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Streszczenie

Wystepowanie struktur biofilmu stanowi najczestszy rodzaj wzrostu drobnoustrojéw w organizmie ludzkim. Drob-
noustroje gatunku C. albicans sa ciagle gtéwnym czynnikiem etiologicznym w rozwoju grzybic, ale w ostatnich
latach czesto stwierdza si¢ zakazenia wywolane przez grzyby gatunku C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata
oraz C. dubliniensis. Tworzenie biofilmu przez grzyby rodzaju Candida odgrywa istotna role w patogenezie zaka-
zefi wywotanych przez te drobnoustroje. Zakazenia grzybicze moga wystgpowac réwniez u chorych, u ktérych sto-
suje si¢ produkty wykonane z biomaterialéw (cewniki, dreny, bioprotezy zastawek, zespolenia naczyniowe, prote-
zy stawowe i zgbowe, soczewki oczne i inne). W powstawaniu struktury biofilmu wyrdzniono trzy fazy: wczesna,
posrednig oraz dojrzewania. Dojrzaly biofilm C. albicans ma strukture heterogenna, w ktérej mikrokolonie ko-
morek grzybéw o okreslonej aktywnosci metabolicznej sg otoczone czgsteczkami polisachrydowej substancji po-
zakomorkowej. Tworzenie wypustek filamentacyjnych przez blastospory C. albicans, umozliwiajace powstawanie
mycelium, jest istotnym czynnikiem powstawania struktury dojrzatego biofilmu. Szczepy C. albicans pozbawione
genéw odpowiedzialnych za proces ,.filamentacji” nie syntetyzuja biatka EFG1 i nie sg zdolne do utworzenia zlo-
zonej struktury biofilmu. Charakterystyczng cechg komérek grzybéw zyjacych w Srodowisku biofilmu jest opor-
nos¢ na wigkszos¢ obecnie stosowanych lekéw przeciwgrzybiczych, ktéra wzrasta wraz z dojrzewaniem struktury
biofilmu. Komérki te zachowujg wrazliwos¢ na lipidowe preparaty amfoterycyny B (liposomalna AMB i lipidowy
kompleks AMB) oraz na echinokandyny (kaspofungine i mikafungine). Opornos¢ grzybéw na pochodne azolowe
jest zwigzana m.in. z obecnoscig aktywnych biatek, majacych witasciwosci pompy (drug efflux pumps). W przy-
padku komérek grzybow pompy te naleza do dwéch klas: ABC (ATP-binding cassette) oraz MES (major facilita-
tor superfamily). Dalsze badanie mechanizmdéw biochemicznych i molekularnych procesu kolonizacji tkanek i po-
wstawania struktury biofilmu grzybéw drozdzopodobnych, ze szczegdlnym uwzglednieniem zjawiska opornosci
drobnoustrojéw na leki przecigrzybicze moze stworzy¢ nowe mozliwosci w leczeniu grzybic (Dent. Med. Probl.
2003, 40, 2, 405-410).

Stowa Kluczowe: biofilm, Candida.

Abstract

Biofilms are the most common mode of microbial growth in nature and are important in clinical infections, espe-
cially due to their high antibiotic resistance. In contrast to the extensive literature describing bacterial biofilms, lit-
tle attention has been paid to medically relevant fungi. Fungi associated with disease belong mainly to the genus
Candida. Although C. albicans is a major ethiological agent of candidiasis, other species such as C. parapsilosis,
C. tropicalis, C. glabrata, and C. dubliniensis, are isolated with increasing frequency. Predisposing factors for can-
didiasis include endocrine disorders, immunosupression, antibiotic and steroid therapy, as well as use of indwel-
ling devices (e.g. catheters, heart valves, vascular bypass grafts, artificial joints, dental prostheses, ocular lenses),
which can act as substrates for biofilm growth. Biofilm formation progresses in three developmental phases: ear-
ly, intermediate and maturation. The process involves the production of specific extracellular components and spe-
cial cellular functions. Candida biofilms display an organized 3-dimensional structure and consist of a dense net-
work of yeasts and filamentous cells deeply embedded in an extracellular polymeric matrix composed of polysac-
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charides. It has been suggested that filamentation is pivotal for biofilms development. Mutants of C. albicans de-
fective in the gene EFG1 are unable to filament and do not form biofilms. Fungal biofilms become highly resistant
to conventional antifungal drugs and this resistance increases as the biofilm develops and matures. Candida bio-
films are susceptible to lipid formulations of amphotericin B (AMB) (liposomal AMB and AMB lipid complex)
and echinocandins (caspofungin and micafungin). The expression of genes encoding the drug efflux pumps, the
ATP-binding cassette (ABC) transporters and major facilitators (CDR and MDR genes, respectively), is up-regu-
lated during the course of biofilm formation and development. The mechanisms by which surface attachment leads
to biofilm formation and contributes to increased antifungal resistance of Candida biofilms are yet to be determi-
ned. Better understanding of Candida biofilms may lead to the development of novel therapeutic approaches for
the treatment of biofilm-associated fungal infections (Dent. Med. Probl. 2003, 40, 2, 405-410).

