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ABSTRACT. Characteristics of phenotypic specific and intraspecific features of fungal strains
isolated from the organ ontocenoses in patients after renal transplantation. The aim of present study
was to describe 60 specific and intraspecific features of fungal strains isolated from the organ
ontocenoses: oral cavity, rectum and genital organs in 32 patients undergoing permanent
immunosupression after renal transplantation. Fungal strains identified using API 20 C and API
20 C AUX (bioMérieux). The activity of 19 hydrolases was investigated using API ZYM. Among
41 strains of fungi the following were found: Candida albicans (31 strains), C. glabrata (5), C.
guilliermondii (2), C. krusei (2) and Saccharomyces cerevisiae (1). The number of fungal strains
isolated from the oral cavity was the highest (21), less numerous from rectum (12) and the least
from the genital organs (8). The enzymograms were described for all strains and the highest activity
was noted in case of: e, — leucine arylamidase, e;, — phosphatase acid, e; — esterase (C4), e,,
— naphtol-AS-Bl-phosphohydrolase. The activity of these enzymes is connected with higher
pathogenicity of C. albicans strains.

Key words: fungal strains, renal transplantation.

WSTEP

W pismiennictwie spotyka si¢ dane o czgstszym niz w innych grupach osob,
wykrywaniu grzybéw wsrdd pacjentéow poddanych immunosupresji po prze-
szczepach narzadow. Nie ma jednak dokladniejszej informacji o wlasciwos-
ciach szczepéw izolowanych z tych inwazji.

Celem pracy byla wigc charakterystyka 60 cech fenotypowych, gatun-
kowych i wewnatrzgatunkowych szczepow grzybéow wyodrebnionych z wy-
branych ontocenoz pacjentow po przeszczepach nerek.
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MATERIAL I METODY

Materiat do badani pochodzit z ontocenoz jamy ustnej, odbytu, pochwy
u kobiet oraz napletka u mezczyzn. Grupe badana stanowilo 32 pacjentow
z przeszczepami nerek pozostajacych pod stala opieka Kliniki Nefrologii od
chwili przeszczepu nerki, tj. od 5 do 106 miesigcy (Kurnatowska i wsp. 2002)

Badania mikologiczne obejmujace 60 cech fenotypowych, gatunkowych
i wewnatrzgatunkowych szczepow grzybow — przeprowadzono wg schematu
opracowanego w Katedrze, do ktérego w ostatnich latach wprowadzono dla
zbadania wybranych wlasciwosci biochemicznych testy firmy bioMérieux (API
20 C, API 20 C AUX, API ZYM); do analizy cech gatunkowych wykorzys-
tywano zasade numerycznej identyfikacji (Kurnatowska 1995).

Tabela 1. Zestawienie badanych testem API ZYM (bioMérieux) enzymow hydrolitycznych iich

substratow

::r Enzym Hydrolizowany substrat pH l](::;?z.
1 Kontrola
e, Fosfataza zasadowa 2-naftylofosforan 85 3.131
e; Esteraza (C4) 2-naftylomaslan 65 3.1L16
e, Lipaza esterazowa (C8) 2-naftylokapronian TS 3.1k
e; Lipaza (Cl4) 2-naftylomirystylan 5 30k
e, Arylamidaza leucynowa L-leucylo-2-naftyloamid 7,5 341114
e, Arylamidaza walinowa L-walinylo-2-naftyloamid 7,5 3.1.41.11.14
ey Arylamidaza cystynowa L-cystynylo-2-naftyloamid 7,5 34.11.14
eq Trypsyna N-benzylo-DL-arginino-2-naftyloamid 8,5 3.4.44
e,y «-chymotrypsyna N-glutarylo-fenyloalamino-2-naftyloamid 7,5 3.4.45
e,; Fosfataza kwasna 2-naftylofosforan 54 ,3.1.32
e,, Fosfohydrolaza naftolowa AS-BI Naftolu-AS-BI-fosforan 54/ 31331
e,; a-galaktozydaza 6-Br-2-naftylo-z-D-galaktopiranoza 54 32122
€,4 P-galaktozydaza 2-naftylo-B-D-galaktopiranoza 54 32123
€,s P-glukuronidaza Naftolu-AS-BI-B-D-glukuronid 54 32131
e, a-glukozydaza 2-naftylo-z-D-glukopiranoza 54 32120
e;; P-glukozydaza 6-Br-2-naftylo-B-glukopiranoza 54 32121
e, N-acetylo-B-glukozyloamidaza 1-naftylo-N-acetylo-B-D-mannopiranoza 5,4 3.2.1.50
e, «-mannozydaza 6-Br-2-naftylo-z-D-mannopiranoza 54 32124
e, «-fukozydaza 2-naftylo-a-L-fukopiranoza 54 3.2.151

