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Abstract

An increasing number of Candida infections has drawn
attention to Candida’s pathogenic features. Fungi
pathogenicity, including enzymatic activity, determines the
course of infection. Candida’s hydrolytic exoenzymes play an
important role in human mucosa membranes colonization by
these fungi and also in their invasion. In Pulmonary Disease
Clinics patients with COPD are especially susceptible to
contracting Candida infection. In this group of patients
(analogous to the assumed effect of bacteria which colonize
bronchial tree), Candida existence may probably influence the
basic disease progression for example through stimulation and
supporting the chronic inflammatory process in COPD.

Aims: 1. Estimation and comparison of hydrolytic activity
of Candida strains isolated from COPD patients and a healthy
control group. 2. Looking for correlations between hydrolytic
activity of Candida and the stage of COPD (FEVI).

Methods and materials: 53 patients with COPD and 14
healthy subjects from the control group took part in our study.
We used their sputum induced by 4% NaCl solution. Candida
strains were grown on Sabouraud’s ground and identified using
ID C 32 test (bioMérieux). The hydrolytic activity of 19

Streszczenie

Wprowadzenie. Coraz czgstsze wystgpowanie Candida
w organizmie cztowieka spowodowato wigksze zainteresowa-
nie cechami ich patogennosci. Patogennos¢ grzyba, w tym ak-
tywnos¢ enzymatyczna wspotdecyduje o przebiegu zakazenia.
Egzoenzymy hydrolityczne Candida odgrywajq istotng rolg
w osiedlaniu si¢ tych grzybow na btonach sluzowych cztowie-
ka, a takze w dalszej ich inwazji. W Klinice Choréb Ptuc do
grupy ryzyka zakazenia Candida nalezq m.in. chorzy na POChP.
W grupie tej (analogicznie do hipotetycznego wptywu bak-
terii znajdujgcych si¢ w drogach oddechowych), wystgpo-
wanie Candida moze prawdopodobnie mie¢ wptyw na prze-
bieg choroby podstawowej, np. przez stymulowanie i podtrzy-
mywanie przewlektego procesu zapalnego charakterystycznego
dla POChP.

Cel pracy: 1. Ocena i porownanie aktywnosci hydrolitycz-
nej grzybow z rodzaju Candida, wyizolowanych z plwociny
chorych na POChP oraz od grupy kontrolnej osob zdrowych;
2. Proba oceny aktywnosci hydrolitycznej Candida w zalezno-
sci od stopnia zaawansowania POChP.

Material i metody. Badano plwocing indukowanqg 4%
NaCl, pobrang od 53 chorych na POChP oraz od 14 0sob
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Czy aktywnos¢ hydrolityczna grzybow z rodzaju Candida wyizolowanych od chorych na przewlektq obturacyjng chorobe
ptucng (POChP) moze zmieniac si¢ z postgpem choroby podstawowej?

enzymes was estimated in nanomoles of hydrolyzed substrate
using APl ZYM semiquantity test (bioMérieux). The stage of
COPD was estimated according to the PTF criteria on the
basis of spirometry (ABC Pneumo RS system).

Results: 1. Candida strains isolated from COPD patients
showed the activity of 19 enzymes and those isolated from the
control group of 18 from 19 hydrolytic enzymes (no
a-fucosidase activity). 2. Candida strains isolated from COPD
patients showed the highest activity of secretion enzymes such
as leucine arylamidase (median 3.16) and esterase lipase
(median 2.96); activity of a-fucosidase (median 0.15) and
a-chymotripsin (median 0.13) was the lowest. For Candida
strains isolated from the control group, the activity of leucine
arylamidase (median 3.64) and o-glucosidase (median 2.83)
was the highest; the activity of tripsin, o-chymotripsin,
a-galactosidase, [3-galactosidase and o-mannosidase (median
0.7) - the lowest. A difference that is close to significant was
observed in the activity for esterase lipase - p=0.07,
a-mannosidase - p=0.07, a-galactosidase - p=0.06. These
hydrolytic enzymes revealed a higher activity in COPD
patients. 3. We noticed positive significant correlation between
FEVI and N-acetyl-f3-glucosaminidase secretion (p=0.04;
r=+0.41) in mild and moderate stages of COPD. In a group
of patients with semi severe and severe COPD positive
significant correlation between FEVI and leucine arylamidase
activity (p=0.02; r=+0.49) was observed; there was
statistically negative significant correlation between FEVI and
-glucuronidase (p=0.02; r=-0.47) and f3-glucosidase (p=0.03;
r=-0.47) activities.

Conclusion: 1) The strong hydrolytic activity of Candida
strains isolated from COPD patients proves their considerable
pathogenicity. 2) The activity of several enzymes of Candida
is correlated with the stage of the basic disease. 3) The above
facts start a discussion about a potential influence of Candida
present in human airways on the pathogenesis and on the
course of COPD progression.