Key words: biofilm, Candida.

Biofilm jest utworzony przez komérki nalezg-
ce do jednego lub kilku gatunkéw drobnoustrojow,
przylegajacych do siebie, otoczonych wytwarzang
przez nie macierzg pozakomoérkowg [1-4]. Uwaza
si¢, ze biofilm jest heterogenna, zorganizowana
przestrzennie strukturg, sktadajacg si¢ z komoérek
i materiatu pozakomérkowego. Struktura biofilmu
ma rozgalgziony system kanatow, ktéry umozliwia
dostarczenie substancji odzywczych do gigbiej po-
tozonych warstw komoérek [5]. Wielu autoréw opi-
suje powstawanie i cechy biofilmu bakteryjnego
[3, 6, 7], stosunkowo niewiele prac dotyczy biofil-
mu utworzonego przez grzyby drozdzopodobne.
Dane z ostatnich lat wskazuja, ze zakazenia grzy-
bicze zdarzajg si¢ coraz czg¢sciej, stanowigc istotny
problem wspdtczesnej medycyny. Dotyczy to za-
réwno zakazeri powierzchownych, ktére obejmujg
btony sluzowe i skére, jak rowniez grzybic giebo-
kich (grzybice narzadowe i fungemie) [8—10].
Rozpowszechnienie grzybéw w mikrobiologicz-
nym ekosystemie oraz ostabienie sit odpornoscio-
wych organizmu sprzyja rozwojowi zakazen opor-
tunistycznych. Grupg chorych szczeg6lnie narazo-
nych na ryzyko wystapienia zakazenia grzybicze-
g0 sg pacjenci ze schorzeniami nowotworowymi
(ze wzgledu na stosowanie u nich agresywnej cy-
totoksycznej chemioterapii lub radioterapii) oraz
chorzy z zespolem nabytego uposledzenia odpor-
nosci (AIDS). Rozwojowi objawowej grzybicy
sprzyjaja rowniez schorzenia endokrynologiczne,
szczegdlnie cukrzyca, przewlekla steroidoterapia
i antybiotykoterapia oraz leki immunosupresyjne
[8, 10-12].

Czynnikami etiologicznymi grzybic sa najcze-
Sciej grzyby nalezace do rodzaju Candida, gtow-
nie gatunku C. albicans. W ostatnich latach notuje
si¢ jednak znaczny wzrost zakazefi spowodowa-
nych innymi gatunkami grzybdéw, szczegdlnie czg-
sto stwierdza si¢ infekcje wywotane przez grzyby
gatunku C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata
oraz C. dubliniensis [13-16].

Tworzenie biofilmu przez grzyby rodzaju
Candida odgrywa istotng rol¢ w patogenezie zaka-
zen wywolanych przez te drobnoustroje. Powaz-
nym problemem sg rOwniez zakazenia grzybicze

u pacjentéw, u ktérych w celach diagnostycznych
lub terapeutycznych stosuje si¢ produkty wykona-
ne z biomaterialéw (cewniki, dreny, zespolenia na-
czyniowe, bioprotezy zastawek, protezy stawowe
i zebowe, obturatory stomatologiczne, soczewki
oczne i inne). Udowodniono, ze biofilm Candida
moze powstawac na powierzchni tworzyw sztucz-
nych, takich jak polimetakrylan metylu, silikon
elastomerowy, polichlorek winylu — materia-
téw uzywanych do produkcji cewnikéw, drenéw
oraz protez [6, 17-19]. Zakazenie w miejscu
zastosowania powyzszych biomaterialéw moze
rozwing¢ si¢ droga endogenng (uktad krazenia)
lub czesciej egzogenng — Zrédiem drobnoustro-
j6w jest mikroflora witasna skéry i bton sluzowych
pacjenta lub drobnoustroje srodowiska szpital-
nego.

