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ABSTRACT. Relationship between activity of hydrolases in fungi isolated from vagina of pregnant
women and selected symptoms. Pregnancy is considered a factor of vulvovaginal mycosis. Secretion
of hydrolases is an important determinant of Candida virulence. Thus, the aim of the study was to
found the relationship between activity of 19 hydrolases in fungi isolated from vagina of pregnant
women and symptoms of mycosis. 251 pregnant women were examined. Samples were collected
from vagina and cultured on Sabouraud media. Activity of hydrolytic enzymes was evaluated using
API ZYM (bioMerieux) test. Fungi were found in 20.1% of vaginal samples. Symptoms were
detected in 45.8% of women. Only 32.1% of women with discharge and 26.4% with pruritus had
mycosis. Out of the 19 examined hydrolazes, 13 active enzymes were detected in fungal strains. We
found for the first time the relationship between activity of fungal esterase lipase and the presence
of vaginal discharge in pregnant women.
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WSTEP

Ciaze powszechnie uznaje si¢ za stan sprzyjajacy rozwojowi grzybicy
(Mailliot i wsp. 1978, Sobel 1989, Reed 1992). Kurnatowska (1998) badajac
zbiezno$¢ wybranych objawow klinicznych u kobiet z wykrytym zarazeniem
pochwy grzybami, stwierdzila statystycznie istotny zwiazek migdzy takimi
objawami jak: uplawy, §wiad oraz pieczenie a omawiana infekcja.

Uwaza sig, ze chorobotwérczosé grzybow zwiazana jest z oddzialywaniem
wielu czynnikéw, m.in. zdolno$cia przylegania do komorek nablonkowych,
przystosowaniem si¢ do zmienionych warunkow zewnetrznych, wydzielaniem
enzymo6w hydrolitycznych, wytwarzaniem adhezyn i toksyn oraz mozliwoscia
wystepowania komdrki wegetatywnej w fazie paczkujacej i/lub pseudostrzepki
(Calderone i Fonzi 2001, Haynes 2001). Poznanie czynnikéw wirulencji jest
niezwykle wazne, bowiem zmierza do wyjasnienia patomechanizmu procesu
chorobotworczego towarzyszacego inwazji grzybow.

W pismiennictwie nie znaleziono opracowania dotyczacego analizy aktyw-
nosci enzymatycznej w szczepach grzybow wyizolowanych od kobiet z klinicz-
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nymi cechami zapalenia pochwy i w inwazjach bezobjawowowych. Celem
pracy stalo si¢ wigc zbadanie zwigzku migdzy aktywnoscia 19 hydrolaz
w szczepach wyodrebnionych z pochwy kobiet cigzarnych a wybranymi
objawami grzybicy.

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono wsrod 251 cigzarnych, ktore pozostawaly pod
opieka Poradni Patologii Ciazy Instytutu Centrum Zdrowia Matki Polki
(ICZMP) w Lodzi lub byly hospitalizowane w Klinice Medycyny Matczyno-
Plodowej ICZMP, w latach 1998-2000.

Badaniem mikologicznym objeto 251 probek materialow pobranych z tyl-
nego sklepienia pochwy badanych kobiet cigzarnych. Wyizolowano 53 szczepy
grzybow; 46 z nich stalo si¢ przedmiotem dalszej szczegolowej charakterystyki
ich wlasciwosci gatunkowych i wewnatrzgatunkowych.

Do oceny mikologicznej tres¢ pochwy pobierano na plynne podloze
Sabourauda i umieszczano w cieplarce (37°C). Po 24 i 48 h wykonywano
z osadu i blonki wytworzonej na powierzchni pozywki preparaty mikro-
skopowe (pow. 400 lub 600 x). Po stwierdzeniu w nich elementow grzybow
hodowl¢ przesiewano kilkakrotnie na agar Sabourauda, dla wyizolowania
aksenicznych szczepow z pojedynczych kolonii. Akseniczne szczepy grzybow
wysiewano na plytki Petriego z agarem Sabourauda i pozostawiono w tem-
peraturze pokojowej, a nast¢gpnie okreslano cechy makroskopowe kolonii
(barwa, powierzchnia, struktura, brzeg itd.). Ze wszystkich kolonii sporzadzano
preparaty bezposrednie i oceniano wielkos¢ komorek wegetatywnych, obec-
nos¢ strzgpek i pseudostrzgpek, chlamydospor, ,germ tubes” lub innych
wytworow grzybni. Do dalszych badan mikroskopowych z kazdego wyodreb-
nionego szczepu grzyba zakladano mikrohodowle. Wybrane wlasciwosci
biochemiczne wszystkich wyizolowanych szczepéw badano nastgpnie za pomo-
ca testow bioMeriiux API 20 C i API 20 C AUX.

