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Biofilm tworzony przez grzyby — struktura, quorum sensing,
zmiany morfogenetyczne, opornos¢ na leki'

Biofilm caused by fungi — structure, quorum sensing,
morphogenetic changes, resistance to drugs

Magdalena Nowak', Piotr Kurnatowski'?

'Katedra Biologii i Genetyki Medycznej, Uniwersytet Medyczny, Plac J. Hallera 1, 90-647 £.6dZ
’Katedra Biologii Medycznej, Uniwersytet Warmifisko-Mazurski, ul. Zotnierska 14 ¢, 10-561 Olsztyn

Adres do korespondencji: Magdalena Nowak, Katedra Biologii i Genetyki Medycznej, UM, Plac. Hallera 1,
90-647 L6dz

ABSTRACT. Formation of fungal biofilms in patients with implanted biomedical prosthesis constitutes very serious
clinical problems. The biofilm can lead to dysfunction of implanted material and can be a reservoir for chronic and sys-
temic infections. Numerous investigations demonstrated differences in quantity and structure of biofilms that had been
formed by various species of fungi belonged to Candida genus. Stages of biofilm formations had been examined care-
fully in in vitro conditions. Biofilm formation begin with adhesion of fungi to the surface, microcolonies are formed
subsequently. At the end of the process, extracellular material is excreted, and its formula, that is various in different
fungi Candida species, contribute to its resistance to antifungal drugs. Farnesol and tyrosol are two quorum-sensing mo-
lecules. They are acting inversely, regulating formation of ,,germ tubes” and influencing morphogenetic conversion be-
tween yeast and filamentous forms, which plays a very important role in pathogenicity and formation of biofilm. Drug
resistance of fungi from Candida has been shown to create a very important clinical problem. Many experiments in vi-
tro confirm significantly lower activity of antifungal drugs toward Candida biofilm than toward Candida, in the form
of planctonic cells. Surprisingly, some non-steroidal anti-inflammatory drugs can inhibit biofilm formation.
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Wstep

Wiele mikroorganizméw w ich naturalnym sie-
dlisku przylega do okreslonej powierzchni tworzac
tzw. biofilm. Ma on ogromne znaczenie, poniewaz
oszacowano, ze znaczny odsetek infekcji wywota-
nych przez drobnoustroje u ludzi zwigzanych jest
Z jego tworzeniem si¢, zwlaszcza na biomedycz-
nych implantach, takich jak: sztuczna zastawka ser-
ca, cewnik moczowy, silikonowe implanty piersio-
we, protezy stawOw czy protezy gtosowe [1-5].

Grzybem tworzacym biofilm jest m.in. Candida
albicans, ktory jest takze najczgstszym czynnikiem
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etiologicznym kandydoz narzagdowych i uogdlnio-
nych u ludzi. W ostatnich latach zaobserwowano ta-
kze rosnacy (niemal dwukrotnie wigkszy) udziat ga-
tunkéw innych niz Candida albicans, takich
jak: C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis czy
C. tropicalis [6]. Przyczyng tego zjawiska moze by¢
szeroko rozpowszechnione stosowanie lekéw prze-
ciwgrzybiczych z grupy azoli, co w konsekwencji
prowadzi do powstania szczepdw opornych i spra-
wia, ze Smiertelnos¢ pacjentéw z kandydemig do-
chodzi nawet do 40%, a w przypadku grzybic narzg-
dowych do 90%! [7].

Istnieje szereg czynnikdéw sprzyjajacych rozwo-
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jowi grzybicy. Nalezg do nich niedobory immunolo-
giczne pierwotne (uwarunkowane genetycznie) oraz
wtorne (nabyte). Grzybicom sprzyjaja: gtéd i niedo-
bory pokarmowe, choroby nowotworowe i autoim-
munologiczne, zaburzenia przemiany materii i gru-
czotéw dokrewnych, zesp6t AIDS, terapia sSrodkami
immunosupresyjnymi, cytotoksycznymi oraz leka-
mi antykoncepcyjnymi, a takze leczenie chirurgicz-
ne, takie jak: transplantacje, hemodializa, cewniko-
wanie, wszczepianie tkanek i protez [8].