W badaniach nad biofilmem Candida szero-
kie zastosowanie znalazta metoda kolorymetrycz-
na, okreslajaca aktywnos¢ mitochondrialnej de-
hydrogenazy, enzymu bedacego wskaZnikiem
aktywnosci metabolicznej komdrek grzybow.
W metodzie tej aktywnos¢ metaboliczna jest oce-
niana na podstawie redukcji zwigzku tetrazolowe-
go XTT [2,3-bis(2-metoksy-4-nitro-5-sulfofeny-
lo)-2H-tetrazolium-5-carboksyanilidu] do rozpu-
szczalnego w wodzie bragzowego formazanu. [los¢
wytworzonego produktu mierzy si¢ spektrofoto-
metrycznie [20]. Duze znaczenie dla okreslenia
cech struktury biofilmu Candida maja badania
mikroskopowe: mikroskopia fluorescencyjna,
skaningowa mikroskopia elektronowa (SEM)
oraz skaningowa fluorescencyjna mikroskopia
konfokalna, ktéra pozwala na rekonstrukcje tréj-
wymiarowych obrazéw badanych preparatéw [5,
18, 20-22].

Wystepowanie struktur biofilmu Candida
w organizmie ludzkim nie wigze si¢ jedynie z obe-
cnoscig procesOw patologicznych. U zdrowego
czltowieka wystepujg rowniez biofilmy naturalne,
gtéwnie bakteryjne, ktére petnig funkcje fizjolo-
giczne, jak np. biofilm jelita grubego. W sktad bio-
filmu naturalnego wchodza czgsto grzyby droz-
dzopodobne, ktére bytujg w jelicie grubym lub ja-
mie ustnej na zasadzie komensalizmu [6, 23].
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Powstawanie
biofilmu Candida

Chandra et al. [22] opisali proces powstawania
biofilmu C. albicans na powierzchni metakrylanu
metylu oraz na powierzchni silikonu elastomerowe-
go (tworzywa uzywanego do produkcji cewnikéw).
W procesie powstawania struktury biofilmu autorzy
wyr6znili trzy fazy: wczesna, trwajacg do 11 go-
dzin, posrednia (12-30 godzin) oraz dojrzewania
(38—72 godzin). Podczas pierwszych 2 godzin pty-
wajgce komérki planktonowe C. albicans, ktére
wystepujg najczesciej w formie drozdzowej (blasto-
spora), osiadajg na powierzchni tworzywa i przyla-
czajq si¢ do niej. Jest to faza adhezji. Pierwsze mi-
krokolonie sg juz widoczne po 3—4 godzinach od
chwili inokulacji polimetakrylanu metylu zawiesing
C. albicans. W fazie posredniej dominuje rozwoj
struktury pozakomérkowej (macierzy), ktérej gtow-
nym sktadnikiem sg polisacharydy sciany komor-
kowej, zawierajgce mannozg i reszty glikozydowe.
Podczas fazy dojrzewania struktury biofilmu naste-
puje dalszy przyrost substancji pozakomorkowej,
az do calkowitego otoczenia przez nig powstatych
kolonii Candida. Powyzsze obserwacje poczyniono
hodujac C. albicans w podtozu YNB (yeast nitro-
gen base medium), ktére sprzyja rozwojowi formy
drozdzowej grzybow. C. albicans jest drobnoustro-
jem dimorficznym [21, 24]. W zaleznosci od wa-
runkéw srodowiska grzyby tego gatunku moga wy-
stepowa¢ w formie drozdzowej, jako paczkujace
komorki — blastospory, okreslane jako forma Y (od
Yeasts) lub w formie micelialnej, zwanej tez grzyb-
niowa, zawierajacg strz¢pki rzekome lub prawdzi-
we. Ta forma jest okreslana jako forma M (od my-
celium). W dalszych badaniach Chandra et al. [22]
przeprowadzili doswiadczenia, stosujgc podioze
RPMI 1640, sprzyjajace rozwojowi formy micelial-
nej. Biofilm C. albicans powstaly w tych warun-
kach niewiele r6zni si¢ pod wzgledem poziomu ak-
tywnosci metabolicznej ani suchej biomasy od tego,
ktéry powstaje z formy drozdzowej. W konkluzji
autorzy stwierdzili, ze grzyby C. albicans zaréwno
w formie drozdzowej, jak i micelialnej sg zdolne do
tworzenia struktury biofilmu na powierzchni meta-
krylanu metylu. Podobne wyniki otrzymano w ba-
daniach nad strukturg biofilmu C. albicans na po-
wierzchni silikonu elastomerowego [22].