W dalszych badaniach okreslono dla uzyskanych szczepow grzybow
aktywnos$¢ 19 enzymoéw hydrolitycznych wykorzystujac test API ZYM (bio-
Meriéux).

Przygotowane w tescie API ZYM szczepy grzybow posiewano na podioza
agarowe Sabourauda, hodowano 48 h w temperaturze 37°C. W jalowej wodzie
destylowanej przygotowywano zawiesing komorek grzybow o odpowiednie;
gestosei (5-6) wg skali Mc Farlanda. Nastgpnie dodawano ja pipeta pasteurows-
ka w ilosci 3-4 kropli do kapsulek testu API ZYM, ktore inkubowano 4h
w temperaturze 37°C, po wczesniejszym dodaniu do komor po okoto 5 ml wody.
Wyniki odczytywano zgodnie z instrukcja producenta. Aktywno$é enzymow
okreslano w nanomolach hydrolizowanego substratu — wg intensywnosci rekgji
barwnej w skali 5 stopniowej, a mianowicie: 0 — brak reakcji, 1 — 5 nmol,
2 — 10 nmol, 3 — 20 nmol, 4 — 30 nmol, S — 40 nmol i powyzej 40 nmol.
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Dla kazdej badanej cigzarnej przygotowano ankietg, w ktorej pytano
0 wystgpowanie uplawow, swiadu oraz innych dolegliwosci zwiazanych ze
stanem zapalnym pochwy.

Whioskowanie statystyczne przeprowadzono przy poziomie ufnosci
= 0,05. Dla porownania frakcji w badanych grupach zastosowano test
dokladny Fishera.

WYNIKI

Szczepy grzybow wyizolowano z 53 (21,1%) probek materialéw pobranych
z pochwy badanych ci¢zarnych. Objawy zapalenia pochwy stwierdzono
u 45,8% (n = 115) kobiet. Uptawy zglaszato 32,1% (n = 17) kobiet z grzybica
pochwy natomiast swiad 26,4% (n = 14) z nich.

Analizujac aktywnosc¢ 19 enzymow hydrolitycznych w 46 szczepach grzy-
bow wyizolowanych z ontocenozy pochwy, stwierdzono aktywnosc¢ 13 z nich.
Wszystkie badane szczepy grzybow wykazywaly aktywnosc fosfatazy zasado-
wej, esterazy-C4, lipazy esterazowej-C8, arylamidazy leucynowej, fosfatazy
kwasnej, naftolu-AS-Bl-fosfohydrolazy. W wigkszosci szczepow grzybow ujaw-
niono aktywno$¢ arylamidazy walinowej oraz wo-glukozydazy. Wigkszosc
badanych szczepow nie wykazywala aktywnosci arylamidazy cystynowe;,
B-galaktozydazy, f-glukozydazy, N-acetylo-f-glukozamidazy oraz z-mannozy-
dazy. Zaden z badanych szczepéw grzybow nie wykazywal aktywnosci
lipazy-C14, trypsyny, o-chymotrypsyny, a-galaktozydazy, p-glukuronidazy
i a-fukozydazy.
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Rys. 1. Ryzyko wystapienia uplawow a aktywnos¢ lipazy esterazowej w szczepach grzybow
wyizolowanych z pochwy kobiet cigzarnych
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Tabela 1. Aktywno$¢ hydrolaz w szczepach grzybéw wyizolowanych z pochwy kobiet cigzarnych
z uplawami

Aktywno$¢ enzymu (nmol)*/% (n)

Enzym

0 5 10 20 30 40 p

Fosfataza zasadowa 0 200 286 556 571 375 0337
©) (3) 2) () “@ @

Esteraza C-4 0 286 500 100 0 0 0,066
© a O 1) @ O

Lipaza esterazowa C-8 0 11,1 355 83 0 0 0023

©) (1) (11) () (0) ()
0 0 0 30,0 35,7 409 0,923

©) ©) ©) G) ) ©)
0 0 0 0

Arylamidaza leucynowa

Arylamidaza walinowa 375 40,0 1,0
() (15) 2 (0) (0) ()
Arylamidaza cystynowa 37.5 333 0 0 0 0 1,0

1s @ ©0) ©) © O

Fosfataza kwaéna 0 0 400 0 444 458 0218

© ) 2) ) @ an

0. . 574 ..200.. 482 o 583 .333, 0178

) ) ) (2) mn @
0

Naftolu-AS-BI-fosfohydrolaza

o glukozydaza 40,0 345 50,0 333 50,0 1,0
(4) (10) (1) (1) (1) (0)

P glukozydaza 35,6 100 0 0 0 0 0,370
(16) (1) (0) (0) ) (0)

N-acetyl-B-glukozamidaza 41,7 40,0 0 50,0 0 0 0,550
(10) (6) ©) (1) (0) (0)

o« mannozydaza 41,0 14,3 0 0 0 0 0,234

(16) (1) ©) (0) () ()

* — wyraza wartos¢ Srednia; % — odsetek szczepow z dana aktywnoscia enzymu u kobiet
z uplawami, n — liczba szczepow.