Biofilm i jego struktura

Réinice w budowie biofilméw utworzonych
przez rézne gatunki grzybéw z rodzaju Candida

Na podstawie oznaczen suchej masy, badan ko-
lorymetrycznych oraz analiz radioizotopowych wy-
kazano réznice w budowie biofilméw utworzonych
przez rézne gatunki grzybow z rodzaju Candida.
Szczepy C. parapsilosis, C. kefyr oraz C. glabrata
produkujg stabszy biofilm w poréwnaniu do C. albi-
cans [1]. Z drugiej strony zaobserwowano, ze ga-
tunki inne niz Candida albicans, szczeg6lnie C. tro-
picalis 1 C. parapsilosis moga wytwarza¢ znaczng
mas¢ biofilmu, jesli byly uprzednio hodowane
na podlozu zawierajacym 8% glukozg. Zjawisko to
stwarza ryzyko wystgpienia kandydemii u pacjen-
tow zywionych pozajelitowo, poniewaz stezenie
glukozy w podawanych roztworach jest zazwyczaj
wysokie [9].

Kuhn i wsp. [2] oceniali biofilmy réznych gatun-
kéw grzybéw z rodzaju Candida na powierzchniach
bioprotetycznych. Autorzy stwierdzili obfitsze wy-
twarzanie biofilmu przez C. albicans w poréwnaniu
z C. parapsilosis, C. glabrata, czy C. tropicalis.
Oceniajac inwazyjne i nieinwazyjne szczepy Candi-
da albicans okazalo si¢, ze szczepy inwazyjne wy-
kazywaly obfitszy wzrost biofilmu o mniejszej ak-
tywnosci w poréwnaniu ze szczepami nieinwazyj-
nymi, ktére produkowaly mniej biofilmu, ale bar-
dziej aktywnego. Na podstawie badania mikrosko-
powego wykazano réznice w budowie zalezng
od gatunku; biofilm Candida albicans sktada sig¢
z podstawowej warstwy blastospor, pokrytej macie-
rzg zbudowang z egzopolisacharydéw oraz strzepek,
natomiast utworzony przez C. parapsilosis ma
mniejsza objetos¢ 1 zbudowany jest wylgcznie ze
zbitych w jedng masg¢ blastospor.

Henriques i wsp. [10] zaobserwowali, ze nie
wszystkie gatunki grzybéw moga wytwarzaé doj-
rzaty biofilm, np. Saccharomyces cerevisiae przyle-

ga do powierzchni, ale nie tworzy biofilmu; zdol-
nos¢ do tworzenia biofilmu jest jedng z cech pato-
gennosci grzybéw z rodzaju Candida. Podczas ba-
dania wytworzonych przez C. albicans i C. dubli-
niensis biofilméw zaobserwowano, ze ich biomasa
wzrasta z czasem, natomiast aktywnos¢ maleje. Zja-
wisko to najprawdopodobniej zwigzane jest z wy-
stepowaniem biofilmu zbudowanego z kilku
warstw, przy czym warstwa podstawowa moze nie
by¢ tak aktywna, jak powierzchnia. Tworzenie si¢
pseudostrzgpek uznane jest za jeden z czynnikéw
patogennosci rodzaju Candida, ktéry determinuje
m.in. przyleganie.

Al-Fattani i wsp. [11] poréwnywali macierze
biofilméw utworzone przez Candida albicans
i Candida tropicalis. Okazato si¢, ze macierze te
zbudowane sg z weglowodandw, biatek, heksoza-
min, kwasu fosforowego oraz kwasu uronowego.
Jednak dominujgcym skiadnikiem macierzy biofil-
mu utworzonego przez C. albicans jest glukoza, na-
tomiast w przypadku C. tropicalis — heksozamina.
Na podstawie wykazanych réznic autorzy ci stwier-
dzili, ze sktad macierzy biofilmu jest waznym czyn-
nikiem w jego opornosci na leki przeciwgrzybicze.

Istotnym czynnikiem wplywajacym na wzrost
tworzgcego si¢ biofilmu jest rodzaj kolonizowanej
powierzchni. Hawser i wsp.[1] poréwnywali two-
rzenie si¢ biofilmu Candida albicans na réznych
materiatach, z ktérych wykonane sg cewniki. Zaob-
serwowali oni obfitszy wzrost biofilmu na po-
wierzchni lateksowej i elastomerze silikonowym
w poréwnaniu z materiatem wykonanym z poli-
chlorku winylu. Na powierzchni poliuretanowej i si-
likonowej ilos¢ wytworzonego biofilmu byta znacz-
nie mniejsza. Struktura biofilmu Candida albicans
tworzona na réznych materiatach rézni si¢ i jest za-
lezna od rodzaju powierzchni [12].