* wg Nomenclature Committee of International Union of Biochemistry and Molecular Biology
(1992)

Opis pobierania i hodowli materialu podano w pracy Kurnatowskiej i wsp.
(2002). Preparaty kontrolne wykonywano po 5—10 i dalszych 10 driach,
posiewy pozostawiano pod obserwacja do 4 tygodni. Stwierdzenie w hodow-
lach elementéw grzyba i wielokrotne przesiewanie materialu na Swieze stale
podloze Sabourauda pozwolito na wyizolowanie aksenicznych szczepow,
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z pojedynczych kolonii. Szczepy te wysiewano na plytki Petriego z agarem
Sabourauda i pozostawiano w temperaturze pokojowej, a nastgpnie oceniano:
cechy makroskopowe kolonii (struktura, kolor, polysk, powierzchnia, brzeg
i inne); cechy mikroskopowe grzyba (preparaty, mikrohodowle na podtozach
wybidrezych); cechy biochemiczne (zymogramy, auksanogramy), pozwalajace
rozpozna¢ gatunki grzybow, z uwzglednieniem ich kodéw. Sposrod dalszych
cech wewnatrzgatunkowych wybrano do analizy 19 hydrolaz, zestawionych
w Tabeli 1.

Test API ZYM przeprowadzono i odczytano zgodnie z instrukcja produ-
centa. Aktywnos¢ enzymow okreslano w nanomolach hydrolizowanego sub-
stratu — wg intensywnosci reakcji barwnej, w skali pigciostopniowej, a miano-
wicie: 0 — brak reakcji, | — 5 Nmol, 2 — 10 Nmol, 3 — 20 Nmol, 4 — 30
Nmol, 5 — 40 Nmol i powyzej. Uwzgledniajac wszystkie wykryte enzymy
sporzadzono dla poszczegdlnych szczepoéw enzymogramy. Odrebnie analizo-
wano wartos$ci Srednie aktywnosci tych enzyméw dla Candida albicans.

WYNIKI

Oceniajac makroskopowo kolonie 41 szczepow grzybéw na agarze Sabou-
rauda stwierdzono, ze wszystkie sa biale — w miarg starzenia moga byé
kremowe lub szarawe — blyszczace, o roznej strukturze powierzchni i tylko
2 szczepy wyroznily si¢ postrzepionym brzegiem, przypominajacym ,mréz na
szybie”. W mikrohodowlach u 35 szczepoéw opisano pseudostrzepki, u wszyst-
kich — blastospory; 31 szczepow charakteryzowalo si¢ tez zdolnoscia tworze-
nia chlamydospor oraz ,germ tubes” (w obecnosci surowicy ludzkiej). Trzeba
dodaé, ze 5 szczepéw nie tworzylo pseudostrzepek, w badaniach mikro-
skopowych wykrywano tylko komorki wegetatywne i blastospory ukladajace
si¢ w krotkie tancuszki. Wigkszos¢ badanych szczepdw wstepnie zakwalifiko-
wano do gatunku Candida albicans, wszystkie poddano testom biochemicz-
nym.