Lipaze esterazowa C-8, w 46 szczepach od kobiet z objawami zapalenia
pochwy, cechowala aktywnos¢ w zakresie od 0 do 20 nmol (Tabela 1). Az
ponad 80% szczepow grzybow, ktore cechowata aktywnos¢ tego enzymu na
poziomie 20 nmol, pochodzito od kobiet z uplawami; szczepy, w ktdrych
stwierdzono nizsza aktywnosc tego enzymu (35% — 10 nmol; 11% — 5 nmol)
rzadziej izolowano od kobiet z uptawami (p = 0,023). Nie stwierdzono przewa-
gi danej aktywnosci lipazy esterazowej w szczepach od kobiet ze swiadem
(p = 0,288).

Ryzyko wystapienia uptawow u kobiet cigzarnych z grzybica pochwy bylo
20-krotnie wyzsze, gdy aktywnosc lipazy esterazowej C-8 wynosita 20 nmol,
natomiast blisko 5-krotnie wyzsze przy aktywnosci tego enzymu rownej 10
nmol (Rys. 1). Niska aktywnos¢ lipazy esterazowej (5 nmol) wigzala z niskim
ryzykiem wystgpowania uplawow.
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Nie stwierdzono zwiazku miedzy aktywnoscia fosfatazy zasadowej, esterazy
C-4, arylamidazy leucynowej, arylamidazy walinowej, fosfatazy kwasnej, naf-
tolu-AS-Bl-fosfohydrolazy, a-glukozydazy, B-glukozydazy, N-acetyl-f-gluko-
zamidazy, o-mannozydazy w grzybach wyodrebnionych z pochwy a obecnos-
cia uplawoéw w badanej grupie kobiet (Tabela 1). Podobnie, nie wykazano
zaleznoéci miedzy aktywnoscia wymienionych hydrolaz a wystgpowaniem
swiadu (Tabela 2).

Tabela 2. Aktywnoé¢ hydrolaz w szczepach grzybow wyizolowanych z pochwy kobiet cigzarnych
ze $wiadem

Aktywnos¢ enzymu (nmol)*/% (n)

Enzym

0 5 10 20 30 40 p

Fosfataza zasadowa 0 20,0 50,0 18,2 25,0 375 0,552
) (3) (4) 2 ) (3)

Esteraza C-4 0 282 20,0 100 0 0 0,288
©) (11) () (1 (0) 0)

Lipaza esterazowa C-8 0 1151 324 28,6 0 0 0,566

©) m a @ ©) ©)
0 0 0 182 200 375 0425

©) ©) ©) @2 () ©)
0 0 0

Arylamidaza leucynowa

Arylamidaza walinowa 0 25,6 50,0 0,521
(0) (11 @) ) (0) ()
Arylamidaza cystynowa 256 428 0 0 0 0 0,384

a0 ©) 0) ©) )
0 100 200 167 273 269 029

© &) ) (1) () )
0 49 0 364 400 167 0092
©) @) ©) (4) ® O
0

Fosfataza kwasna

Naftolu-AS-Bl-fosfohydrolaza

o glukozydaza 250 20,7 333 66,7 66,7 0,175
(3) (6) (1) o @ (0)
B glukozydaza 28,6 0 0 0 0 0 1,0

(14) ) ©) (0) (0) ©)

N-acetyl-B-glukozamidaza 269 250 0 50,0 100 100 0,185
) (4) () (2 (1) (1)

o mannozydaza 302 14,3 0 0 0 0
(13) (1) 0 0 (0) (©)

* _ wyraza wartos¢ Srednig; % — odsetek szczepow z dang aktywnoscia enzymu u kobiet ze
$wiadem, n — liczba szczepow.

0,657

Szeroki zakres aktywnosci enzymatycznej (od 5 do 40 nmol) wykazywala
fosfataza zasadowa, fosfataza kwasna, naftolu-AS-Bl-fosfohydrolaza, « gluko-
zydaza — w szczepach od kobiet z uplawami i ze $wiadem oraz N-acetyl-
-B-glukozamidaza — w grzybach wyodrebnionych od cigzarnych ze swiadem.
Arylamidaze cystynowa, f-glukozydaze, o-mannozydaz¢ cechowata niska ak-
tywnos¢ (5-10 nmol) w grzybach wyizolowanych od badanych z uptawami
oraz ze $wiadem.
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DYSKUSJA

Kandydoza pochwy u cigzarnych wystepuje ponad dwukrotnie cz¢sciej niz
u kobiet niecigzarnych (Tobin 1995). W badanej grupie kobiet cigzarnych,
grzyby wyizolowano z 21% probek materialow pobranych z pochwy. Chociaz
obecnos¢ nawet niewielkiej liczby komorek grzybow wystarcza, aby ujawnity
si¢ charakterystyczne dla zarazenia grzybami objawy, takie jak: uplawy, $wiad
i pieczenie (Kurnatowska 1961), szczepy z rodzaju Candida sa wedtug doniesien
roznych autorow oraz badan wlasnych (Gilstrap i Faro 1997, Nowakowska
2001), w 30% do 40% przypadkow przyczyna zarazen bezobjawowych.

