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Streszczenie

Wstep. W ciagu ostatnich kilkudziesigciu lat odnotowuje sie znaczny wzrost zakazen
grzybiczych u ludzi. Uktadowe zakazenia szczepami Candida spp. moga przebiegac
z rozsiewem hematogennym grzybéw (fungemia).

Cel pracy. Celem pracy byta charakterystyka fenotypowa i genotypowa 90 szczepow
Candida spp. izolowanych z materiatéw klinicznych pobieranych od chorych z podejrze-
niem fungemii odcewnikowych.

Materiat i metody. Charakterystyka fenotypowa Candida spp. obejmowata ocene ak-
tywnos$ci enzymatycznej szczepdw oraz oceng ich zdolnosci do tworzenia struktury bio-
filmu. Charakterystyka genotypowa szczepdéw Candida spp. opierata sie na wykrywaniu
gendw kodujacych proteazy Sap i Yps.

Wyniki. Z materiatéw klinicznych wyhodowano szczepy Candida nalezace do gatun-
kéw: C. albicans — 32,2%, C. parapsilosis — 30%, C. glabrata — 24,5%, C. krusei — 7,8%,
C. tropicalis — 3,3% oraz C. guilliermondii — 2,2%. Szczepy C. albicans wykazywaty od-
wrotng zalezno$¢ miedzy aktywnoscig proteaz a wzrostem w postaci biofilmu. Szczepy
C. parapsilosis wykazywaty wyzsza zdolno$¢ tworzenia biofilmu w poréwnaniu do izolatéw
C. albicans.

Whioski. Efg1 oraz N-acetylo-p-glukozaminidaza (NAG) moga stanowi¢ istotne czyn-
niki zjadliwosci szczepoéw C. albicans w aspekcie zdolnosci tworzenia biofilmu. W bada-
niach obserwowano zmniejszong role proteaz aspartylowych (Sap) w wirulencji szczepéw
C. albicans.

Summary

Introduction. In the XXc. the high level of fungal infections is observed. Systemic fungal
infections were associated with bloodstream candidiosis. Catheter-related bloodstream fungal
infection is a haematogenous spread of fungi associated with vascular catheter colonization.

Aim. Aim of this work was to analyze the phenotypic and genotypic features of fungi
isolated from clinical samples from patients with suspected catheter-related bloodstream
fungal infection.

Material and methods. These studies are based on phenotypic methods, such as en-
zymatic activity and the ability to biofilm production. The genotypic evaluation were used
to search for genes encoding virulence factors of fungi like Sap and Yps.

Results. The major etiological factors of catheter-related bloodstream fungal infections
were species: C. albicans — 32.2%, C. parapsilosis — 30% and C. glabrata — 24.5%. An in-
verse relationship between the activity of proteases and growth of strains in the biofilm
structure in the C. albicans strains were shown. Maximum capacity to grow the biofilm was
characteristic for C. parapsilosis strains — 48%.

Conclusions. The presence of the EFG1 gene and NAG enzyme suggests ability to
produce invasive hyphal forms, especially in aspect of biofilm formation. We observed
lower role of Sap in C. albicans virulence.
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WSTEP

W ciggu ostatnich kilkudziesieciu lat odnotowuje sie
znaczny wzrost zakazen grzybiczych u ludzi. Dotyczy to
zwlaszcza $rodowiska szpitalnego w grupie oséb z ob-
nizong odpornoscia. Wiekszo$¢ zakazen grzybiczych
stanowia kandydozy. Uktadowe zakazenia szczepami
Candida spp. moga przebiegaé z rozsiewem hemato-
gennym grzybéw (fungemia). Od 40 do 60% wszystkich
fungemii stanowia zakazenia odcewnikowe zwigzane
z kolonizacjg cewnikéw naczyniowych (obwodowych
i centralnych) przez szczepy Candida spp. C. albi-
cans to gatunek dominujacy (44,8%) wsréd grzy-
biczych czynnikéw etiologicznych fungemii odcew-
nikowych (1). Kolejne gatunki grzybéw izolowane
z zakazen to C. glabrata (28,1%) oraz C. parapsilo-
sis (10,4%) (1). Diagnostyka laboratoryjna gatun-
kéw innych niz Candida albicans jest dtugotrwata,
ze wzgledu na ich zréznicowanie morfologiczne,
specyficzne cechy biochemiczne oraz zmniejszong
wrazliwo$¢ na lek pierwszego rzutu — fulkonazol,
a takze echinokandyny (2).