Analizujac wlasciwosci fermentacyjne (zymogram) réznicowanych 41 szcze-
pow stwierdzono, ze wszystkie fermentuja glukoz¢ (GLU), za$ nie fermentuja
laktozy (LAC), niektore fermentuja galaktoze (GAL), maltoz¢ (MAL), rafinoze
(RAF) lub trehaloz¢ (TRE); doktadne dane zawiera Tabela 2.

Charakteryzujac w dalszym ciagu te same szczepy, wykazano przyswajanie
wegla (auksanogram) z glukozy (GLU) przez wszystkie oraz przez wickszosé
z galaktozy (GAL), maltozy (MAL), sacharozy (SAC) i trehalozy (TRE);
wazniejsze dane podano w Tabeli 3.

W oparciu o przedstawione cechy morfologiczne i wlasciwosci biochemicz-
ne rozpoznano 5 gatunkow grzybow, ktore zestawiono w Tabeli 4.

W dalszej szczegblowej analizie biochemicznych cech gatunkowych — sto-
sujac zasad¢ numerycznej identyfikacji — dla Candida albicans stwierdzono
trzy rézne kody wsroéd szczepéw z jamy ustnej, dwa z odbytu oraz dwa
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Tabela 2. Fermentacja cukréw (A — zymogram) oraz przyswajanie wegla (B — auksanogram)
z wybranych zwiazkéw podczas roznicowania gatunkow (test API 20 C)

A
GLU GAL MAL SAC LAC RAF TRE MEL 0 INO Gatunki
Ag (A) Ag A - - — - - —  C. albicans
Ag 53 = = = i Ag - - — C. glabrata
Ag (A) =t (A) = (A) - A - —  C. guilliermondii
Ag — =s = = - - - - — C. krusei
Ag (A) Ag Ag - (A) + - - — 8. cerevisiae
B
GLU GAL MAL SAC LAC RAF TRE MEL CEL ACT Gatunki
+ St + + — = + - - + C. albicans
+ {2 e ol 15 a + e - — C. glabrata
+ + + + + + + + + +  C. guilliermondii
i ) s - = = = - - — C. krusei
+ + &4 ik = +/—= /= - - —  S. cerevisiae

Objasnienia: A — fermentacja $rednia, (A) — fermentacja staba, Ag — fermentacja pelna, ACT
— akridon, CEL — celobioza, GAL — galaktoza, GLU — glukoza, INO — inozytol, LAC
— laktoza, MAL — maltoza, MEL — melobioza, 0 — kontrola, RAF — rafinoza, SAC
— sacharoza, TRE — trehaloza.

Tabela 3. Przyswajanie wegla (auksanogram) z wybranych zwigzkow (A i B) podczas roznicowania
gatunkow (test API 20 C AUX)

A
0 GLU GLY 2KG ARA XYL ADO XLT GAL Gatunki
- i ix + - + + + + C. albicans
= s ff— o= —_ = - - — C. glabrata
— - - -+ + + - + +  C. guilliermondii
— i 4/ — = —_ - - - —  C. krusei
& a e - - = - +/—= + 8. cerevisiae

B

INO SOR MDG MEL LAC MAL SAC TRE MLZ RAF Gatunki

= o s = o= + + - - —  C. albicans
= = = = e - - + - — C. glabrata
o - + + = + + -+ & +  C. guilliermondii
— - 18 = = - - - — — C. krusei
e = h= | = - + + + +/—  + 8. cerevisiae