W badaniach mikroskopowych wykazano
podobieristwo struktury biofilmu C. albicans uzys-
kanego na powierzchni biomaterialéw w warun-
kach in vitro ze strukturg biofilmu powstatego na
Scianie cewnika naczyniowego pacjenta z funge-
mig, co potwierdza stusznos¢ zastosowania opisa-
nego modelu badawczego in vitro w dalszych ba-
daniach biofilmu Candida [22].

Baillie i Douglas [21] na podstawie badan
mikroskopowych stwierdzili, ze jedynie szczepy
dimorficzne C. albicans wytwarzajg biofilm zlo-
zony z dwéch warstw — podstawowej, zawierajg-
cej gldwnie blastospory i warstwy zewngtrznej,
zawierajacej strzepki lub pseudostrzepki.

Ramage et al. [25] badali, czy tworzenie myce-
lium przez C. albicans ma wplyw na powstawanie
biofilmu na powierzchni polistyrenu. Szczepy C.
albicans pozbawione genéw odpowiedzialnych za
proces filamentacji (Aefg! 1 Acphl/Aefgl) nie syn-
tetyzujq biatka EFG1 i nie sg zdolne do utworze-
nia ztozonej struktury biofilmu, tworzgc jedynie
warstwe luzno utozonych, wydtuzonych komorek.
Autorzy uwazaja, ze tworzenie wypustek filamen-
tacyjnych przez blastospory C. albicans, umozli-
wiajgce tworzenie mycelium, jest warunkiem po-
wstawania struktury dojrzalego biofilmu. Zaska-
kujacy jest wynik, ze zardwno komérki C. albi-
cans tworzace strukture dojrzatego biofilmu, jak
i komorki biofilmu wytwarzane przez mutanty po-
zbawione biatka EFG1, wykazuja zwigkszong
opornos¢ na leki przeciwgrzybicze.

Kuhn et al. [18] poréwnali zdolnos¢ tworzenia
biofilmu na powierzchni elastomeru silikonowego
przez rézne gatunki grzybéw rodzaju Candida.
Postugujgc si¢ testem pomiaru suchej masy biofil-
mu oraz badaniami mikroskopowymi wykazano,
ze grzyby gatunku C. albicans tworzg biofilm
o wiekszej masie w poréwnaniu z grzybami gatun-
ku C. parapsilosis, C. glabrata i C. tropicalis. Ak-
tywnos¢ metaboliczna biofilmu C. albicans jest
znacznie wyzsza niz aktywnos¢ biofilmu utworzo-
nego przez gatunki C. parapsilosis, C. glabrata
i C. pseudotropicalis [17]. Struktura biofilmu
grzybow C. non-albicans jest odmienna. Tworzy
go pojedyncza warstwa komérek, zawierajaca nie-
regularne skupiska blastospor, zawieszonych
w niewielkiej ilosci macierzy zewngtrzkomorko-
wej [18]. Badania biofilmu C. dubliniensis na po-
wierzchniach akrylu i polistyrenu wykazaly, ze
struktura tego biofilmu jest podobna do struktury
biofilmu C. albicans [19]. Obecnos¢ surowicy uta-
twia powstawanie biofilmu Candida na po-
wierzchni akrylu [26].