Na chorobotwdrczos$é grzybow maja wplyw: ce-
chy fenotypowe i genotypowe, stopien zjadliwosci,
wrazliwo$¢ na chemioterapeutyki oraz przebieg
zakazenia. Do czynnikdéw wirulencji grzybéw nalezy
zaliczy¢: dimorfizm, phenotypic switching, zdolno$ci
adhezyjne, tworzenie biofilmu, signaling i quorum sen-
sing oraz aktywno$¢ enzymatyczna. Grzyby wykazujg
zdolno$¢ wzrostu w réznych formach morfologicznych.
Szczepy Candida spp. rosng w formie pojedynczych
komérek — blastospor i/lub tworzac pseudostrzepki
posiadajace zdolno$¢ penetrowania w gtgb tkanek go-
spodarza (3). Przemiana morfologiczna grzybéw jest
poprzedzona wieloma zmianami biochemicznymi, fi-
zjologicznymi i strukturalnymi zachodzacymi w komér-
ce grzyba. Zwigzana jest z reorganizacjg cytoszkieletu,
poprzez zwiekszenie zawartosci chityny w strzepkach
oraz z ekspresjg specyficznych biatek strukturalnych,
enzymatycznych i regulatorowych. Do biatek regulato-
rowych nalezg m.in.: Cph1, Cst20, Hst7, Cek1, Efg1l,
Rim101, Prr2, Ras, Tpk2, Tupip, Rbf1, Nrg1, Rfgl,

Flo8, Czf1 i Tec1 (3, 4). Zdolno$¢ dimorfizmu jest re-
gulowana nie tylko przez temperature, ale takze przez
wiele innych czynnikdéw, takich jak stres osmotyczny,
dostepnos¢ substancji odzywczych i CO, czy pH sro-
dowiska (ryc. 1).

Na stopien zjadliwosci grzybow drozdzopo-
dobnych ma wplyw takze réznorodnos¢ fenotypo-
wa (Phenotypic switching), czyli zdolnos¢ wystepo-
wania réznych form morfologicznych w obrebie tego
samego gatunku. Zmiana fenotypu kolonii wigze sie
z odmiennymi wiasciwosciami biochemicznymi, meta-
bolicznymi, chorobotworczymi. Szczepy Candida spp.
przechodzgce przemiane morfologiczna sg znacznie
czesciej przyczyng kandydoz przebiegajacych z za-
kazeniem krwi i/lub infekcja odcewnikowg (4). Kolej-
nym czynnikiem wirulencji szczepdw Candida spp. jest
zdolno$¢ adhezji. Adhezyny pozwalajg na adaptacje
komorek grzyboéw do réznych srodowisk, m.in. do po-
wierzchni komorek nabtonkowych, btony komérkowej,
wewnatrzkomorkowych biatek macierzy matrix, biatek
surowicy — albumin, fibrynogenu, transferyny, biatek
dopetniacza (5). Gtéwne adhezyny grzybdéw stanowig
biatka sciany komorkowej: Als1-Als9 (ang. agglutinin-li-
ke sequence proteins), Hwp1 (ang. hyphae wall prote-
in) — mannoproteina specyficzna dla formy strzepkowej
C. albicans, biatko Eap1p oraz Epalp (ang. epithelial
adhesion protein) — lecytyno-zalezna adhezyna cha-
rakterystyczna dla komérek C. glabrata (4, 6). Wsréd
adhezyn grzybiczych sa takze biatka niezwigzane ze
$ciang komodrkowa Candida: Int1 (ang. integrin-like
protein) — biatko powierzchniowe blastospor i strzepek
wigzace biatka macierzy zewnagtrzkomoérkowej oraz
biatka btonowe Mnt1 i Pmt1. Najnowsze badania opi-
suja nowy czynnik — kinaze Tor1, ktéra moze mie¢ bar-
dzo szeroki wptyw regulacyjny na adhezyny. Kinaza ta
znajduje sie w szlaku regulujacym zapotrzebowanie
grzybow na sktadniki odzywcze. Ponadto biatko to od-
grywa duzg role w regulacji ekspresji gendw specyficz-
nych dla blastospor i formy micelialnej, wigczajgc geny
adhezyn — ALS1-3, HWP1, oraz inhibitoréw filamentac;ji
biatek — Nrg1 i Tup1 (6). Dowiedziono, ze biatko Tor1
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Tpk2—sFlo8, Efg1
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1. Ras—Cek1, Cek2
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2. Ngt1—Cph1
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Ryc. 1. Czynniki regulujgce przemiang morfologiczng C. albicans [wg (4), zmodyfikowano].
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w odpowiedzi na warunki pokarmowe stymuluje do
dziatania zaréwno czynniki pobudzajace, jak i inhibito-
ry adhezji oraz filamentacji Candida spp.

