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Badania przeprowadzono na 150 szczepach Candida sp. wykorzystujac dwie
metody: agregacji w soli (SAT) i w p-ksylenie (MATH). Na podstawie prze-
prowadzonej oceny hydrofobowych wlasciwos$ci grzybéw z zastosowaniem
metody SAT i MATH , stwierdzono odpowiednio 23,3-37,3% i 38,7-53,3%
szczepow o wlasciwosciach hydrofobowych w zaleznos$ci od warunkéw ho-
dowli. Stosujac metode MATH czesciej odnotowano wlasciwosci hydrofobowe
u badanych drozdzy niz w metodzie SAT.

Hydrofobowo$¢ powierzchni komorki jest cecha wpltywajaca na patogennos$¢ drob-
noustrojow i jest determinowana obecnoscig zwigzkow chemicznych ,,hydrofobin na po-
wierzchni komorki lub , hydrofilin” — w przypadku hydrofilnosci. W wyniku oddziatywan
hydrofobowych w §rodowisku wodnym komorki o wiasciwosciach hydrofobowych tworza
agregaty, ktore odgrywaja wazng role w patogenezie zakazen.

Wtasciwosci hydrofobowe powierzchni komoérki nie sg statg cechg danego szczepu
i moga podlega¢ modyfikacji pod wptywem warunkéw srodowiskowych (1, 4, 5).

Celem pracy byta ocena hydrofobowych wtasciwosci drozdzy Candida sp. z zastoso-
waniem metody agregacji w soli oraz w p-ksylenie oraz wptywu warunkéw hodowli na
te wlasciwosci.

MATERIAL I METODY

Badaniem obj¢to 150 szczepdéw Candida sp.: w tym 66 izolowanych w Katedrze
i Zaktadzie Mikrobiologii Szpitala Uniwersyteckiego im. dr A. Jurasza w Bydgoszczy,
50 pochodzito ze 107 Szpitala Wojskowego z Przychodnia Samodzielnego Publicznego
Zaktadu Opieki Zdrowotnej w Watczu, 18 ze Szpitala Wojewoddzkiego we Wioctawku, 16
z Kujawsko—Pomorskiego Centrum Pulmonologii w Bydgoszczy. Szczepy te izolowano
z materiatu klinicznego od pacjentéw hospitalizowanych (126 szczepow) lub leczonych
ambulatoryjnie (24 szczepy) w latach 2003-2007.

Wiasciwosci hydrofobowe (Cell Surface Hydrophobicity, CSH) drozdzy oceniano
metoda agregacji w soli (Salt Aggregation Test, SAT) (8) i metoda agregacji w p—ksylenie
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(Microbe Adhesion to Hydrocarbon Test, MATH) (14). Hodowle szczepow Candida sp.
prowadzono na agarze Sabourauda (bioMérieux) przez 24 i 48 godzin w temperaturze 22
137°C.

Agregacja w soli.Zhodowli drozdzy trzykrotnie przemytych PBS o pH 7,2 (10
minut /2000 x g) przygotowywano zawiesing w PBS o gestosci 2 wedlug skali McFarlanda,
ktorg w objetosci 50 ul mieszano z 50 pl r6znych stezenh molowych (NH,), SO,: 0,1; 0,2;
0,4; 0,6; 0,8; 1,0; 1,2; 1,4; 1,6; 1,8; 2,0; 3,2. Po delikatnym wykotysaniu mieszaniny przez
3-5 minut w temperaturze pokojowej oceniano agregacje drozdzy. Wiasciwosci hydrofo-
bowe powierzchni drozdzy oceniano wizualnie przyjmujac trzystopniowg skale: szczepy o
wlasciwos$ciach; bardzo silnie hydrofobowych — agregacja szczepéw w PBS; silnie hydro-
fobowych — agregacja w stezeniach: 0,1-1,6 M (NH,),SO,; hydrofilowych — agregacja lub
Jjej brak w stezeniach powyzej 1,8 M (NH,), SO,.

Agregacja w p-ksylenie.Zhodowli przygotowywano zawiesing grzybow
w PBS o pH 7,2 o gestosci optycznej (Optical Density, OD) 0,8 (dtugo$¢ fali 570 nm,
spektrofotometr CECIL CE2501, BioQvest). Do 4 ml zawiesiny grzybow dodawano 400
pl p—ksylenu (POCH). Mieszaning wytrzasano przez jedng minut¢ i pozostawiano w tem-
peraturze pokojowej przez 20—30 minut.