Opornos¢ biofilmu Candida
na dzialanie
lekow przeciwgrzybiczych

Komérki drobnoustrojéow zyjacych w srodo-
wisku biofilmu réznig si¢ fenotypowo od komodrek
wolno zyjacych. Swoiste warunki, jakie wystepu-
ja w mikrosrodowisku biofilmu, zwlaszcza ge-
stos¢ komodrek w tej niszy ekologicznej oraz ich
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kontakt z powierzchnig substratu, mogg brac
udzial w powstawaniu fenotypu charakterystycz-
nego dla biofilmu [2, 27, 28].

Charakterystyczng cechg komoérek grzybéw
zyjacych w srodowisku biofilmu jest ich opornosé
na wigkszos¢ lekow przeciwgrzybiczych stosowa-
nych obecnie [29], co powoduje komplikacje tera-
peutyczne. Wykazano, ze komorki grzybow rosna-
ce w populacji biofilmu na powierzchni polimeta-
krylanu metylu charakteryzujg si¢ zwigkszong
opornoscig na dziatanie amfoterycyny B, nystaty-
ny, flukonazolu oraz chlorheksydyny w poréwna-
niu z komérkami tych samych drobnoustrojéw, ro-
snagcych w formie planktonowej [20]. Podobne
wyniki uzyskali Hawser i Douglas [30], badajac
opornos¢ grzybéw biofilmu C. albicans wobec
amfoterycyny B, flucytozyny, flukonazolu, itrako-
nazolu oraz ketokonazolu.

Kuhn et al. [31] wykazali zwigkszong opor-
nos¢ C. albicans 1 C. parapsilosis, rosnacych
w populacji biofilmu w poréwnaniu z opornoscia
tych drobnoustrojéw w formie planktonowej. Do-
tyczyto to nastepujacych lekéw: flukonazolu, ny-
statyny, chlorheksydyny, terbinafiny, amfoterycy-
ny B oraz pochodnych azolowych — worikonazolu
i rawukonazolu. Oba gatunki Candida rosnace
w postaci biofilmu sg wrazliwe na lipidowe prepa-
raty amfoterycyny B (liposomalna AMB i lipido-
wy kompleks AMB) oraz na echinokandyny, ka-
spofunging i mikafunging. Wrazliwos¢ biofilmu
C. albinans na kaspofunging zostata ostatnio po-
twierdzona w dwoch innych doniesieniach [32,
33]. Echinokandyny sa nowa grupa lekéw przeciw-
grzybiczych, ktére hamujg syntezg 1,3-B-D-gluka-
nu, gtéwnego sktadnika sciany komérkowej grzy-
bow [31]. Mechanizm ich dzialania na komorki
biofilmu Candida, podobnie jak i lipidowych pre-
paratéw AMB, nie jest obecnie poznany. W wy-
padku tych ostatnich, sama obecnos¢ sktadnika li-
pidowego nie tlumaczy ich aktywnosci przeciw-
grzybiczej, poniewaz biofilm Candida nie jest
wrazliwy na lipidowy kompleks nystatyny [31].

Chandra et al. [22] badali korelacj¢ migdzy
stopniem dojrzatosci biofilmu C. albicans a warto-
Scig minimalnych stezen hamujacych wzrost drob-
noustrojéw (MIC) w odniesieniu do amfoterycyny
B, nystatyny, flukonazolu i chlorheksydyny. W fa-
zie poczatkowej wartosci MIC sg niskie, wraz
z dojrzewaniem biofilmu wartosci te wzrastaja,
a w strukturze dojrzalego biofilmu komérki C. al-
bicans wykazuja opornos¢ na badane leki. Wraz
z dojrzewaniem biofilmu C. albicans wzrasta ak-
tywnos¢ metaboliczna komérek, co zdaniem auto-
réow wptywa na zwiekszong opornos¢ tych drobno-
ustrojéw na leki przeciwgrzybicze.