Key words: COPD, Candida, hydrolases.

Wstep

Grzyby z rodzaju Candida sg szeroko rozpowszechnione
w otaczajacym czlowieka srodowisku. W ostatniej dekadzie
obserwuje si¢ znaczny wzrost liczby zakazeri, wywotanych
przez patogeny grzybicze. Sytuacja ta, wg niektorych auto-
réw zwigzana ma by¢ z wieloma czynnikami predysponuja-
cymi do zakazenia, z nie do konica jasng patogennoscig Can-
dida oraz odpowiedzig organizmu gospodarza na zakazenie
[1-3]. Wigkszos¢ autorow zwraca uwage, ze gtéwnym czyn-
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zdrowych. Szczepy Candida hodowano na podtozu Sabourau-
da i identyfikowano za pomocq testu ID C 32 (bioMérieux).
Aktywnos¢ hydrolityczng okreslano w nanomolach hydrolizo-
wanego substratu, przy uzyciu potilosciowego testu AP ZYM
(firmy bioMérieux) zawierajqcego substraty do oceny 19 hy-
drolaz. Stopieri zaawansowania POChP okreslano wg zaleceri
PTF, na podstawie spirometrii wykonywanej aparatem ABC
Pneumo RS.

Wyniki. 1) Szczepy Candida izolowane od chorych na POChP
wykazywaty aktywnosc wszystkich 19 ocenianych enzymow hydro-
litycznych, natomiast izolowane od grupy kontrolnej wykazywaty
aktywnos¢ 18 enzymow (nie stwierdzono aktywnosci a-fukozy-
dazy). 2) Dla szczepow izolowanych od chorych na POChP naj-
silniejsza byta aktywnos¢ arylamidazy leucylowej (srednia 3,16)
i lipazy esterazowej (srednia 2,96); najstabsza o-fukozydazy
(Srednia 0,15) i a-chymotrypsyny (Srednia 0,13). Dla szczepow
izolowanych od 0sob zdrowych najsilniejsza byta aktywnos¢ ary-
lamidazy leucynowej (srednia 3,64) i a-glukozydazy (Srednia
2,83); najstabsza dla trypsyny, a-chymotrypsyny, a-galaktozy-
dazy, B-galaktozydazy i a-mannozydazy (srednia 0,7). Zblizong
do znamiennej rdznicg aktywnosci stwierdzono w przypadku li-
pazy esterazowej — p=0,07, a-mannozydazy — p=0,07, a-galak-
tozydazy — p=0,06. Enzymy te byty silniej wydzielane u chorych
na POChP. 3) Podczas analizy korelacji migdzy wydzielaniem
enzymow hydrolitycznych a stopniem zaawansowania POChP
stwierdzono, ze w grupie chorych z tagodng i umiarkowang po-
staciq POChP, (FEV; 250% normy) istnieje znamienna staty-
stycznie korelacja dodatia miedzy FEV; a wydzielaniem N-ac-
etyl-B-glukozaminidazy (p=0,04; r=+0,41). W grupie chorych
z postaciq Srednio cigikq i ciezkg POChP (FEV; <50% normy)
zaobserwowano statystycznie istotng korelacje dodatniq miedzy
FEV; a aktywnosciq arylamidazy leucynowej (p=0,02; r=+0,49);
oraz istotng statystycznie korelacje ujemnqg miedzy FEV; a wy-
dzielaniem B-glukuronidazy (p=0,02; r=-0,47)
i B-glukozydazy (p=0,03; r=-0,47).

Whioski. 1) Silna aktywnos¢ hydrolityczna szczepow Candi-
da izolowanych od chorych na POChP swiadczy o ich znacznej
patogennosci. 2) Aktywnos¢ kilku enzymow hydrolitycznych Can-
dida koreluje ze stopniem zaawansowania choroby podstawowej
(POCHP). 3) Stwierdzenie powyZszych zaleznosci otwiera dysku-
sje nad potencjalnym wptywem grzybow rodzaju Candida obec-
nych w drogach oddechowych na patogeneze i przebieg POChP.

Stowa kluczowe: POChP, Candida, hydrolazy.

(PDiA 2003; XX, 3: 148—155)

nikiem odpowiedzialnym za patogennos¢ grzybow drozdzo-
podobnych z rodzaju Candida jest ich aktywnos¢ enzyma-
tyczna [4-6]. Patogenne szczepy Candida produkuja enzymy
hydrolityczne, katalizujace hydrolize wigzan C-O, C-N, C-C.
Utatwia¢ ma to adherencj¢ i inwazj¢ grzyba w giab tkanek
gospodarza, a z drugiej strony moze stymulowac ostabienie
odpowiedzi immunologicznej ograniczajacej zakazenie [7, 8].
Do wydzielanych przez Candida hydrolaz zalicza si¢ estera-
zy, wsréd nich hydrolazy estréw grupy karboksylowej — lipa-

149



Halina Batura-Gabryel, Beata Brajer, Barbara KuZnar, Witold Mtynarczyk

za triacyloglicerolowa i fosfolipaza A,, hydrolazy monoestru
fosforowego — fosfataza kwasna i alkaliczna, hydrolazy estru
siarkowego — sulfatazy; o-glukozydaza, glikozydazy — a-glu-
kozydaza, B-glukozydaza, a-mannozydaza; proteinazy (np.
proteinaza asparaginowa), aminopeptydazy — np. arylamida-
zy, endopeptydazy — proteinazy hydrolizujace wigzania C-N
(np. ureaza) [9, 10].