Objasnienia: ADO — adonotol, ARA — L-arabina, GAL — galaktoza, GLU — glukoza, GLY
— glicerol, INO — inozytol, 2KG — 2-keto-D-glukonian, LAC — laktoza, MAL — maltoza,
MDG — L-metylo-D-glukozol, MEL — melobioza, MLZ — melezytoza, 0 — kontrola, RAF
— rafinoza, SAC — sacharoza, SOR — sorbitol, TRE — trehaloza, XLT — ksylitol, XYL
— D-ksyloza
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Tabela 4. Gatunki grzybéw wyodrebnionych z ontocenoz jamy ustnej (A), odbytu (B), narzadow

plciowych (C)
Liczba szczepéw
Gatunek A B C
C. albicans (Robin, 1853), Berkhout 1923 18 7 6
C. glabrata (Andersen, 1917), Meyer et Yarrow, 1978 2 2 1
C. guilliermondii Langeron et Guerra, 1938 1 0 1
C. krusei (Castellani, 1910), Berkhout 1923 0 2 0
S. cerevisiae Hansen, 1883 0 1 0

z narzadow plciowych; identycznosé kodow szczepow wyodregbnionych z roz-
nych ontocenoz tych samych pacjentéw byla wysoka (89,5%). Dla szczepow
Candida glabrata i Candida guilliermondii zgodno$¢ zapiséw kodowych byta
peina (100%); dane na ten temat umieszczono w Tabeli 5.

Tabela 5. Kody szczepéw wyodrebnionych z ontocenoz jamy ustnej (A), odbytu (B), narzadéw

plciowych (C)
Kody szczepow Kody szczepow Kody szczepow
Gatunek (A) (B) ©)
C. albicans 2 776 174 (5)* 2776 174 (2) 2 776 174 (3)
2 776 175 (1)
2 576 174 (12) 2 576 174 (5) 2 576 174 (3)
C. glabrata 2 000 000 (1) 2 000 044 (2) 2 000 044 (1)
2 000 000 (1)
C. guilliermondii 6 756 377 (1) 6 756 377 (1)
C. krusei 6 000 104 (1)
2 000 004 (1)
S. cerevisiae 2 040 074 (1)

* W nawiasach podano liczbg szczepow o takim samym zapisie kodowym

Charakteryzujac enzymogramy u szczepdéw Candida albicans wyizolowa-
nych z ontocenozy jamy ustnej, dla kazdego szczepu zapisywano aktywnosc
kolejnych hydrolaz, ktore oznaczono w tescie API ZYM: enzymogramy te
zestawiono w Tabeli 6. Z tego przegladu enzymograméw wynika, ze liczba
tworzacych je enzyméw wahala si¢ od 7 do 10, najwigcej bylo SZCZepow
o zapisic 9-10 enzyméw. Wszystkie oznaczone szczepy Candida albicans
charakteryzowaly si¢ aktywnoscia fosfatazy zasadowe; (e,), esterazy (e,), lipazy
esterazowej (e,), arylamidazy leucynowej (e;) i walinowej (e;) 1 fosfatazy
kwasnej (e,,); pozostale hydrolazy wystgpowaly tylko w czgdci szczepow.

Nastgpnie w ten sam sposob zapisano enzymogramy szczepow Candida
albicans wyizolowanych z ontocenoz odbytu i narzadéw plciowych; dane na
ten temat podano w Tabeli 7.
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Tabela 6. Charakterystyka enzymogramow wykazanych
u szczepow Candida albicans wyizolowanych z ontoce-

nozy jamy ustnej

Nr szczepu K* Enzymogramy

1 0 e; e;e, e5¢; €554 €53 1y

5 0 e, e e €€y €y €13 C1q C1p

7 0 e, eye,eqe; 858 €13 By €45
9 0 e, e;e, e5¢€; €5 €3 8

11 0 e, e e € €€ € €

12 0 e;e; e e ¢€; € €, C4

13 0 e; e;e eqe; €58 €13 Eyg

15 0 e;e,e, e5e;8e; €,

18 0 e, e; e, €€, €5 €5y €13 €46
20 0 e, e e €566 €13 €6 €5p
21 0 e; e5 € €€ €5 €1 €3 Eig E1g
23 0 e; e;e, €66, €y 63 Ey6
27 0 e, e;5e, €€ € €3 €16 C1
29 0 e; e;e, €€, €y €y €4 Eyg
31 0 e €56, e, €, €5 €€
34 0 e,e;e €, € €,