Wtasciwosci hydrofobowe okreslano stosujac wzor:

OD570 poczatkowej zawiesiny drozdzy

x 100%

oD 570 poczatkowej zawiesiny drozdzy ~ OD570 po wytrzasaniu zawiesiny grzybow z p — ksylenem

Szczepy podzielono na: bardzo silnie hydrofobowe, jezeli otrzymana warto$¢ wynosita
powyzej 50%; silnie hydrofobowe, jezeli otrzymana warto§¢ wynosita 20-50%; hydrofilowe,
jezeli otrzymana warto$¢ byta ponizej 20%.

WYNIKI

Hydrofobowe wtasciwo$§ci drozdzy oceniane metoda
agregacji w soli Wsrdd 150 szczepdw Candida sp. w temperaturze 22°C po 24
godzinach inkubacji, 20 (13,3%) szczepdw C. albicans 132 (21,3%) szczepy C. non-albicans
wykazywaly wlasciwosci hydrofobowe, a po 48 godzinach namnazania odnotowano je u
21 (22,7%) szczepdw C. non-albicans i 14 (9,3%) C. albicans.

Po hodowli w temperaturze 37°C przez 24 godziny u 17 (11,3%) szczepow Candida
sp. wykazano bardzo silne oraz u 26 (17,3%) silne wtasciwosci hydrofobowe, a po 48
godzinach odpowiednio, u 16 (10,7%) 1 19 (12,7%) szczepéw (Tab. I).

Wtasciwosci hydrofobowe Candida sp. po 24 148 godzinach inkubacji w temperaturze
22°C dotyczyly odpowiednio, 38 (25,3%) 122 (14,7%) szczepow. Jest to rdznica statystycznie
znamienna (U=2.31, p=0,02). Nie wykazano istotnego statystycznie wptywu temperatury
hodowli na wlasciwosci hydrofobowe grzybdéw w zadnym z dwoch wariantoéw czasowych
(p>0,05).

Hydrofobowe wtasciwo$§ci drozdzy oceniane metoda
agregacji w p—ksylenie W metodzie MATH po dobie inkubacji w temperaturze
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Ryc. 1.  Wplyw temperatury i czasu hodowli na hydrofobowe wiasciwosci szczepow gatunkoéw
C. albicans (n=85)

22°C wiasciwosci hydrofobowe odnotowano u 58 (38,7%) szczepdw Candida sp., a po
dwoch dobach u 80 (53,3%) szczepow badanych drozdzy (tab. I)

Po 24 godzinnym namnazaniu w temperaturze 37°C, 22 (14,7%) szczepy C. albicans
i 38 (25,3%) C. non-albicans ujawnito wtasciwosci hydrofobowe, a po 48 godzinach od-
powiednio, 27 (18,0%) i 33 (22,3%) szczepow (tab. I).

Szczepy Candida sp. wykazywaty bardzo silne wlasciwosci hydrofobowe czesciej
w temperaturze 37 niz w 22°C po 24 godzinach namnazania odpowiednio, 21 (14,0%) 1 9
(6,0%) szczepow. Jest to roznica znamienna statystycznie (U=2.31, p=0,02).

Odnotowano wyzszy odsetek szczepdéw o wiasciwosciach silnie hydrofobowych po 48
godzinach namnazania w temperaturze 22 niz 37°C odpowiednio, 66 (44,0%) i 63 (42,0%)
szczepOw. Rdznica ta jest istotna statystycznie (odpowiednio, U=2.0, p=0,04 i U=2.93,
p=0,003).

Wptyw warunkdéw hodowli na hydrofobowe wltasciwosci

szczepow C. albicans. Sposrod 85 szczepoéw C. albicans hodowanych przez
24 godziny w temperaturze 22°C metoda SAT pozwolita wykazac u 20 (13,3%) szczepow
wilasciwosci hydrofobowe, a metoda MATH - u 24 (16,0%) szczepow, natomiast po 48
godzinach, odpowiednio u 14 (9,3%) szczepow i u 41 (27,3%). Szczegdlowe ujecie pozo-
statych wynikéw tej oceny przedstawiaja ryc. 1 i tab. 1.