W zakazeniach odcewnikowych szczegolnie
istotne znaczenie w wirulencji szczepow Candida
spp- ma zdolno$¢ tworzenia biofilmu. Biofilm Can-
dida spp. to specyficzna struktura sktadajaca sie z ko-
mérek grzybéw otoczonych zewnatrzkomorkowym
$luzem, przylegajgcych do powierzchni sztucznych,
m.in. polimetakrylanu metylu, silikonu elastomerowe-
go, polichlorku winylu (7, 8). Tworzenie sie struktury
biofilmu jest wielostopniowym i ztozonym procesem,
ktory opiera sie gtéwnie na adhezji komérek plankto-
nicznych oraz wytworzeniu pozakomérkowej. Dojrza-
ta forma biofilmu, w zaleznosci od wtasciwosci mor-
fologicznych szczepu oraz warunkéw Srodowiska,
sktada sie z komorek drozdzopodobnych i/lub strze-
pek (ryc. 2) (9-11). Do powstania dojrzatej ztozonej
formy biofilmu u C. albicans niezbedne sg biatko Efg1
oraz enzym N-acetyloglukozaminidaza - inicjujace two-
rzenie strzepek (4, 12). Wsrdd czynnikow etiologicz-
nych fungemii odcewnikowych najwyzsza zdolnosc
do produkgcji biofilmu posiadajg szczepy z gatunkéw
innych niz C. albicans, w szczegélnosci gatunek C. pa-
rapsilosis. Grzyby tworzace strukture biofilmu sg opor-
ne na wiele lekdw przeciwgrzybicznych. Lekoopornosc
biofilméw Candida spp. jest zwigzana z bardzo rozwinie-
ta komunikacja miedzykomorkowa odbywajaca sie we-
wnatrz tej struktury. Komunikacja ta zachodzi na drodze
quorum sensing (3, 8). Obecnie trwajg badania nad za-
stosowaniem inhibitoréw quorum sensing jako substan-
cji blokujgcych powstanie biofilmu. Alternatywag w terapii
niszczacej strukture biofilmu Candida spp. mogg by¢
takze inhibitory enzymoéw wptywajacych na transmisje
B-1,3-glukanu do macierzy biofilmu. Glukany przeniesio-
ne ze $ciany komoérkowej do macierzy biofilmu mogg
ogranicza¢ penetracje lekdow do wnetrza tej struktu-
ry (13, 14). Zdolno$¢ budowania struktury biofilmu przez
szczepy Candida spp. jest zwigzana z aktywnoscig en-
zymatyczng grzybéw. Do gtéwnych, poznanych enzy-
méw grzybdéw drozdzopodobnych zaliczamy: proteazy
aspartylowe Sap (ang. secreted aspartyl protease), yap-
sinopodobne proteazy aspatylowe YPS (ang. yapsin-
-like protease), fosfolipazy, lipazy (Lip1-10), fosfoman-
noesteraze, N-acetyloglukozyloaminidaze (NAG) oraz

o-glukozydaze (15, 16). Wiekszo$¢ autoréw w swoich
pracach naukowych donosi o znaczacej roli proteaz
w patogenezie zakazen grzybiczych. Proteazy aspa-
tylowe wystepuja w komérkach C. albicans w postaci
10 izoenzyméw. C. parapsilosis posiada proteazy kodo-
wane przez geny SAP1-2-3, C. tropicalis geny SAP1-4,
a C. dubliniensis — SAP1-4, SAP7-10 (15, 16). Izoenzymy
Sap1-3 wystepuja najczesciej w komorkach blastospor
0 zmniejszonej chorobotwdrczosci, najczesciej odpo-
wiedzialnych jedynie za kolonizacje nabtonka czy zaka-
zenia bton $luzowych. Dowiedziono, ze geny SAP ewo-
luowaty i produkty ich ekspresiji proteazy Sap7-3 mogg
by¢ wydzielane przez szczepy C. albicans takze w za-
kazeniach systemowych. Proteazy Sap4-6 wytwarzane
sa przez formy strzepkowe o wysokiej zjadliwosci, od-
powiedzialne za kandydozy uktadowe (17). Prawdopo-
dobnie proteazy Sap5-8 majg znaczenie w tworzeniu
biofilmu. Produkty genu SAP7 mogg mie¢ szczegdiny
wptyw na wirulencje szczepow wywotujacych zakaze-
nia wewnatrznaczyniowe. Szczepy C. glabrata posia-
dajg geny YPS kodujace 11 proteaz yapsinopodob-
nych Yps1-11. Proteazy Yps odgrywajg znaczacg role
w utrzymywaniu integralnosci $ciany komérkowej pod-
czas zmiany fenotypowej szczepow C. glabrata (18).