37 0 e € e €€ € €3 €44
40 0 e;e, e e € ;€6 Cig

*kontrola

Tabela 7. Charakterystyka enzymograméw wykazanych u szczepow Candida albicans wyizolowa-
nych z ontocenozy odbytu (B) i narzadéw piciowych (C)

Nr szczepu Enzymogramy Nr szczepu Enzymogramy
(B) (B) © ©
10 €, €3 €4 €5 €, €); €5 €15 By 2 €, €3 €, €5 €; €5 €); €13 By Gy
14 €, €3 €4 €5 €; €); €3 €y 6 €; €3 €4 €5 8 €5 €, €13 €15 Cyg
22 €; €3 €4 €6 €9 €5y €13 €14 Cyp 8 €, €3 €4 €5 €9 By €, €15 €45 By
24 €, €3 €, €5 €9 €yy €53 €4 33 €, €3 €4 € B¢ €7 €y €4y
32 €, €3 €, €5 €; €y, €3 €15 €y 36 €, B3 €4 €5 €7 €1y €43 €16 Cyg
38 €3 €, €6 €7 €y, €3 €15 €49 39 €y €4 € €, €y €5 €1 g
41 €3 €4 €6 €7 €y €13 €14 By

Warto zwrocié uwage, ze wszystkie hydrolazy (e, €4.€q, €7, €5, €42,), ktore
wystepowaly w szczepach z jamy ustnej wykazaly aktywno$¢ rowniez w szcze-
pach z ontocenozy odbytu i narzadéw plciowych; taczna liczba aktywnych
enzym6w dla poszczegolnych szczepéw wyniosta 7—10.

Poréwnujac aktywnos¢ zbadanych hydrolaz rozpatrzono wyniki ok. 800
prob, kontrolujac reakcje pojedynczego enzymu w kazdym zbadanym szczepie.
Dla poszczegblnych hydrolaz obliczono s$rednie wartosci aktywnosci en-
zymatycznej, uwzgledniajac wszystkie szczepy wyizolowane z okreslonej on-
tocenozy; dane na ten temat zestawiono w Tabeli 8.
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Tabela 8. Srednie wartosci aktywnosci poszczegolnych hydrolaz (Nmol) obliczone dla szczepow
Candida albicans wyodrgbnionych ze zbadanych ontocenoz

Enzym Jama ustna Odbyt Narzady piciowe
s 10,71 5,0 11,25
€, 16,2 15,0 16,3
e, 7,86 1.5 1.5
s 0 0 0
g 35,7 34,17 38,75
8 6,43 542 6,25
; 1,19 0 1,25
ey 0 0 0
€10 0 0 0
e 26,9 24,17 26,88
€3 15,0 12,08 11,25
€13 0 0 0
Bix 0 0,42 0
€15 0 0 0
€6 6,67 4.2 7]
ei; 0 0,83 0
€ 333 1,25 7.5
Cig 0 0 0
€ig 0 0 0

Jak wynika z tych danych sposréd 19 ocenianych enzyméw hydrolitycz-
nych najwyzsza aktywnos¢é wykazano u wszystkich szczepéw — niezaleznie od
ich umiejscowienia w ustroju pacjenta — dla arylamidazy leucynowej (es:
43,17-38,75 Nmol), fosfatazy kwasnej (e,,: 24,17-26,88 Nmol), esterazy (e,:
15-16,3 Nmol) oraz fosfatazy naftolowej AS-BI (e,,: 11,25-15,0 Nmol). Srednia
aktywnos¢ zas charakteryzowala arylamidaze walinowa (e,: 5,42-6,43 Nmol),
a takze a-glukozydaze (e, 4,2-7,5 Nmol). Najnizsze wartosci otrzymano dla
arylamidazy cystynowej (eq: 1,19-1,25 Nmol) — nie wykrywanej w szczepach
ontocenozy odbytu, dla B-glukozydazy (e,,: 0,83 Nmol) wystepujacej tylko
w tej ontocenozie, podobnie jak B-galaktozydazy (e,,). Natomiast dla zadnego
szczepu nie wykazano aktywnosci lipazy (C14; es), trypsyny (e,), a-chymotryp-
syny (e,,), a-galaktozydazy (e,,), B-glukuronidazy (e,s), a-mannozydazy (e, )
i a-fukozydazy (e,,).