Chandra i wsp. [13] zbadali etapy tworzenia si¢
biofilmu na dwdéch réznych materiatach: polimeta-
krylanie metylu (produkt polimeryzacji estru mety-
lowego kwasu metakrylowego) — wykorzystywane-
go do konstrukcji protez i silikonowym elastome-
rze — modelowym materiale wykorzystywanym
do produkcji cewnikéw, czy protez gtosowych.

Zaobserwowano, ze formowanie si¢ biofilmu
na powierzchni polimetylmetakrylowej oraz siliko-
nowym elastomerze przebiega w trzech odlegltych
rozwojowo fazach:

1. wczesna (~0-11 h),

2. posrednia (~12-30 h),

3. dojrzewania (~38-72 h).

Przez pierwsze dwie godziny wigkszos¢ komo-
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rek C. albicans wystepuje w postaci blastospor, kt6-
re przylegajag do powierzchni. Po uptywie trzech,
czterech godzin pojawiajg si¢ wyrazne mikrokolo-
nie. Jeszcze przed uptywem jedenastu godzin C. al-
bicans tworzy grubg warstwe utworzong z agreguja-
cych komérek na nieréwnosciach powierzchni mo-
delu doswiadczalnego. Faze posrednig charaktery-
zuje pojawienie si¢ materialu pozakomoérkowego.
Podczas ostatniej fazy, wraz z czasem inkubacji,
wzrasta ilos¢ materialu pozakomérkowego, az
do momentu catkowitego pokrycia powierzchni
przez komorki grzyba. Eksperyment zostal wykona-
ny, po uprzednim namnazaniu komorek grzyba
w podlozu stymulujagcym wzrost blastospor (YNB)
oraz stymulujagcym wzrost strzgpek (RPMI 1640).
Po uptywie 72 godzin okazalo sig, ze tak powstale
biofilmy nie r6znia si¢ znaczgco, biorac pod uwage
suchg biomasg, czy aktywnos¢ metaboliczng. Otrzy-
mane dane sugeruja, ze zaréwno forma blastospor,
jak i strzepek umozliwia tworzenie biofilmu, ktére-
go struktura jest podobna i jak wykazano w mikro-
skopie fluorescencyjnym nie zalezy od stosowanego
podioza stymulujacego wzrost poszczegdlnych po-
staci morfologicznych.

Komérki C. albicans, ktére rosng na silikono-
wym elastomerze tworzg zlewajgcg si¢ warstwe
spéjnie utozonych blastospor. W fazie dojrzewania
blastospory tworzg warstwe o grubosci 10-12 pm,
pokrytg obfitg macierza (o grubosci okoto 450 um),
sktadajaca si¢ z materialu pozakomérkowego oraz
elementéw strzepek, pochodzacych z warstwy pod-
stawowej, nastepnie przenikajacych przez materiat
pozakomérkowy i wystepujacych zardwno w sa-
siedztwie blastospor, jak i na calej grubosci biofil-
mu.

Poréwnujac biofilm C. albicans otrzymany z do-
zylnego cewnika od pacjenta z fungemia, z biofil-
mem otrzymanym w warunkach in vitro, przekona-
no sie, ze obydwa sg morfologicznie podobne, majg
wysoce heterogenng strukturg, a material pozako-
moérkowy nie jest wykrywany na wczesnym etapie
ich tworzenia si¢ [13].

QS w biofilmie C. albicans

Jednym z waznych mechanizméw regulujacych
czynnosci zyciowe oraz aktywnos$¢ metaboliczng
mikroorganizméw jest system quorum sensing
(QS). System ten jest dobrze poznanym mechani-
zmem wewngtrzgatunkowego oraz migdzygatunko-
wego komunikowania si¢ bakterii. Postuluje sig¢
réwniez jego znaczacg rolg w przypadku tworzenia

si¢ biofilmu grzybiczego. Wykazano, ze C. albicans
posiada zdolnos¢ transformacji morfologicznej ko-
morek paczkujgcych do strzgpek i ta cecha jest jed-
nym z waznych czynnikéw determinujacych zjadli-
wos¢. Czgsteczka sygnatowg dla tego gatunku jest
farnezol — organiczny zwigzek chemiczny z grupy
alkoholi seskwiterpenowych. Gromadzenie si¢ far-
nezolu blokuje zmian¢ morfologiczng z komorek
paczkujacych do formy strzepek w przypadku
znacznego zaggszczenia komorek. Ponadto egzo-
genny farnezol hamuje tworzenie si¢ ,,germ tubes”,
normalnie inicjowane przez surowicg¢, aminokwas
proling oraz N-acetyloglukozamine [14].