Hodowle C. albicans prowadzone w temperaturze 37°C przez 24 godziny pozwolity
na uzyskanie 14 (9,4%) szczepdw o wlasciwosciach hydrofobowych w metodzie SAT
122 (14,7%) szczepy w metodzie MATH, a po 48 godzinach odpowiednio, 12 (8,0%) 127
(18,0%) szczepow.
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Wptyw warunkéw hodowli na ujawnienie hydrofobowych
wtas§ciwos$ciszczepow C. non—albicans. Wsrdd 65 szczepéw C. non-
albicans po 24 godzinach namnazania w temperaturze 22°C wlasciwo$ci hydrofobowe
odnotowano u 34 (22,7%) szczepoéw w metodzie SAT. Ceche t¢ bardzo silnie wyrazaly po
trzy szczepy C. tropicalis i C. parapsilosis, dwa szczepy C. glabrata 1 po jednym szczepie
C. krusei i C. famata. Byly one silnie wyrazone u 24 (16,0%) szczepow (tab. I i ryc. 2).
W metodzie MATH 34 (22,7%) szczepy byty hydrofobowe, w tym 5 (3,3%) - bardzo silnie,
29 (19,4%) — silnie. Po 48 godzinach namnazania w temperaturze 22°C, 11 (7,3%) szcze-
pow (po trzy szczepy C. tropicalis, C. glabrata i C. parapsilosis oraz po jednym C. krusei
1 C. famata) bylo bardzo silnie, a 10 (6,7%) szczepow - silnie hydrofobowych w metodzie
SAT. W metodzie MATH 39 (26,0%) szczepow posiadato wiasciwosci hydrofobowe: 33
(22,0%) - silnie hydrofobowe i 6 (4,0%) (trzy szczepy C. tropicalis, dwa - C. lusitaniae
ijeden szczep C. glabrata) - bardzo silnie wyrazonych (tab. I).

W wyniku 24 godzinnej inkubacji w temperaturze 37°C w metodzie SAT 29 (19,3%)
szczepow byto hydrofobowych: silnie hydrofobowych - 16 (10,7%); po cztery szczepy
C. tropicalis 1 C. parapsilosis, trzy szczepy C. glabrata, dwa szczepy C. lusitaniae oraz po
jednym C. krusei, C. famata, C. guilliermondii, a 13 (8,7%) - bardzo silnie hydrofobowych
(tab. I). W metodzie MATH wykazano 38 (25,3%) szczepow o wlasciwos$ciach hydrofobo-
wych: 14 (9,3%) szczepdw - o bardzo silnych, 24 (16,0%) - o silnych (tab. I).

Po 48 godzinach hodowli w temperaturze 37°C stwierdzono w metodzie SAT 23 (15,3%)
szczepy o wlasciwosciach hydrofobowych: o bardzo silnych — 14 (9,3%) szczepow (cztery
szczepy C. tropicalis, trzy - C. parapsilosis, dwa - C. glabrata oraz po jednym szczepie
C. krusei, C. lusitaniae i C. famata). Whasciwo$ci hydrofobowe w metodzie MATH wykryto
u 33 (22,0%) szczepow: silne u 26 (17,3%) szczepow, a bardzo silne - u 7 (4,7%) (tab. I).
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Ryc.2.  Wplyw temperatury i czasu hodowli na hydrofobowe wlasciwosci szczepow gatunkow
C. non-albicans (n=65)
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DYSKUSJA

W procesie zakazenia wazng rol¢ odgrywaja wlasciwosci hydrofobowe grzybow, ktore
uwazane sa za jedng z cech warunkujacych ich chorobotworczosé (11, 16). Whasciwosci
hydrofobowe drobnoustrojow to niespecyficzny czynnik warunkujacy ich adhezje do ko-
morek gospodarza oraz do powierzchni biomateriatow.

W przedstawionej pracy oceniano wtasciwosci hydrofobowe Candida sp. za pomoca
metody SAT oraz MATH. W pisSmiennictwie dostepnych jest wiele opracowan dotyczacych
hydrofobowych wlasciwosci grzybow z rodzaju Candida wykrywanych metoda SAT (7,
9,10, 15, 17).