Do czynnikéw ryzyka zakazenia Candida nalezy m.in.
przewlekta antybiotykoterapia i/lub steroidoterapia, przetrwa-
fe zmiany ptucne w postaci jam i zwldknieri, podawanie leko6w
przez cewniki dozylne, zabiegi chirurgiczne, jak réwniez nie-
wielkie zaburzenia funkcji uktadu immunologicznego, np. po
infekcjach wirusowych lub bakteryjnych [11, 12]. Rozwdj
i przebieg zakazenia zalezny jest zatem od interakcji uktadu
grzyb-gospodarz.

W Klinice Chor6b Ptuc chorzy na POChP nalezg do gru-
py ryzyka zakazenia Candida. Na podstawie badani wlasnych,
prowadzonych wczesniej w Klinice Ftyzjopneumonologii
stwierdzono, ze grzyby te wystepujg w plwocinie u okoto 70%
hospitalizowanych z powodu POChP [13].

Cel pracy

D Poréwnanie aktywnosci hydrolitycznej grzybéw z rodzaju
Candida wyizolowanych z plwociny chorych na POChP oraz
od grupy kontrolnej 0séb zdrowych.

D Préba oceny aktywnosci hydrolitycznej Candida w zalezno-
$ci od stopnia zaawansowania POChP.

Grupy badane

D Chorzy na POChP: 53 osoby w wieku od 41 do 78 lat, sred-
nia wieku 62,5+10 lat. Chorych badano w momencie przy-
jecia do szpitala, w okresie zaostrzenia choroby, po niesku-
tecznym leczeniu ambulatoryjnym.

D Grupa kontrolna: 14 oséb zdrowych w wieku od 21 do 76
lat, srednia wieku 53,8+15 lat. Grupg t¢ stanowily osoby
w dobrym stanie klinicznym, nigdy nieleczone z powodu
choréb przewlektych oraz nieleczone antybiotykami i stero-
idami przez ostatnie 6 mies.

Metody i srodki badawcze

Identyfikacja grzybow z rodzaju Candida
wyizolowanych z plwociny pobranej

od chorych na POChP

i od oso6b zdrowych

Do badania wykorzystano plwocing indukowang 4% NaCl.
Z pobranego od danego pacjenta materialu badano preparat
bezposredni niebarwiony i barwiony metodg Grama. Ocenia-
no postaé grzybni — komérki drozdzopodobne i strzgpki (for-
ma Y i M). Wykonano posiewy in vitro na podtozu Sabourau-
da o sktadzie: 1% peptonu, 1,8% agaru, pH podtoza wynosito
5,6. Do podioza dodany zostat chloramfenikol. Hodowla pro-
wadzona byta przez 24-48 godz. w temp. 37°C. Identyfikacje
gatunkéw szczepéw przeprowadzono za pomocg testu ID C 32
(bioMérieux). Test jest biochemicznym szeregiem identyfika-
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cyjnym grzybow drozdzopodobnych. Jest wystandaryzowany
i zminiaturyzowany. Opiera si¢ na ocenie zdolnosci grzybow
z rodzaju Candida do przyswajania wegla. Do oceny wynikow
testu stosowana byta baza danych firmy bioMérieux. Testy pa-
skowe ID C 32 pozwalajg na identyfikacje 63 gatunkéw grzy-
bow, zaréwno z rodzaju Candida, jak i Cryptococcus, Geotri-
chum, Kloeckera, Rhodotorula, Sacharomyces, Sporobolomy-
ces, Trichosporon.

Okreslenie aktywnosci hydrolitycznej
wyizolowanych szczepoéw Candida

Ocene aktywnosci enzymatycznej przeprowadzono przy
uzyciu testu API ZYM firmy bioMérieux. API ZYM jest p6t-
ilosciowg mikrometodg, pozwalajacg na okreslenie aktywno-
$ci hydrolitycznej, m.in. grzybéw drozdzopodobnych. Zawie-
ra substraty stuzagce do identyfikacji 19 hydrolaz. Oceniane en-
zymy i ich substraty przedstawiono w tab. 1.