Eckert i wsp. (1998), stwierdzili wsrod kobiet z rozpoznanym zarazeniem
pochwy grzybami, uptawy u 47% z nich, a swiad u 50%. W naszym materiale
objawy zapalenia pochwy zglaszalo 46% kobiet. Tylko u 32% kobiet z grzybi-
ca pochwy wystgpowaly uplawy, natomiast swiad u 26% pacjentek. Cotch
i wsp. (1998), badajac ci¢zarne, wykazali statystycznie czgsciej obecnosé
uplawow u kobiet z rozpoznanym zarazeniem pochwy grzybami z rodzaju
Candida, w porownaniu z zapaleniem pochwy o innej etiologii.

Do najistotniejszych czynnikow patogennosci grzybow naleza enzymy
hydrolityczne, rozkladajace zwiazki wieloczasteczkowe — wielocukry, bialka,
lipidy i weglowodory, wydzielane do Srodowiska zewngtrznego (MacDonald
i Odds 1980). W naszym materiale, badajac aktywnos¢ 19 enzymow hydro-
litycznych w 46 szczepach grzybow wyizolowanych z ontocenozy pochwy,
stwierdzono aktywnos¢ 13 z nich. Uwaza sig, ze te zewnatrzkomoérkowe
hydrolazy moga bra¢ udzial w inwazji i proliferacji grzybow powodujac
uszkodzenie komorek zywiciela, tym samym dostarczaja komorkom grzybow
sktadnikow odzywczych (Odds 1979, Ghannonum i Abu-Elteen 1990).

Istotna determinanta wirulencji poszczegdlnych szczepow jest ich aktyw-
nos¢ proteolityczna; im wyzsza tym wigksza Smiertelnos¢ zwierzat doswiadczal-
nych lub kolonizacja tkanek. Niektore grzyby, w tym nalezace do rodzaju
Candida, wytwarzaja znaczne ilosci enzymow lipolitycznych, gtownie lipaz
nalezacych do grupy esteraz (Ogawa i Tsuobi 1997). C. albicans posiada
roznorodne enzymy zwiazane z metabolizmem fosfolipidow. Barrett-Bee i wsp.
(1985) stwierdzili korelacj¢ pomigdzy aktywnoscia fosfolipazy C. albicans,
patogennoscia szczepOw oraz przyleganiem grzybow do komorek nablon-
kowych. Opisano takze inne enzymy C. albicans, zwiazane z metabolizmem
weglowodanow tj. glukozydaza, glukozo-6-fosfataza, dehydrogenaza uczest-
niczace w przemianach aminocukrow, polisacharydow oraz steroli (Ogawa
1 Tsuobi 1997). Korelacja pomiedzy aktywnoscia zewnatrzkomorkowych
enzymow grzybow a ich chorobotworczoscia nie jest jednak w pelni wyjas-
niona.

Prezentowane badania dotyczyly zaleznosci migdzy aktywnoscia 19 hydro-
laz w szczepach wyodrebnionych z pochwy kobiet cigzarnych a wybranymi
objawami grzybicy. W toku analizy nie wykryliSmy zaleznosci miedzy nateze-
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niem aktywnosci enzymatycznej a wystgpowaniem $wiadu. Podobnie, uplawy
nie byly zwiazane z okreslona aktywnoscia wigkszosci hydrolaz. Wyjatek
stanowila lipaza esterazowa C8. StwierdziliSmy, ze ryzyko wystapienia upla-
wow u kobiet cigzarnych z grzybica pochwy bylo 20-krotnie wyzsze, gdy
aktywnos¢ lipazy esterazowej C-8 wynosita 20 nmol, natomiast blisko 5-
krotnie wyzsze dla aktywnosci tego enzymu rownej 10 nmol. Niska aktywnosé
lipazy esterazowe;j (5 nmol) wiazala z niskim ryzykiem wystepowania uplawow.

Dalsze badania, wykorzystujace aktywno$¢ enzymatyczna komorek grzy-
bow nie tylko jako cechy w biotypowaniu szczepow, ale takze jako czynnika
wirulencji, beda kontynuowane.
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