Na podstawie przeprowadzonej oceny hydrofobowych wtasciwosci grzybdw z zastoso-
waniem metody SAT, stwierdzono 23,3-37,3% szczepdw o wlasciwosciach hydrofobowych
w zalezno$ci od warunkéw hodowli. Wyzszy odsetek szczepow o wiasciwosciach hydrofobo-
wych stwierdzono u gatunkéw C. non-albicans niz C. albicans. Wszystkie szczepy C. kefyr
i C. lipolytica posiadaly hydrofilowa powierzchni¢ niezaleznie od warunkéw hodowli.

Blanco i wsp. (1) oceniajac zdolnos¢ adhezji C. albicans do polistyrenu zwroécili uwage
na wplyw temperatury na wtasciwosci hydrofobowe badanych szczepéw. Odnotowali wyzszy
odsetek szczepdw o wlasciwosciach hydrofobowych po inkubacji w temperaturze 22 niz
36°C. Hazen i wsp. (6) badajac wpltyw temperatury inkubacji na wlasciwos$ci hydrofobowe
Candida sp. z zastosowaniem metody koagregacji, wykazali wysoki odsetek szczepow
C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis, C. tropicalis 1 C. dubliniensis o wlasciwos$ciach
hydrofobowych w temperaturze 23 i 37°C. Gallardo-Moreno i wsp. (3) odmiennie niz inni
badacze (1, 4, 5), nie wykazali wptywu temperatury inkubacji na zmian¢ wlasciwos$ci hydro-
fobowych C. parapsilosis. Wedtug Hazena i wsp. (5) szczepy C. albicans po 6-12 godzinach
wykazywaly nizszy odsetek wlasciwosci hydrofobowych niz po 24 godzinach inkubacji.
Macura i Systo (9) odnotowali niski odsetek (28,8%) szczepdéw hydrofobowych C. albicans
po 24 godzinach inkubacji w temperaturze 37°C na podtozu Sabourauda. Podobne wyniki
(22,8%) uzyskaty Kwasniewska i Supet (7). Sa one poréwnywalne z wynikami uzyskanymi w
obecnej pracy (28,7%). Szabelska i wsp. (15) oraz Szymankiewicz (17) nie stwierdzity wptywu
temperatury inkubacji na wtasciwosci hydrofobowe wsérdd gatunkow C. non-albicans. Te
same autorki nie obserwowatly wplywu czasu inkubacji na ujawnienie wtasciwos$ci hydro-
fobowych wérod szczepow Candida sp. Szymankiewicz (17) wsrdd C. albicans, wykazata
wiasciwosci hydrofobowe czesciej po 24 godzinach inkubacji w temperaturze 22°C niz po
48 godzinach. Autorka stwierdzita odwrotna zaleznos¢ po inkubacji w temperaturze 37°C.
Rozbieznos¢ omawianych wynikéw moze by¢ zwigzana z réznicg w liczbie i odmiennymi
wiasciwo$ciami badanych szczepow.

W niniejszej pracy stosujac metod¢ SAT wykazano wplyw temperatury na wlasciwosci
hydrofobowe, tj. czegstsze ujawnienie wtasciwosci hydrofobowych drozdzy po inkubacji
w temperaturze 22 niz 37°C. Odnotowano wptyw czasu inkubacji na ujawnienie si¢ cech
hydrofobowych. Po dobie inkubacji w temperaturze 22°C odnotowano wyzszy odsetek
szczepdéw hydrofobowych niz w temperaturze 37°C. Natomiast po 48 godzinach nie stwier-
dzono réznic w liczbie szczepow o wilasciwosciach hydrofobowych w obu warunkach
temperaturowych.

W przedstawianej pracy stosujac metode MATH z p-ksylenem, stwierdzono 38,7-53,3%
szczepoéw o wlasciwosciach hydrofobowych w zalezno$ci od warunkéw hodowli. Wyzszy
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odsetek szczepdéw hydrofobowych dotyczyt gatunkéw C. non-albicans w poréwnaniu ze
szczepami C. albicans. Stwierdzono wyzszy odsetek szczepow hydrofobowych C. albicans
po 48 godzinach inkubacji w temperaturze 37°C.