Do badania uzyto szczepy Candida z 42-godzinnej ho-
dowli. Z tych szczepéw przy uzyciu densytometru przygoto-
wano zawiesing w wodzie destylowanej, o gestosci 5° w ska-
li McFarlanda. 65 mikrolitréw tej zawiesiny przenoszono do
miseczek paskéw testu API ZYM. Paski nakrywano pokryw-
kg i inkubowano w temp. 37°C przez 4 godz. Po inkubacji do-
dano po 1 kropli ZYM A (o skladzie: Tri-hydroksymetyl-am-
ino-metan 15 g, kwas chlorowodorowy 21 ml, siarczan lauro-
wy 10 g, woda destylowana do 100 ml) oraz ZYM B (o
sktadzie: Fast Blue BB 0,33 g, 2-metoksyetanol do 100 ml)
do miseczek i pozostawiono na 5 min w temperaturze poko-
jowej. Po tym czasie dokonywano odczytu wg intensywnosci
skali barwnej. Zgodnie z zaleceniem producenta stosowano
skalg 5-stopniowg (od 0 do 5 stopni): O — 0 nanomoli, 1 — 5 na-
nomoli, 2 — 10 nanomoli, 3 — 20 nanomoli, 4 — 30 nanomoli,
5 — powyzej 40 nanomoli.

Stopien zaawansowania POChP
okreslano na podstawie badania
spirometrycznego

Spirometri¢ wykonywano aparatem ABC Pneumo RS.
Mierzono natgzong objetos¢ wydechowg pierwszosekundowg
(FEV,), pojemnos¢ zyciowa (VC) i obliczano wskaznik Tiffe-
neau (FEV;%/VC). Badanie wykonywano az do uzyskania
trzech poprawnych technicznie krzywych, opisujacych prébe
nasilonego wydechu [14]. Spirometri¢ wykonywaty wykwali-
fikowane osoby, wykonujace stale to badanie. Normy spiro-
metryczne przyjeto wg Europejskiej Wspélnoty Wegla i Stali
[15]. Nasilenia obturacji oskrzeli kwalifikowano wg zalecen
Polskiego Towarzystwa Ftyzjopneumonologicznego (PTF)
[16]. Obturacje oskrzeli rozpoznawano jesli FEV/VC<70%
naleznej normy i klasyfikowano jako stopiefi I — posta¢ tagod-
ng (FEV, >80% N), stopien II — posta¢ umiarkowana
(50<FEV, <80% N), stopienn IIl — posta¢ Sredniocigzka
(B30<FEV,; <50% N), posta¢ IV — posta¢ ciezka (FEV| <30% N).

Badania spirometryczne wykonano u 46 oséb. U 6 0s6b
nie wykonano badania ze wzgledéw technicznych, jednak
chorzy ci spetniali kryteria POChP. W zwiagzku z powyzszym,
w tej grupie réwniez analizowano aktywnos¢ hydrolityczna
Candida.
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Czy aktywnos¢ hydrolityczna grzybow z rodzaju Candida wyizolowanych od chorych na przewlektq obturacyjng chorobe
ptucng (POChP) moze zmieniac si¢ z postgpem choroby podstawowej?

Tab. 1. Zestawienie enzyméw hydrolitycznych i ich substratéw

Numer enzymu Nazwa enzymu

Hydrolizowany substrat

1. fosfataza zasadowa 2-naftylofosforan

2. esteraza (C4) 2-naftylomaslan

3. lipaza esterazowa (C8) 2-naftylokapronian

4. lipaza (C14) 2-naftylomirystylan

5. arylamidaza leucylowa L-leucylo-2-naftyloamid

6. arylamidaza walinowa L-walino-2-naftyloamid

7. arylamidaza cystynowa L-cystynylo-2-2naftyloamid

8. trypsyna N-benzylo-DL-arginino-2-naftyloamid
9. a-chymotrypsyna N-glutarylo-fenyloalanino-2-naftyloamid
10. fosfataza kwasna 2-naftylofosforan

11. fosfohydrolaza naftolowa-AS-B naftylo-AS-BI-fosforan

12. a-galaktozydaza 6-Br-2-naftylo-o-D-galaktopiranoza
13. B-galaktozydaza 2-naftylo-B-D-glukopiranoza

14. B-glukuronidaza naftolu-AS-BI-B-D-glukuronid

15. a-glukozydaza 2-naftylo-o-D-glukopiranoza

16 B-glukozydaza 6-Br-2-naftylo-B-D-glukopiranoza

17. N-acetyl-B-glukozaminidaza 1-naftylo-N-acetylo-B-glukozyloamid
18. o-mannozydaza 6-Br-2-naftylo-o-mannopyranozydaza
19. a-fukozydaza 2-naftylo-a-L-fukopiranoza

Analiza statystyczna

Poréwnywano intensywnos¢ wydzielania enzymow hydro-
litycznych przez grzyby z rodzaju Candida, wyizolowane od
chorych na POChP oraz od os6b zdrowych stosujac test Man-
na-Whitney’a, natomiast korelacje migdzy aktywnoscig hydro-
lityczng a stopniem zaawansowania POChP za pomocg testu
Spearmana. Analiz¢ przeprowadzono przy uzyciu programu
Statistica 5.0.