Po przeniesieniu hodowli C. albicans na swieze
podioze, zauwazono znaczne opdZnienie wzrostu
grzyba. ,,Faza opdZnienia” (ang. ,lag phase”) jest
znoszona przez dodanie pozywki pochodzacej ze
znacznie zaggszczonej hodowli, ktéra zawiera ak-
tywny sktadnik — tyrozol, uwalniany stale do po-
zywki w czasie wzrostu grzyba. Tyrozol (etanolo-2
[4-hydroksyfenylo] etanol), pochodna tyrozyny, jest
kolejng czasteczka sygnalowa C. albicans, ktora
dziata przeciwstawnie do farnezolu. W odpowied-
nich warunkach tyrozol sprzyja tworzeniu si¢ ,,germ
tubes”. Wynika z tego, ze morfogeneza C. albicans
jest regulowana przez tyrozol (stymulacja) oraz far-
nezol (hamowanie) [15].

Badania Alem i wsp. [14] dowiodly, ze tyrozol
jest produkowany zaréwno przez biofilm C. albi-
cans, jak réwniez przez pojedyncze komoérki grzy-
ba, przy czym biofilm wydzielal przynajmniej 50%
wigcej tyrozolu niz pojedyncze komoérki. Autorzy ci
zbadali efekty tyrozolu i farnezolu pochodzenia eg-
zogennego na tworzenie si¢ biofilmu. Dodanie far-
nezolu we wczesnym etapie hamowato tworzenie
biofilmu (farnezol blokuje zmian¢ komérek paczku-
jacych C. albicans, natomiast nie zapobiega wydtu-
zaniu si¢ uprzednio utworzonych strzepek). W odré-
znieniu od farnezolu, dodanie tyrozolu w poczatko-
wym etapie powstawania biofilmu nie wywierato
zadnego wplywu na jego tworzenie si¢. Dojrza-
ty, 48-godzinny biofilm, ktéry wzrastal, w obecno-
$ci badZ braku tyrozolu, miat podobng budowe mor-
fologiczng, natomiast zaobserwowano, ze tyrozol
wzmagal tworzenie si¢ strzepek miedzy drugg
a sz6stg godzing rozwoju. Przypuszcza si¢, ze po-
dobnie jak farnezol, egzogenny tyrozol dziala tylko
na wczesna faze tworzenia si¢ biofilmu, zanim za-
czng tworzy¢ si¢ strzepki.

Aby zbada¢ wzgledne znaczenie tyrozolu i far-
nezolu na tworzenie si¢ biofilmu dodano jednocze-
$nie obydwa zwigzki w fazie poczgtkowej procesu.
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Zahamowanie tworzenia si¢ biofilmu przez wyzsze
stezenie farnezolu (1mM) bylo nie zmienione przez
tyrozol badany w réznych st¢zeniach, wigczajac ste-
zenie ekwimolarne. Ponadto biofilm utworzony
w obecnosci farnezolu i tyrozolu skladal sig
w gltéwnej mierze z komorek paczkujacych, co po-
twierdza wnioski, ze farnezol ma dominujacy
wplyw na morfologi¢ komorki.

Znaczenie fizjologiczne tyrozolu i farnezolu
w warunkach in vivo najprawdopodobniej zalezne
jest od ich poszczegdlnych stezein w odpowiednim
etapie tworzenia si¢ biofilmu oraz od st¢zenia czg-
steczek QS, ktére inicjuja lub hamujg ekspresj¢ ge-
now.