CEL PRACY

Celem badan retrospektywnych byta ocena feno-
typowych i genotypowych cech szczepow Candida
spp. izolowanych od chorych z podejrzeniem fun-
gemii odcewnikowych. Chorzy hospitalizowani byli
w Centralnym Szpitalu Klinicznym w Warszawie przy
ul. Banacha w latach 2005-2009.

MATERIAL | METODY

Analizie poddano 90 szczepéw Candida spp. po-
chodzacych od 30 chorych (10 kobiet, 20 mezczyzn)
hospitalizowanych w oddziatach CSK. Szczepy wy-
izolowano z 86 materiatow klinicznych, w tym 38 pro-
bek krwi obwodowej, 22 probek krwi z cewnikéw
naczyniowych oraz 26 fragmentéw cewnikéw naczy-
niowych (centralnych i obowodowych).

Hodowle probek krwi prowadzono na ptynnych po-
zywkach transportowo-wrostowych w systemie BacT/
Alert w temperaturze 37°C (bioMérieux). Fragmenty
cewnikéw naczyniowych posiewano na podioza wzro-

Woczesna faza rozwoju Posrednia faza rozwoju Faza dojrzewania
biofilmu biofilmu biofilmu

» Adhezja (Als1-9,

Hwp1, Eap1, Epa1,
Int1, Mnt1, Pmt1,
Torl, Ber1)

* Rozwoj * Opornos¢ na leki
polisacharydowej (Cdr1, Mdr1, Mket,
macierzy zmiany w konfrontacji
pozakomorkowej steroli)

(EPS) (Adh1) * Quorum sensing

* Przemiana (Farnezol, Chk1,
komoérek Ywp1)
drozdzopodobnych
w forme
strzepkowa
(GlcNAc, surowica,

CO,, pH, Efg1,
Cph1, Flo8-Efg1)

Ryc. 2. Fazy rozwoju biofilmu C. albicans [wg (10), zmodyfikowano].
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stowe metodg Maki oraz metoda Brun-Bruisson. Ho-
dowle grzybow prowadzono na podtozu Sabourauda
w temperaturze 30°C. Przynalezno$¢ gatunkowa grzy-
bow drozdzopodobnych oznaczano z zastosowaniem
podtoza chromogennego CHROMagar Candida (bio-
Mérieux) oraz testu biochemicznego API ID32C (bio-
Mérieux) opartego o asymilacje substratéw weglowo-
danowych.

Charakterystyka fenotypowa Candida spp. obej-
mowata ocene aktywnosci enzymatycznej szcze-
pow oraz ocene ich zdolnosci do tworzenia struk-
tury biofilmu. Aktywno$¢ proteolityczng szczepdw
Candida spp. okre$lano metoda ptytkowa przy uzyciu
podfoza Staiba z suplementem 10% albuminy. Sekre-
cje proteaz oceniano na podstawie proteolizy powsta-
tej wokét kolonii grzybdw w trakcie inkubaciji hodowli,
w skali: ,++++” 24 godz. inkubaciji, ,+++” 48 godz.,
.++” 72 godz., ,+” > 72 godz., ,-” > 7 dni inkubacji.
Sekrecje lipaz przez szczepy Candida spp. wykrywano
na podtozu Wernera z suplementem 8% emulsji zottka
jaja kurzego — zrédta lecytyny. Reakcje rozktadu lecy-
tyny oceniano na podstawie strefy opalescencji w pod-
fozu wzrostowym w czasie inkubaciji, w skali: ,,++++"
24 godz. inkubacji, ,+++” 48 godz., ,++” 72 godz.,
»,+7 > 72 godz., ,-” > 7 dni inkubacji. Sekrecje enzy-
méw hydrolitycznych przez badane szczepy Candida
spp. okreslono przy uzyciu pétilosciowej metody API
ZYM (bioMérieux). W tescie APl ZYM zastosowano
mikrostudzienki zawierajgce substraty dla 19 reakc;ji
enzymatycznych, wykrywajgcych enzymy nalezgce do
czterech grup: esterazy, glikozydazy, peptydazy, ure-
azy. Wynikiem testu byt kolorymetryczny odczyt ilosci
zhydrolizowanego substratu wyrazony w nanomolach,
zgodnie ze skalg punktowg: 0 — 0 nmol, 1 — 5 nmol,
2 -10 nmol, 3 -20 nmol, 4 - 30 nmol, 5 - > 40 nmol.
W oparciu o wykryte enzymy dokonano biotypowania
szczepow Candida spp. zgodnie z klasyfikacjg Kurnatow-
skiej (19).