Wyniki

Wszystkie szczepy Candida izolowane od chorych na
POCHP, jak i od 0s6b zdrowych wykazywaty aktywnos¢ en-
zymatyczng. Wyniki badania przedstawiono w tab. 2.

W grupie chorych na POChP grzyby z rodzaju Candida
wydzielaty 19 enzyméw hydrolitycznych. Najsilniej (srednia
>3 w skali od 0-5) wydzielane byly arylamidaza leucynowa
(Srednia aktywnos¢ 3,8) i lipaza esterazowa (Srednia aktyw-
nos¢ 3,16), oraz stabiej esteraza (2,96), a-glukozydaza (2,77)
i arylamidaza walinowa (2,03). Srednia aktywnos¢, mieszcza-
cg si¢ w skali 0-5 pomigdzy 1-2 wykazywaly takie enzymy,
jak fosfataza kwasna (1,79), fosfataza zasadowa (1,5), fosfo-
hydrolaza naftolowa AS-B (1,5), N-acetyl-f3-glukozaminida-
za (1,2), lipaza (1,15), arylamidaza cystynowa (1,03). Niska
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intensywnos¢ wydzielania, ponizej 1 w skali 1-5, zaobserwo-
wano dla enzyméw B-glukozydazy (0,73), B-glukuronidazy
(0,58), B-galaktozydazy (0,43), a-galaktozydazy (0,39),
a-mannozydazy (0,33), trypsyny (0,26), a-fukozydazy (0,15),
a-chymotrypsyny (0,13). W badaniu kontrolnym (pierwszy
dotek na pasku API ZYM) wszystkie wartosci byly ujemne.

Szczepy Candida wyizolowane od grupy kontrolnej os6b
zdrowych charakteryzowaty si¢ wydzielaniem 18 sposréd 19
oznaczanych hydrolaz. Najsilniej (Srednia >3 w skali od 0-5)
wydzielana byta arylamidaza leucylowa (Srednia aktywnosé
3,64) oraz a-glukozydaza (2,83), stabiej esteraza (2,8) i lipa-
za esterazowa (2,7). Srednig aktywnos¢ mieszczaca sie w ska-
li 0-5 pomiedzy 1-2 wykazywaty takie enzymy, jak fosfohy-
drolaza naftolowa AS-B (1,64), fosfataza zasadowa (1,5), fos-
fataza kwasna (1,35), arylamidaza walinowa (1,15), lipaza
(1,14). Obserwowano matg intensywnos¢, ponizej 1 w skali 1-
5, nastgpujacych enzyméw arylamidazy cystynowej (0,85),
B-glukozydazy (0,5), N-acetyl-f3-glukozaminidazy (0,42). Bar-
dzo niskg aktywnos¢ enzymatyczng (Srednia réwna 0,07) wy-
kazywaly trypsyna, a-chymotrypsyna, o-galaktozydaza, [3-ga-
laktozydaza i o-mannozydaza. Nie stwierdzono aktywnosci o.-
fukozydazy. W badaniu kontrolnym (pierwszy dotek na pasku
API ZYM) wszystkie wartosci byly ujemne.

Poréwnano wydzielanie enzyméw hydrolitycznych przez
szczepy Candida, wyizolowane od chorych na POChP oraz od
0s6b zdrowych. Wyniki przedstawiono na rycinie 1.
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Tab. 2. Aktywnos¢ hydrolityczna szczepéw Candida wyizolowanych od chorych na POChP i od 0s6b zdrowych