Aby zbada¢ wzgledne stg¢zenia tych czgsteczek
produkowanych na réznych etapach tworzenia si¢
biofilmu, zbadano supernatanty. Otrzymane wyniki
sugeruja, ze aktywnos¢ tyrozolu przewyzsza aktyw-
nos¢ farnezolu po 14 godzinach, natomiast po upty-
wie 24 h jest odwrotnie. Ponadto produkcja farnezo-
lu zwieksza si¢ znacznie podczas fazy péznej two-
rzenia biofilmu (48 do 72 h). Wyniki badaii Alem
i wsp. [14] sugeruja, ze tyrozol pobudza tworzenie
si¢ strzgpek podczas fazy wczesnej i posredniej roz-
woju biofilmu, natomiast farnezol moze petic klu-
czowy role w fazie pdznej poprzez pobudzanie
uwalniania komdrek paczkujacych z biofilmu
i umozliwianie rozprzestrzenienia si¢ komodrek
grzybéw w celu kolonizacji nowych powierzchni.

Przypuszcza sig, ze istniejg inne czasteczki QS,
ktére takze uczestniczg w rozwoju biofilmu. Feny-
loetanol i tryptofol sg to dwa inne, obok tyrozolu, al-
kohole aromatyczne produkowane przez C. albi-
cans. Udowodniono ich dziatanie hamujace na two-
rzenie si¢ ,,germ tubes” i rozwdj biofilmu w wyso-
kich stezeniach [15].

Zmiany morfogenetyczne w procesie two-
rzenia si¢ biofilmu C. albicans

Odwracalna zmiana morfogenetyczna z formy
komérek paczkujacych do formy strzgpek zdaje si¢
odgrywacd istotng rolg¢ w chorobotwoérczosci i two-
rzeniu biofilmu. Dowiedziono, ze strzepki sg nie-
zbednym elementem, ktéry stabilizuje biofilm oraz
tworzy strukture warstwowa dojrzalego biofilmu
[16], aczkolwiek formy morfologiczne, sa zdolne to
tworzenia biofilmu. Baillie i wsp. [16] badali nie
zmutowane oraz zmutowane szczepy C. albicans,
niezdolne do tworzenia strzepek lub wytwarzajace
tylko strzgpki. Na podstawie badain w mikroskopie
elektronowym, skaningowym zauwazono, ze nie

zmutowany szczep Candida albicans utworzony
na krazkach cewnikowych sktadat si¢ z dwéch wy-
raznych warstw: warstwy podstawowej ze Scisle
ulozonymi blastosporami oraz potozonej na niej
luZnej warstwy strzgpek. Biofilm utworzony przez
zmutowany szczep nie zawierat strzgpek i charakte-
ryzowal si¢ wystepowaniem tylko podstawowej
warstwy blastospor, natomiast mutant nie wytwa-
rzajacy blastospor tworzyt biofilm zbudowany
z grubszej warstwy strzgpek, ktéry mozna bylo z ta-
twoscig usunaé z badanej powierzchni. Dane te su-
gerujg, ze podstawowa warstwa komorek odgrywa
istotng role w ,,zakotwiczeniu si¢” biofilmu Candi-
da na odpowiedniej powierzchni [16].

Aby przekona¢ sie¢, czy zdolnos¢ do tworzenia
strzepek jest niezbednym czynnikiem do tworzenia
si¢ biofilmu Ramage i wsp. [17] poréwnywali zmu-
towane i nie zmutowane szczepy C. albicans, nie-
zdolne do tworzenia strzepek. Badania w mikrosko-
pie elektronowym, skaningowym wykazaty, ze mu-
tanty deltaefgl i deltacphl/deltaefgl nie byly zdol-
ne do wytworzenia strz¢pek i nie utworzyty biofil-
mu, ale warstwe luZno przymocowanych do po-
wierzchni, wydtuzonych komérek [18].

Opornos¢ na leki przeciwgrzybicze

Na podstawie wielu badan wykazano, ze wraz ze
wzrostem biofilmu rosnie jego opornos¢ na leki
przeciwgrzybicze [16, 19-23].

Hawser i wsp. [19] zbadali wrazliwos¢ biofil-
mu C. albicans utworzonego in vitro na krazkach
cewnikowych z polichlorku winylu, na r6zne leki
przeciwgrzybicze: amfoterycyne B, flucytozyne,
itrakonazol, flukonazol oraz ketokonazol. Dla po-
rownania okreslili takze dzialanie lekéw przeciw-
grzybiczych na pojedyncze komérki grzyba. Okaza-
to sie, ze wszystkie leki wykazaty znacznie mniej-
szg aktywnos$¢ w stosunku do biofilmu (48-godzin-
nego) niz w stosunku do C. albicans w postaci po-
jedynczych komoérek. Najbardziej skutecznym oka-
zal sie flukonazol (MIC=0,4 pg/ml), natomiast naj-
stabszg aktywnos¢ wykazata amfoterycyna B
(MIC=1,3 pg/ml).