Do oceny zdolnos$ci tworzenia biofilmu przez szcze-
py Candida spp. zastosowano metode spektrofoto-
metryczng opisang przez Shina i wsp. (14). Badanie
przeprowadzono w mikrostudzienkch ptytki titracyjne;.
Zawiesiny badanych szczepéw (0,5 w skali McFar-
landa) inkubowano w ptynnym podiozu Sabourau-
da z suplementem 8% glukozy w temperaturze 37°C
przez 24 godz. Wynikiem badania byt pomiar transmi-
tancji (T blok) prébek, okreslajacy punktowg zdolnosé
tworzenia biofilmu w skali: 0 dla T blok < 5, 1+ dla
T blok 5-20, 2+ dla T blok 20-35, 3+ dla T blok 35-50
oraz 4+ dla T blok > 50.

Charakterystyka genotypowa szczepdw Candida
spp. opierata sie na wykrywaniu genoéw kodujgcych
wybrane czynniki wirulencji grzybéw. DNA genomo-
we grzybow izolowano zgodnie z protokotem zestawu
izolacyjnego GeneMatrix (Eurx) z 3-dniowej hodow-
li szczepdw Candida spp. w 1,5 ml ptynnego podto-
za Sabourauda bez dodatku antybiotykdéw. Detekcja
wybranych genéw kodujacych proteazy grzybicze
wykonana zostata w oparciu o reakcje PCR (ang. po-

limerase chain reaction). Analizowano wystepowanie
genow: SAP1-3, SAP4, SAP5, SAP6 i EFG1 dla szcze-
péw C. albicans, SAP3 dla szczepdw C. parapsilosis
oraz YPS2, YPS4, YPS6 dla szczepdw C. glabrata. Mie-
szaniny reakcyjne sporzadzono zgodnie z protokotem
zestawu PCR (Sigma) z uzyciem polimerazy RedTaq
Genomic DNA (Sigma). Amplifikacje reakcji prowadzo-
no w termocyklerze Engine (MJ Research) w zoptyma-
lizowanych warunkach: dla genéw SAP 95°C-5’, 30 cy-
kli 95°C-30",49°C-45", 72°C-1°,72°C-5’; dla genu EFG1
95°C-5’, 30 cykli 95°C-1’, 51°C-1’, 72°C-1’, 72°C-5’;
dla genoéw YPS 95°C-5’, 30 cykli 95°C-1’, 54°C-45",
72°C-1’, 72°C-5'.

WYNIKI

W badanym okresie w CSK stwierdzono 8877 wy-
nikbw badan z dodatnim posiewem mikologicznym.
Wyhodowano 9725 szczepdw grzybdéw, z czego
308 (3,16%) stanowity izolaty z prébek krwi oraz frag-
mentéw cewnikéw naczyniowych. Badaniami fenoty-
powymi i genotypowymi objeto 90 szczepdw Candida
spp. nalezacych do gatunkéw: C. albicans —29 (32,2%),
C. parapsilosis — 27 (30%), C. glabrata — 22 (24,5%),
C. krusei — 7 (7,8%), C. tropicalis — 3 (3,3%) oraz C. gu-
illiermondii — 2 (2,2%) (ryc. 3).

29 27
35,00% T 32,2%  30%
< 30.00%1 54.5%
S 25.00%-
2 20,00%
& 15,00%- 7
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® o/
3 10,00% — 3% ,
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Ryc. 3. Spektrum gatunkowe czynnikdw etiologicznych fungemii
odcewnikowych.