AKktywnosé Odsetek szczepow, ktore wykazaly aktywnosé enzymow hydrolitycznych
hydrolityczna
skala 0-5 I I I v \Y VI Vil Vil IX X XI XII X1 X1V XV XVI  XVII XVIl XIX
[nanomole]
Szczepy wyizolowane od chorych na POChP
0-(0) 24,5 1,8 1,8 32 5,6 5,6 43,4 79,2 86,8 5,6 5,6 67,9 73,5 64,1 5,6 58,5 52,8 77,3 | 84,9
1 -(5) 358 | 16,9 0 37 13,2 39,6 30,1 18,8 13,2 47,1 60,4 28,3 18,8 18,8 11,3 22,6 16,9 16,9 | 15,1
2-(10) 22,6 | 20,7 22,6 188 20,7 16,9 13,2 0 0 24,5 16,9 0 1,8 13,2 33,9 7.5 7,5 1,8 0
3-(20) 3.8 15,1 434 7,5 16,9 20,7 5,6 0 0 11,3 11,3 37 37 1,8 15 9.4 7.5 1,8 0
4-(30) 7.5 339 20,7 1,9 41,5 16,9 7.5 1,9 0 75 5,6 0 0 1,8 16,9 1,8 9.4 1,8 0
5 —(240) 5,6 11,3 11,3 1.9 1.9 0 0 0 0 37 0 0 1,88 0 16,9 0 5,6 0 0
$rednia +SD 1,50+ 2,96+ | 3,16+ 1,15+ 3,80+ 2,03+ 1,03+ 0,26 0,13+ 1,79+ 1,50+ 0,39+ | 0,43+ 0,58+ 2,77+ 0,73+ 1,20+ | 0,33+ | 0,15+
+1,41 | 1,37 | %0,97 1,13+ 1,32 x1,24 +1,22 +0,65 +0,34 1,20 +0,97 +0,69 | 0,95 +0,93 +1,46 +1,08 1,63 | 0,78 | +0,36
Szczepy wyizolowane od 0s6b zdrowych
0-(0) 28,6 0 0 35,7 0 14,3 35,7 92,9 92,9 14,3 14,3 92,9 92,9 85,7 7.1 57.1 78,5 92,9 0
1-(5) 28,6 | 143 0 35,7 0 57,1 42,8 7,1 7,1 57,1 50 7,1 7,1 7,1 14,3 37,1 7,1 7,1 0
2-(10) 14,3 | 28,6 57,1 143 214 7.4 214 0 0 21,4 14,3 0 0 0 14,3 7,1 7,1 0 0
3-(20) 21,4 | 28,6 21,4 7,1 21,4 7.4 0 0 0 0 7,1 0 0 7,1 35,7 0 7,1 0 0
4 - (301 7,1 14,3 14,2 7,1 28,6 14,3 0 0 0 0 7,1 0 0 0 7,1 0 0 0 0
5-(>40) 0 14,3 7,1 0 28,6 0 0 0 0 14,3 7,1 0 0 0 21,4 0 0 0 0
Srednia +SD 1,50+ 2,80+ | 2,70+ 1,14+ 3,64+ 1,15+ 0,85+ 0,07+ 0,07+ 1,35+ 1,64+ 0,07 | £0,07+ 0,28+ 2,85+ 0,5+ 042+ | 0,07+ | 0=
+1,34 | £1,29 | +0,99 1,23 1,15 1,29 0,77 +0,27 0,27 =*1,21 145 +0,27 | %0,27 +0,82 +1,56 +0,65 0,93 | 0,27 | =0
Poréwnanie ns ns p =0,07 ns ns ns ns ns ns ns ns p=0,06 ns ns ns ns ns p=0,07| ns
statystyczne
(M-W)
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Czy aktywnos¢ hydrolityczna grzybow z rodzaju Candida wyizolowanych od chorych na przewlektq obturacyjng chorobe
ptucng (POChP) moze zmieniac si¢ z postgpem choroby podstawowej?
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Ryc. 1. Por6wnanie aktywnosci hydrolitycznej Candida wyizolowanych od chorych na POChP i od oséb zdrowych

Nie stwierdzono statystycznie znamiennych réznic w ak-
tywnosci enzymatycznej Candida w badanych grupach. Zbli-
zong do znamiennej réznic¢ stwierdzono w przypadku naste-
pujacych enzymoéw: lipazy esterazowej — p=0,07, o.-manno-
zydazy — p=0,07 i a-galaktozydazy — p=0,06. Enzymy te byly
silniej wydzielane przez szczepy Candida wyizolowane od
chorych na POChP.

Na podstawie spirometrycznych stwierdzono, ze u 46 cho-
rych na POChP wskaznik Tiffeneau (FEV|%/VC) byt nizszy
od 70% wartosci naleznej. Ze wzgledu na stan kliniczny, cho-
rych na POChP podzielono na 2 grupy. Jedng grupg stanowi-
ty 24 osoby w stadium tagodnym i umiarkowanym
(FEV250% N); druga — 22 osoby w stadium srednio ci¢zkim
i ciezkim (FEV; <50% N).

Przeprowadzono analiz¢ korelacji migdzy wydzielaniem
enzyméw hydrolitycznych przez szczepy Candida a stopniem
zaawansowania POChP (test Spearmana). Stwierdzono, ze
w grupie chorych, u ktérych wystepuje posta¢ fagodna i umiar-
kowana (FEV >50% N), istnieje znamienna statystycznie ko-
relacja dodatnia migdzy FEV a wydzielaniem N-acetyl-B-glu-
kozaminidazy (p=0,04; r=+0,41). Natomiast u chorych w sta-
dium Srednio ciezkim i ciezkim (FEV,;<50% N)
zaobserwowano statystycznie istotng korelacj¢ dodatnig mig-
dzy FEV, a wydzielaniem arylamidazy leucynowej (p=0,02 —
r=+0,49); oraz istotng statystycznie korelacje ujemna migdzy
FEV1 a wydzielaniem B-glukuronidazy (p=0,02; r=-0,47) i
B-glukozydazy (p=0,03; r=-0,47).
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Omoéwienie