Gallardo—Moreno i wsp. (2) badajac wlasciwosci hydrofobowe szczepdéw C. parapsi-
losis w temperaturze 22 i1 37°C kilkoma metodami, w tym metodg MATH z p-ksylenem,
wykazali silne wlasciwosci hydrofobowe szczepow niezaleznie od temperatury. Wyniki te
byty poréwnywalne w réznych metodach.

Rodrigues 1 wsp. (13) badali wplyw wytwarzania filamentow na wtasciwosci hydrofo-
bowe powierzchni komorek Candida sp. Wtasciwosci hydrofobowe oceniali metoda adhezji
do n-heksadekanu po 24, 72 1 120 godzinach inkubacji w temperaturze 37°C. Autorzy ob-
serwowali wyzszy odsetek blastokoniow C. non-albicans o wtasciwos$ciach hydrofobowych
w porodwnaniu z C. albicans. Nie stwierdzili réznic we wlasciwosciach hydrofobowych
szczepow C. non-albicans, z wyjatkiem gatunkéw C. parapsilosis 1 C. guilliermondii,
u ktorych ta cecha byta wyrazona silniej.

Na podstawie oceny wlasciwosci hydrofobowych metoda MATH w badaniach wlasnych,
wykazano wplyw temperatury na ekspresj¢ wlasciwosci hydrofobowych. W temperaturze
37°C po 24 godzinach namnazania szczepy z rodzaju Candida w wyzszym odsetku byty
hydrofobowe niz w temperaturze 22°C. Odnotowano wplyw czasu inkubacji na wtasciwosci
hydrofobowe oceniane MATH. Po inkubacji temperaturze 22°C po 48 godzinach stwierdzono
wyzszy odsetek szczepow hydrofobowych niz w temperaturze 37°C.

W dostepnym pismiennictwie nie znaleziono prac, ktorych autorzy poréwnywali wyniki
metod SAT i MATH stosowanych w niniejszej pracy do oceny wlasciwosci hydrofobowych
drozdzy. Z badan wtasnych wynika, ze w metodzie MATH z p-ksylenem uzyskano wyzszy
odsetek szczepow o wiasciwosciach hydrofobowych niz w metodzie SAT, co jest zgodne
z wynikami Mattos-Guaraldiiwsp. (12), ktérzy oceniali wtasciwos$ci hydrofobowe u bakterii
- Corynebacterium diphtheriae.

WNIOSKI

1. Hydrofobowe wiasciwosci sa cechami powszechnie wystepujacymi wsrod gatunkoéw
Candida sp., ktore moga by¢ ksztattowane zmiennymi warunkami srodowiska (tempera-
tura, czas). Cechy te czesciej dotycza szczepow gatunkdéw C. non-albicans w porownaniu
do szczepdw C. albicans.

2. Zastosowanie dwoch metod: SAT i MATH pozwolito na wykrycie wyzszego odsetka
szczepow o hydrofobowej powierzchni komoérek. Stosujac metode MATH czgsciej
odnotowywano wtasciwosci hydrofobowe u badanych drozdzy.
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Ciok-Pater E, Gospodarek E, Prazynska M
HYDROPHOBIC PROPERTIES OF CANDIDA SP. COMPARING THE TWO METHODS
SUMMARY

Yeast-like fungi Candida albicans are still the main pathogen of candidiasis although in recent
years the growth of infections caused by Candida non-albicans species such as C. glabrata, C. par-
apsilosis, C. tropicalis have been observed. The aim of the study was the assessment of hydrophobic
properties of Candida sp. on the basis of methods: salt aggregation test (SAT) and to p-xylene (MATH).
150 strains of Candida sp. were examined: 85 (56,7%) C. albicans and 65 (43,3%) C. non-albicans
among which there were 14 (9,3%) strains of C. tropicalis, 13 (8,7%) of C. glabrata, 12 (8,0%) of C.
parapsilosis, 8 (5,3%) strains of C. krusei and C. lusitaniae, 6 (4,0%) strains of C. famata, 2 strains of
C. glabrata and 1 strains of C. kefyr and C. lipolytica. The assessment of hydrophobic properties was
done in MATH method the higher percentage (38,7-53,3%) of the strains with hydrophobic properties
was found in comparison with the method SAT —23,3-37,3%. Hydrophobic properties were more often
observed in case of C. non-albicans strains than C. albicans depending on growth temperature.
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