Najwiecej szczepdw izolowano od chorych hospita-
lizowanych w Klinice Chirurgii Gastroenterologiczne;j
— 37 (41%), Oddziale Intensywnej Terapii Medycznej
— 20 (22,2%) oraz Oddziale Hematologii — 15 szcze-
péw (16,7%) (ryc. 4).

Fenotypowa charakterystyka szczepédw Candida
spp. obejmowata ich aktywno$¢ enzymatyczna. Sekre-
cje proteaz wykazywato 68 (76%) badanych szczepdw.
Najwyzszy stopien aktywnosci proteolitycznej (+++ +)
okre$lono dla szczepdéw: C. albicans — 8 (27,7%)
szczepdw, C. parapsilosis — 8 (29,6%), C. glabrata
- 2 (9,1%) (tab. 1). Zaden szczep Candida spp. nie
wykazywat aktywnosci lipolitycznej. Aktywnos$¢ enzy-
méw hydrolitycznych oceniono najwyzej dla szczepow
C. albicans, nastepnie C. prapsilosis i C. glabrata. C. al-
bicans wykazywaly wysoka aktywnos$¢ enzymatycz-
ng (> 40 nmol) N-acetylo-p-glukozaminidazy (EXVIII)
—100% szczepdw (ryc. 5). W oparciu o wyniki sekre-
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Ryc. 4. Dystrybucja szczep6w Candida spp. w oddziatach CSK.

cji hydrolaz szczepy C. albicans zaliczono gtéwnie do
biotypéw A — 10 (34,5%) oraz B — 10 (34,5%). Szcze-
py C. parapsilosis odznaczaly sie wysokg aktywno-
$cig (> 40 nmol) a-glukozydazy (EXVI) —51,9% (tab. 1).
Fenotypowa ocena badanych szczepéw obejmowata
ocene ich zdolnosci do tworzenia struktury biofilmu.
58 (64,3%) szczepdw Candida spp. wykazywato zdol-
no$¢ wzrostu w postaci biofilmu. Najwyzsza zdolno$¢
tworzenia struktury biofilmu charakteryzowata szczepy
C. parapsilosis — 13 (48%) (tab. 2).

Tabela 1. Aktywnos$¢ hydrolaz N-acetylo-p-glukozaminidazy
i a-glukozydazy szczepdw Candida spp.

C. albicanus - N-acetylo-B-glukozaminidaza (NAG)
> 40 nmol — 100% szczepdw

C. parapsilosis - a-glukozydaza
> 40 nmol - 51,9%

30 nmol - 22,1%

20 nmol - 7,4%

10 nmol - 7,4%

5 nmol -3,7%

Brak wydzielania enzymu - 7,4%

Charakterystyka genotypowa szczepdw Candida
spp. obejmowata geny kodujgce czynnikiwirulencji. De-
tekcja gendéw proteaz aspartylowych szczepéw C. albi-
cans wynosita: 23 (79,3%) izolaty — SAP1-3, 15 (51,7%)
— SAP4, 12 (41,4%) — SAP6, 1 (3,4%) — SAP5 (ryc. 5).

6 (20,7%) szczepdw C. albicans wykazywato delecje
wszystkich analizowanych genéw SAP. Wszystkie ana-
lizowane izolaty C. albicans posiadaty gen EFG1. Gen
SAP3 posiadato 20 (74%) szczepow C. parapsilosis.
20 (90,9%) szczepdw C. glabrata posiadato geny YPS2
i YPS4, 19 (86,4%) gen YPS6 (ryc. 5).

23
79,3%
80,00% T
& 70,00% +
= 60,00% 15 W SAP1-3
g B 51,7% 12
0,
ﬁ 50,00% T14% W SAP4
o
N 40,00% ] SAP5
§ 30,00%
% 20,00% - [] SAP6

1

10,00% 4
’ 34%
1

0,00% -

Szczepy C. albicans

Ryc. 5. Detekcja genéw SAP szczepow C. albicans.