Grzyby drozdzopodobne, do ktérych nalezg szczepy
Candida, moga wystepowaé w srodowisku i organizmie
cztowieka nie wywotujac objawéw klinicznych [17]. Kolo-
nizacja grzybami moze by¢ efektem czynnikéw predyspo-
nujacych do ich wzrostu i rozwoju, moze towarzyszy¢ lub
wyprzedza¢ chorobg podstawowg, wreszcie poprzedzaé lo-
kalne zakazenie objawowe lub wysiew uogélniony. Trudne
jest zatem rozstrzygniecie, kiedy dochodzi do rozprzestrze-
niania grzybéw na powierzchni skory, sluzéwek i do inwa-
zji w giab organizmu, jak réwniez okreslenie czynnikéw ma-
jacych na to wptyw [18, 19].

Chorobotwdérezosé Candida jest funkcjg wielu wspoétdzia-
tajacych determinant. Obejmujg one kolonizacj¢ bton $luzo-
wych przez komensalne blastospory, namnazanie prowadzace
do zwigkszenia ich liczby na powierzchni nabtonkéw i sluzé-
wek. Dochodzi do adherencji, aktywacji enzymow, uszkodze-
nia tkanek i odpowiedzi zapalnej [20, 21].

Sposréd réznych determinant patogennosci Candida, do
najwazniejszych nalezy aktywnos¢ enzymatyczna [22]. Can-
dida wytwarza duzg liczbg enzymdw, majacych wptyw na
przebieg infekcji grzybiczej. Wydzielane przez Candida lipa-
zy (np. esteraza, lipaza esterazowa, lipaza) sg uwazane za
szczegdlnie istotne w pierwszej fazie infekcji. Umozliwiaja
one, wraz z glukozydazami dostarczenie grzybom wegla, nie-
zbednego do dalszego ich wzrostu i rozwoju infekcji [4]. Pro-
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teinazy przyczyniajg si¢ do uszkodzenia komdrek nabtonka
i inwazji w giab tkanek przez degradacj¢ keratyn i kolagenu
[23]. Wydzielanie kwasnych proteinaz ma chroni¢ komérke
grzyba przed fagocytozg przez komorki gospodarza [24]. Fos-
fataza alkaliczna, N-acetyl-B-glukozaminidaza, a-mannozy-
daza hamuja migracj¢ neutrofiléw do ognisk zapalnych [8].
Aktywnos¢ enzymatyczna moze zatem decydowac o zachwia-
niu réwnowagi uktadu grzyb-gospodarz na korzys$¢ Candida.

Na rozwdj infekcji Candida wptywaja réwniez czynniki
do niej predysponujace. W przypadku chorych na POChP czyn-
nikami tymi sg, m.in. przewlekla steroidoterapia i/lub antybio-
tykoterapia, stare zmiany plucne (jamy i zwidknienia), czeste
hospitalizacje w tym réwniez podawanie lekéw przez cewni-
ki dozylne [25]. Na wzrost ryzyka zakazenia Candida wptywa
réwniez stan immunologiczny chorego na POChP. W przebie-
gu tej choroby dochodzi bowiem do nadprodukcji sluzu, zmian
nabtonka oskrzeli i przebudowy ich scian. Nadprodukcja slu-
zu spowodowana jest przez pobudzenie przerosnigtych gru-
czotéw sluzowych oraz przez wzrost liczby komérek kubko-
wych w wyniku dziatania mediatoréw zapalnych [26, 27]. Do-
chodzi do metaplazji ptaskonabtonkowej urzgsionych komérek
nabtonka oddechowego, ktéra prowadzi do uposledzenia kli-
rensu Sluzowo-rzgskowego, a tym samym do uposledzenia usu-
wania grzybow z powierzchni bton sluzowych. Zaburzona jest
réwniez funkcja granulocytéw obojetnochtonnych, komérek
petnigcych kluczowa role w wewnatrzkomérkowej fagocyto-
zie Candida [28].

Celem przedstawionej pracy byto poréwnanie aktywnosci
hydrolitycznej grzybéw z rodzaju Candida, wyizolowanych
z plwociny chorych na POChP oraz od oséb zdrowych. Pod-
jeto réwniez prébe oceny aktywnosci hydrolitycznej Candida
w zaleznosci od stopnia zaawansowania POChP. Chorych na
POChP zakwalifikowano do badania ze wzgledu na czgste wy-
stepowanie Candida, stwierdzone w trakcie wczesniejszych
badan. Grupe kontrolng stanowily osoby w dobrym stanie kli-
nicznym nieleczone z powodu choréb przewlektych oraz nie-
leczone antybiotykami i steroidami przez ostatnie 6 mies.