Ramage et al. [5] badali molekularne mecha-
nizmy opornosci planktonowych komérek C. albi-

cans na pochodne azolowe. Opornos¢ grzybéw na
leki z tej grupy jest zwigzana migdzy innymi
z obecnoscig aktywnych biatek, majacych wtasci-
wosci pompy (drug efflux pumps). Biatka te roz-
poznajg réznego typu leki i usuwajg je z cytopla-
zmy, wykorzystujac energi¢ zawarta w ATP.
W wypadku komérek grzybéw pompy te nalezg
do dwéch klas: ABC (ATP-binding cassette) oraz
MES (major facilitator superfamily). Wykazano,
ze mutanty C. albicans, niezawierajgce genow
odpowiedzialnych za proces aktywnego usuwania
lekow z komorki (Acdrl, Acdr2, Amdrl,
Acdrl/Dedr2, Amdri/Acdrl), sa zdolne do wytwo-
rzenia zlozonej struktury biofilmu. Komoérki
planktonowe tych mutantéw wykazujg zwigkszo-
ng wrazliwos¢ na flukonoazol, w strukturze biofil-
mu natomiast sg oporne na ten lek [5]. Wynika
Z tego, iz patomechanizm opornosci biofilmu
C. albicans na pochodne azolowe jest zjawiskiem
zlozonym oraz rézne sa mechanizmy odpowie-
dzialne za zjawisko opornosci na leki formy
planktonowe;j i biofilmu C. albicans.

Mechanizmy biologiczne, obnizajagce wrazli-
wos¢ grzybow w populacji biofilmu na dostepne
leki przeciwgrzybicze, nie zostaty jak dotad dosta-
tecznie poznane. Na podstawie badan nad biofil-
mem bakteryjnym stwierdzono, iz opornos¢ ta po-
wstaje na skutek zmian w metabolizmie komérki
bakteryjnej w populacji biofilmu w odpowiedzi na
ograniczony dostep do sktadnikéw odzywczych.
Istotne znaczenie moze mie¢ réwniez utrudniona
dyfuzja leku do komoérek grzybéw znajdujacych
si¢ w strukturze biofilmu, przez warstwe macierzy
zewnatrzkomorkowej, oraz aktywacja gendéw od-
powiedzialnych za syntez¢ enzymdéw rozkladajg-
cych czasteczki lekéw w osiadlych populacjach
drobnoustrojow [18, 27, 34].

Podsumowanie

Powstawanie biofilmu Candida na powierzch-
ni biomaterialéw zachodzi kolejno w procesie ad-
hezji, tworzenia mikrokolonii i powstawania ma-
cierzy zewnatrzkomodrkowej. Proces dojrzewania
drobnoustrojow w strukturze biofilmu polega na
indukcji lub supresji swoistych genéw oraz zamia-
ny cech fenotypowych komoérek osiadtych w ce-
chy charakterystyczne dla komérek populacji doj-
rzalego biofilmu. Badania przeprowadzone nad
strukturg biofilmu Candida z zastosowaniem ska-
ningowej mikroskopii konfokalnej wykazaty, ze
struktura biofilmu na powierzchni biomateriatéw
zalezy od gatunku tworzacych go grzybéw droz-
dzopodobnych. Dojrzaty biofilm C. albicans ma
strukture heterogenng, w ktorej mikrokolonie ko-
morek grzybéw o okreslonej aktywnosci metabo-
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licznej sg otoczone czgsteczkami polisachrydowe;j
substancji pozakomérkowe;.

Osiadle komorki zyjace w populacji biofilmu
r6znig si¢ fenotypowo od komérek wolnozyjacych.
Charakteryzujq si¢ znacznie wigkszg opornoscig na
dziatanie lekow przeciwgrzybiczych w poréwna-
niu do komérek planktonowych. Jest to przyczyng
trudnosci terapeutycznych w zwalczaniu zakazen
grzybiczych, poniewaz stgzenia lekéw niezbedne
do eradykacji biofilmu Candida przekraczajq czg¢-
sto dostgpne stezenia terapeutyczne.

Powstawanie struktury biofilmu Candida od-

grywa istotne znaczenie w patogenezie zakazenia
grzybiczego, jednoczesnie niewiele jest doniesief
naukowych na ten temat. Z klinicznego punktu
widzenia bardzo istotnym problemem jest opor-
nos¢ grzybéw Candida w populacji biofilmu na
antymikotyki. Stad konieczne jest prowadzenie
dalszych badan, zmierzajacych do pelnego wyja-
$nienia mechanizméw biochemicznych oraz mole-
kularnych, lezacych u podstaw procesu koloniza-
cji tkanek i powstawania struktury biofilmu grzy-
béw drozdzopodobnych oraz zjawiska opornosci
tych drobnoustrojow na leki przeciwgrzybicze.
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