DYSKUSJA

Gtowne czynniki etiologiczne fungemii odcew-
nikowych stanowity szczepy: C. albicans, C. pa-
rapsilosis oraz C. glabrata. Takie spektrum gatun-
kowe Candida spp. w zakazeniach odcewnikowych

Tabela 2. Aktywno$¢ proteolityczna szczepdw Candida spp. oraz ich zdolno$¢ do tworzenia biofilmu.

s Stopien aktywnosci proteolitycznej Punktowa zdolno$¢ wytwarzania biofilmu
zczep
- + ++ +++ ++++ - + ++ +++ ++++
C. albicans 6 9 3 3 8 14 12 3 B _
’ (20,7%) (31%) (10,3%) (10,3%) (27,7%) (48,3%) (41,4%) (10,3%)
C. parapsilosis 8 4 6 1 8 5 6 - 3 13
- parap (29,6%) (14,8%) (22,3%) (3,7%) (29,6%) (19%) (22%) (11%) (48%)
C. glabrata ! 8 iy - 2 8 8 6 - -
(4,5%) (36,4%) (50%) (9,1%) (87%) (87%) (27%)
C. krusei 7 - - - - 2 2 ! 2 -
(100%) (28,6%) (28,6%) (14,2%) (28,6%)
C. tropicalis - - - - 3 ! 2 - - -
(100%) (33,3%) (66,7%)
. " 2 2
C. guilliermondii - (100%) - - - (100%) - - - -
. 22 32
Ogotem (24%) 68 (76%) (35.7%) 58 (64,3%)
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Fenotypowa i genotypowa charakterystyka szczepéw Candida spp.

izolowanych od pacjentéw z podejrzeniem fungemii odcewnikowych

potwierdzajg wyniki badan innych autoréw, m.in. Giri
i Kindo (20). W badaniach wfasnych az 30% wyhodo-
wanych szczepow stanowit gatunek C. parapsilosis.
Z badan Almirante i wsp. wynika, ze wsrdd wszystkich
szczepow C. parapsilosis izolowanych od chorych az
51% stanowig szczepy pochodzenia odcewnikowe-
go (21). Inni autorzy potwierdzaja, ze wewnatrznaczy-
niowy cewnik stanowi w 97% przypadkow istotne ryzy-
ko zakazenia szczepem C. parapsilosis (22).

Aktywnos¢ proteolityczng wykazano dla 76% grzy-
bow izolowanych z fungemii odcewnikowych. Proteazy
szczepodw C. albicans oraz C. parapsilosis charakteryzo-
waly sie najwyzsza aktywnoscia (> 40 nmol). Podobne
obserwacje opisali autorzy Mohan das i Ballal, ktérzy
stwierdzili, ze 75% szczepow C. albicans wytwarza pro-
teaze (23). W badaniach wiasnych szczepy C. albicans
oraz inne gatunki z rodzaju Candida nie wykazywaty ak-
tywnosci lipolitycznej. Brak sekrecji lipaz nie wptywa jed-
nak na nizszy potencjat wirulencji tych izolatéw. Z badan
autoréw wynika, ze lipazy nie biorg udziatu w transmis;ji
blastospor w forme strzgpkowa (23). W przemianie mor-
fologicznej szczepow Candida spp. istotng role odgrywa
N-acetylo-B-glukozaminidaza (NAG) — EXVIII. Wszystkie
izolaty C. albicans uwalniaty N-acetylo-B-glukozaminida
ze (NAG), co moze sugerowaé zdolnos$¢ tych szczepdw
do przemiany z formy drozdzopodobnej do strzepko-
wej. Wysoka aktywnos$¢ N-acetylo-B-glukozaminidazy
jest wyrazem oddziatywania komoérek grzybéw na uktad
odpornosciowy m.in. poprzez hamowanie migracji neu-
trofili do ognisk zapalnych (24).

Aktywnos$¢ a-glukozydazy (EXVI) stanowi kolejng
ceche fenotypowa wptywajaca na wirulencje grzy-
béw, szczegolnie C. albicans i C. parapsilosis. En-
zym ten uwalniany jest przez formy inwazyjne grzy-
béw, bierze udziat w procesie glikozylacji biatek oraz
ma znaczenie dla prawidtowej budowy Sciany ko-
morkowej C. albicans. Autorka Dabkowska w swo-
ich badaniach wykazata, ze aktywno$¢ a-glukozydazy
w komorkach C. albicans wzrasta w trakcie roz-
woju zakazenia od poziomu 5 nmoli do poziomu
40 nmol (24). W badaniach wtasnych wysoka aktyw-
nosc¢ (> 40 nmol) tego enzymu opisano dla szczepow
C. parapsilosis, co mozne sugerowag¢ ich znaczng wi-
rulencje. Szczepy C. albicans sklasyfikowano gtéwnie
jako biotyp A i B. Szczepy C. albicans izolowane od
tego samego chorego wykazywaty zmiane biotypow.
Szczepy poczatkowo nalezace do biotypu B uznane-
go za bardziej wirulentny, stopniowo tracity aktywnos¢
rowniez niektérych enzymadw, zwtaszcza EXVI i EXVIII,
zmieniajac biotyp na C4—C6—D1—D3. Wigzato sie
to z utratg zjadliwosci i nabywaniem cech szczepow
kolonizujacych.