Chandra i wsp. [20] oceniali zaleznos¢ miedzy
stopniem rozwoju biofilmu na silikonowym elasto-
merze a opornoscig biofilmu Candida na leki prze-
ciwgrzybiczne. Wyznaczono MIC dla réznych le-
koéw: amfoterycyny B, nystatyny, flukonazolu
i chlorheksydyny w poszczeg6lnych fazach wzrostu
biofilm. W fazie przejsciowej wartos¢ MIC dla am-
foterycyny B, flukonazolu, nystatyny i chlorheksy-
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dyny wynosita odpowiednio 0,5; 1, 8 oraz 16 pug/ml.
Wraz ze wzrostem biofilmu wartos¢ MIC stopnio-
wo wzrastalta. Po uptywie 72 h badany szczep C. al-
bicans byl wysoce oporny a wartos¢ MIC wynosity
odpowiednio: 8, 128, 32 oraz 256 pg/ml. Stopniowe
narastanie opornosci zwigzane byto ze wspodlistnie-
jacym wzrostem aktywnosci metabolicznej rozwija-
jacego si¢ biofilmu [20, 21].

Zbadano takze wrazliwos¢ biofilmu Candida al-
bicans, utworzonego na podtozu wykonanym z po-
limetakrylanu metylu, wykorzystywanego do pro-
dukcji protez zebowych, na wybrane leki przeciw-
grzybicze. W poréwnaniu do C. albicans wystepu-
jacego w postaci pojedynczych komorek, biofilm
wykazal opornos¢ wobec amfoterycyny B, nystaty-
ny, flukonazolu i chlorheksydyny [22].

Kuhn i wsp. [21] zbadali biofilmy utworzone
przez rézne gatunki grzybéw z rodzaju Candida
na elastomerze silikonowym. W przypadku C. albi-
cans zaobserwowali szybki wzrost opornosci bada-
nych szczepéw na flukonazol, natomiast te same
szczepy, ktére rosty w postaci pojedynczych komé-
rek zachowaly wrazliwos¢.

Odrgbnie sprawdzano wrazliwos¢  biofil-
méw C. albicans i C. parapsilosis powstatych
na elastomerach silikonowych na leki o dzialaniu
przeciwgrzybiczym. Okazalo si¢, ze grzyby tworzg-
ce biofilmy wykazywaly opornos¢ na flukonazol,
nystatyng¢, chlorheksydyne, terbinafing, amfoterycy-
n¢ B, worikonazol oraz rawukonazol. Natomiast
forma liposomalna amfoterycyny B, kompleks lipi-
dowy amfoterycyny B, kaspofungina i mikafungi-
na byly aktywne wobec biofilméw wytworzonych
przez te gatunki. Zwraca uwage fakt, ze bio-
film C. parapsilosis w poréwnaniu do biofil-
mu C. albicans okazat si¢ tak samo oporny na wy-
zej wymienione leki przeciwgrzybicze, mimo
znacznie mniej skomplikowanej budowy oraz wy-
twarzania znacznie mniejszej ilosci substancji poza-
komoérkowej [20, 21].

Lewis i wsp. [24] badali biofilmy C. albi-
cans, C. glabrata oraz C. parapsilosis (produkujacy
Sluz) tworzone in vitro na centralnych cewnikach
dozylnych. Sprawdzono wrazliwos¢ biofilmow
na amfoterycyne B, flukonazol oraz worikonazol.
Okazato si¢, ze amfoterycyna wykazata najwieksza,
a flukonazol najmniejsza aktywnos$¢ wobec zbada-
nych szczepéw. Zauwazono takze, ze wprawdzie
wszystkie leki hamowaty wzrost grzybéw, jednakze
nie udatlo si¢ catkowicie wyeliminowac ich koloni-
zacji.

