziedziczeniu morfotypéw: gtadki,
pomarszczony, krateropodobny, koncentryczny.

3. Morfotypy izolowane ze szczepéw klinicznych Can-
dida parapsilosis charakteryzujg sie odmiennoscia
cech fenotypowych: zmienng zdolnoscig asymila-
cji trehalozy, D-rybozy oraz kwasu lewulinowego.

4. Morfotypy izolowane ze szczepéw klinicznych Can-
dida parapsilosis charakteryzujg sie zréznicowang
zdolnoscig wytwarzania srodowiska biofilmu.
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