Aktywno$¢ proteolityczna szczepdw Candida spp.
moze byé powigzana ze zdolnoscia tych szczepdéw do
budowania struktury biofilmu. Szczepy C. parapsilosis
wykazujgce w najwyzszym stopniu zdolnosé tworze-
nia biofilmu, wprost proporcjonalnie wydzielaly prote-
azy (tab. 3). Podobne wyniki uzyskali badacze Tavanti
i wsp. dla szczepdw C. parapsilosis. Zaobserwowali oni

zalezno$¢ pomiedzy wysoka zdolnoscig tworzenia bio-
filmu i wysoka sekrecjg enzymow proteolitycznych (16).
W badaniach wtasnych szczepy C. albicans tworzace
biofilm wykazywaty niska sekrecje proteaz (tab. 3). W ba-
daniach autoréw Ramage i wsp. odkryto podobng kore-
lacje wystepowania proteaz i genéw SAP w biofilmach
C. albicans (8). W badaniach wtasnych obserwowano
niska detekcje genéw SAP C. albicans, w szczegdlnosci
SAP4-5-6. Wyniki badan, a takze doniesienia innych auto-
row podkreslaja zmniejszajgcy sie role proteaz asparylo-
wych w wirulencji szczepow C. albicans (8). Potwierdzajg
to m.in. badania Jayatilake’a i wsp., w ktérych mutanty
C. albicans pozbawione genéw SAP1-3, SAP4-6 byly zdol-
ne do wytwarzania strzepkowych form inwazyjnych oraz
do zakazenia tkanek w ciggu 48 godz. (25). Tworzenie
form inwazyjnych i struktury biofilmu przez szczepy C. al-
bicans jest zwigzane takze z czynnikiem Efg1. Aktywacja
czynnika Efg1 moze by¢ powigzana z proteazami aspar-
tylowymi. W badaniach wtasnych detekcja genu SAP5 we
wszystkich badanych izolatach C. albicans posiadajgcych
gen EFG1 byta niewielka. Szczepy C. albicans prawdopo-
dobnie wytwarzaty wczesng faze biofilmu. Wykrycie ge-
néw YPS w szczepach C. glabrata wynosito 86,4% (ryc. 6).
Wysoki odsetek genéw YPS2 i YPS6 moze by¢ zwigzany
z wysoka zjadliwoscig izolatéw C. glabrata. Podobne wy-
niki badan uzyskali autorzy Kaur i wsp. Badacze uznali, ze
ekspresja gendw YPS2 i YPS4 wptywa najsilniej ze wszyst-
kich proteaz C. glabrata na wirulencje szczepdw i aktywa-
cje makrofagow (26).
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Ryc. 6. Detekcja gendw YPS szczepdw C. glabrata.

Tabela 3. Zalezno$ci pomiedzy czynnikami wirulencji szcze-
péw Candida spp.

C. albicans

Protezal, SAP!, NAGT, EFG17T = Biofilm®
C. parapsilosis

Proteza®, SAPT, EXVIT = BiofilmT

C. glabrata

Proteza®, YPST = Biofim®

WNIOSKI

1. Szczepy C. albicans, C. parapsilosis i C. glabra-
ta stanowity dominujace czynniki etiologiczne
fungemii odcewnikowych.

2. Szczepy C. albicans wykazywaty odwrotng za-
lezno$¢ miedzy aktywnoscig proteaz a wzro-
stem w postaci biofilmu.

21



Sylwia Jarzynka i wsp.

3. Szczepy C. parapsilosis wykazywaly wyzszg
zdolnosé tworzenia biofilmu w poréwnaniu do
izolatéw C. albicans.

4. Efg1 oraz N-acetylo-p-glukozaminidaza sta-
nowity istotne czynniki zjadliwo$ci szczepéw
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