W innych badaniach sprawdzano wplyw nieste-

roidowych lekéw przeciwzapalnych na synteze cy-
klooksygenazo-zaleznych prostaglandyn grzybi-
czych, a w konsekwencji na tworzenie si¢ biofil-
mu C. albicans. W doswiadczeniu uzyto mate kra-
zki cewnikowe zbudowane z polichlorku winylu
oraz nastgpujace NLPZ: kwas acetylosalicylowy,
etodolak, diklofenak, celekoksyb, nimesulid, ibu-
profen, meloksykam, indometacyn¢ oraz piroksy-
kam. Zaobserwowano, ze prawie wszystkie zbadane
leki (oprécz indometacyny i piroksykamu) w steze-
niach 1 mM hamowaty tworzenie si¢ biofilmu. Naj-
silniej dziatal kwas acetylosalicylowy, etodolak
oraz diklofenak. Zauwazono réwniez, ze bada-
na w stgzeniach farmakologicznych aspiryna, zale-
znie od zastosowanej dawki, hamuje tworzenie si¢
biofilmu [25]. Ten sam zesp6t w innych badaniach
potwierdzit skutecznos¢ kwasu acetylosalicylowe-
go, diklofenaku i etodolaku wobec wydzielanych
przez komorki C. albicans prostaglandyn. Doswiad-
czenie przeprowadzono na szczepach C. albicans
oraz ich morfologicznych mutantach z zablokowa-
nymi dwiema $ciezkami sygnatowymi (cphl/cphl
efgl/efgl). Szczepy-mutanty produkowaly prosta-
glandyny w podobnych ilosciach co szczepy rodzi-
cielskie, natomiast biofilm sktadat si¢ jedynie z ko-
morek drozdzopodobnych. Otrzymane dane sugeru-
ja, ze wydzielanie prostaglandyn przez C. albicans
moze by¢ znaczacym czynnikiem patogennosci
w infekcjach zwigzanych z tworzeniem si¢ biofilmu
[26].

Stepanovic i wsp. [27] otrzymali podobne wyni-
ki skutecznosci hamowania tworzenia biofilmu wy-
twarzanego przez C. albicans i inne gatunki (C. ke-
fyr, C. glabrata, C. guilliermondii oraz C. parapsi-
losis) przez kwas acetylosalicylowy. Wartos¢ MIC
dla zbadanego leku zawierata si¢ w granicach
2,17-8,67 mM, natomiast najnizsze st¢zenie grzy-
bobdjcze kwasu acetylosalicylowego dla zbadanych
szczepoéw grzyboéw wynosito od 4,33 do 8,67 mM.

Podsumowanie

Tworzenie si¢ biofilmu grzybiczego u pacjentow
z wezepionymi biomedycznymi implantami stanowi
bardzo powazny problem kliniczny. Powstaty bio-
film moze powodowac nie tylko dysfunkcje wsz-
czepionego implantu, ale stanowi takze potencjalny
rezerwuar lub Zrédlo dla przewlektych i uogélnio-
nych infekcji [28].

Liczne badania wykazaty réznice w biofilmach
tworzonych przez rézne gatunki grzybéw z rodzaju
Candida. Doktadnie zbadano tez etapy tworzenia
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si¢ biofilmu Candida albicans w warunkach in vi-
tro, ktérego formowanie si¢ odbywa si¢ etapowo,
poczawszy od procesu przylegania do powierzchni,
tworzenia si¢ mikrokolonii i wydzielania materialu
pozakomoérkowego, ktérego sktad, w zaleznosci
od gatunku grzyba tworzacego biofilm, stanowi
istotny czynnik decydujacy o opornosci na leki
przeciwgrzybicze.

Czasteczki sygnalowe systemu quorum sen-
sing — farnezol i tyrozol, dziatajac przeciwstawnie
reguluja morfogenezg komoérek paczkujacych
do formy strzgpek oraz wptywajg na tworzenie si¢
»Zerm tubes”, co wplywa na chorobotwérczosé
grzyboéw i zdolnos¢ tworzenia biofilmu.

Bardzo istotnym problemem klinicznym, zwig-
zanym z tworzeniem si¢ biofilmu grzybiczego, jest
opornos¢ grzybéw z rodzaju Candida na standardo-
wo stosowane leki przeciwgrzybicze. Badania in vi-
tro potwierdzajg znacznie mniejszg aktywnos¢ anty-
mikotykéw w stosunku do biofilmu niz w stosunku
do C. albicans w postaci pojedynczych komérek.
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