Szczepy Candida wyizolowane od obu badanych grup wy-
kazywaly aktywnos¢ wielu enzyméw. W grupie chorych na
POChP szczepy te wydzielaty 19 enzymdw hydrolitycznych.
Szczepy Candida wyizolowane od grupy kontrolnej oséb zdro-
wych charakteryzowaly si¢ wydzielaniem 18 sposréd 19 ozna-
czanych hydrolaz (a-fukozydaza byta nieaktywna). Aktywnosé
tych szczep6w w obu grupach byta znacznie bardziej nasilona,
anizeli aktywnos¢ szczepu wzorcowego Candida 1-45 opisy-
wanego przez Bialasiewicz (wydzielanie 9 enzymoéw) [29].

W trakcie poréwnywania aktywnosci poszczeg6lnych en-
zymow hydrolitycznych, zauwazono réznice w nasileniu wy-
twarzania niektérych z nich. Zblizong do znamiennej staty-
stycznie roznicg stwierdzono w przypadku lipazy esterazowej
(p=0,07), o-mannozydazy (p=0,07) i o-galaktozydazy
(p=0,06). Enzymy te byly silniej wydzielane przez szczepy
Candida, wyizolowane od chorych na POChP. Na duzg aktyw-
nos¢ grzybéw wyizolowanych od chorych na POChP wptyw
majg opisane wyzej czynniki ryzyka, oraz stan immunologicz-
ny gospodarza (w tym réwniez uposledzona funkcja granulo-
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cytéw obojetnochtonnych krwi, stwierdzona wczesniej w ba-
daniach wtasnych jednego z autoréw pracy) [30]. Aktywnosé
duzej liczby enzyméw hydrolitycznych wydzielanych przez
szczepy Candida izolowane od oséb zdrowych, moze by¢
zwigzana z przystosowaniem si¢ grzybow do przetrwania w or-
ganizmie gospodarza [31].

Kolejnym etapem analizy byta préba odpowiedzi na pyta-
nie, czy aktywnos¢ enzymatyczna Candida zmienia si¢ zalez-
nie od stopnia zaawansowania choroby podstawowej (POChP).
Stwierdzono, ze u chorych na POChP w stadium tagodnym
i umiarkowanym (FEV;>50% N) istnieje znamienna statystycz-
nie korelacja dodatnia migdzy FEV | a wydzielaniem N-acetyl-
B-glukozaminidazy (p=0,04; r=+0,41). Aktywnos¢ tego enzy-
mu, wydzielanego przez szczepy Candida, ma hamowac mi-
gracje neutrofiléw do ognisk zapalnych i ostabia¢ aktywnosé
granulocytéw oboje¢tnochtonnych. Jest to przejawem walki
Candida o przetrwanie w organizmie gospodarza [13]. Aktyw-
nos¢ neutrofiléw jest bowiem jednym z najwazniejszych czyn-
nikéw ograniczajacych rozwdéj infekcji grzybiczej [28]. W gru-
pie chorych, bedacych w stadium Sredniociezkim i ciezkim
choroby podstawowej (FEV| <50% N) zaobserwowano staty-
stycznie istotng korelacje dodatnig migdzy FEV, a wydziela-
niem arylamidazy leucynowej (p=0,02; r=+0,49); oraz istotng
statystycznie korelacje ujemng miedzy FEV, a wydzielaniem
f-glukuronidazy (p=0,02; r=-0,47) i -glukozydazy (p=0,03;
r=-0,47). W grupie chorych korelacje dotycza enzyméw odpo-
wiedzialnych za przygotowanie substancji odzywczych, nie-
zbednych do wzrostu i namnazania Candida, poprzedzajacych
inwazje grzyba w glab blony sluzowe;j [4].

Wyniki sugeruja, ze w zaleznosci od stopnia zaawansowa-
nia POChP, dominuje aktywnos$¢ réznych enzymoéw hydroli-
tycznych wydzielanych przez szczepy Candida obecne w dro-
gach odechowych. Ttumaczy¢ to mozna rézna iloscia czynni-
koéw ryzyka zakazenia, stanem klinicznym, r6znym stopniem
uposledzenia sprawnosci uktadu immunologicznego w zalez-
nosci od stadium zaawansowania procesu chorobowego, jak
réwniez mozliwosciami przystosowawczymi Candida. Powyz-
sze stwierdzenie to dos¢ daleko idace wnioski. Interpretacja
przedstawionych wynikéw jest trudna, ze wzgledu na ztozo-
nos$¢ problemu oddziatywania poszczeg6lnych elementow pa-
togennosci na przebieg infekcji Candida.

Whioski

D Silna aktywno$¢ hydrolityczna szczepéw Candida izolowa-
nych od chorych na POChP §wiadczy o ich znacznej pato-
gennosci.

D Aktywnos¢ kilku enzyméw hydrolitycznych Candida jest
zwigzana ze stopniem zaawansowania choroby podstawo-
wej (POChP).

D Stwierdzenie powyzszych zaleznosci otwiera dyskusje nad
potencjalnym wptywem Candida, obecnych w drogach od-
dechowych na patogenezg i przebieg POChP.
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