Wysoka warto$¢ §rednia uzyskana dla arylamidazy leucynowej, fosfatazy
kwasnej, esterazy oraz fosfatazy naftolowej swiadczy o duzej chorobotworczo-
sci zbadanych szczepéw C. albicans pochodzacych od pacjentéw po prze-
szczepie nerki. Trzeba dodac, ze okresowo u wszystkich tych oséb obser-
wowano w jamie ustnej zmiany blony §luzowej — podniebienia, wewnetrznej
powierzchni policzkow oraz jezyka - utrudniajace przyjmowanie pokarméw.
Ponad polowa z nich podawala w wywiadzie swiad odbytu oraz swiad
i pieczenie narzadow piciowych.
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DYSKUSJA

Zarazenia grzybami sa czgstym powiklaniem leczenia immunosupresyj-
nego, ktoremu poddawani sa chorzy po przeszczepach narzadow miazszowych,
w tym takze nerek (Grossi i wsp. 2000). Wiaze si¢ z nimi zwigkszone ryzyko
utraty przeszczepionej nerki oraz wyzszej smiertelnosci w przypadkach uogol-
nionej fungemii (Hadley i Karchmer 1995, Altiparmark 2002). Wedtug roznych
autorOw najczgstszym rodzajem izolowanym w przebiegu uogolnionej inwazji
grzybiczej jest Candida, a w dalszej kolejnosci Aspergillus (Paya 1993, Nampo-
ory i wsp. 1996, Abbott i wsp. 2001).

W naszych badaniach podjelismy oryginalny temat, ktory nie byt dotych-
czas przedmiotem publikacji: charakterystyka fenotypowych cech gatunko-
wych i wewnatrzgatunkowych szczepow grzybow, wyodrebnionych z trzech
ontocenoz (jamy ustnej, odbytu oraz narzadow plciowych) pacjentow po
przeszczepach nerek, pozostajacych pod stala opieka Kliniki Nefrologii.
U Zzadnego z pacjentow nie obserwowano cech uogolnionej grzybicy. Nato-
miast u wigkszosci z nich wystgpowaly przedmiotowe i podmiotowe objawy
miejscowego zarazenia grzybami. Zastosowano wlasny system badania i anali-
zy 60 cech fenotypowych kazdego wyodrgbnionego z ustroju pacjenta szczepu
grzyba (Kurnatowska 1995; Kurnatowska i Kwasniewska 1998).

Analiza kodow szczepow pieciu gatunkow grzybow (Candida albicans, C.
glabrata, C. guilliermondii, C. krusei oraz Saccharomyces cerevisiae) wyodrgb-
nionych z réznych ontocenoz tych samych pacjentow wykazala pelna ich
zgodnosc w 95%, co wskazuje na wewnatrzosobnicza transmisj¢ tych mikroor-
ganizmow. Warto dodac, ze Candida albicans byla obserwowana przez Kusne
i wsp. 1994 w tresci zoladkowej i dwunastniczej u 63% chorych po przeszczepie
watroby; u 10% rozpoznano inwazj¢ Candiada krusei, zas u 7% Candida
glabrata.

Opisanie enzymogramow i Srednich wartosci aktywnosci 19 hydrolaz
w badaniach dotyczacych cech wewnatrzgatunkowych pozwolito z kolei
wykry¢ wysoka aktywnos¢ czterech enzymow, swiadczaca o duzej patogenno-
§ci grzybow wyodrebnionych z trzech badanych ontocenoz pacjentow po
przeszczepie nerki.
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