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Zarówno grzyby ¿yj¹ce w �rodowisku zewnêtrznym,
jak i zasiedlaj¹ce organizm produkuj¹ pozakomór-
kowe enzymy, których zadaniem jest rozk³ad makro-
cz¹steczek (wêglowodanów, bia³ek, lipidów) do pro-
stych zwi¹zków, ³atwo transportowanych do wnêtrza
komórki. W organizmie ¿ywiciela aktywno�æ wydzie-
lanych enzymów zwraca siê przeciwko komórkom
i tkankom gospodarza, s³u¿¹c pozyskiwaniu substancji
od¿ywczych, inwazji i rozprzestrzenianiu siê grzybów
w tkankach. Enzymami, które odgrywaj¹ najwiêksz¹
rolê w chorobotwórczo�ci grzybów Candida s¹ pro-
teazy i fosfolipazy (16). Dro¿d¿aki wydzielaj¹ te¿
enzymy hydrolityczne, które rozk³adaj¹ zwi¹zki wiel-
kocz¹steczkowe � wielocukry, bia³ka, lipidy i wêglo-
wodory (1, 2, 15, 19).

Infekcje gruczo³u mlekowego krów wywo³ywane
przez grzyby s¹ coraz czê�ciej opisywane ze wzglêdu
na ich nasilaj¹ce siê wystêpowanie. Czynnikiem etio-
logicznym mastitis mycotica s¹ g³ównie grzyby dro¿-

d¿opodobne, st¹d choroba ta jest czêsto okre�lana jako
dro¿d¿ycowe zapalenie wymienia (yeast mastitis). Do
najczê�ciej izolowanych nale¿¹ dro¿d¿aki z rodzaju:
Candida, Cryptococcus, Rhodotorula, Geotrichum
i Trichosporon, jednak¿e grzyby z rodzaju Cryptococ-
cus zdaj¹ siê wymagaæ ³agodniejszych warunków kli-
matycznych (20). W krajach tropikalnych przyczyn¹
grzybiczych stanów zapalnych tamtejszego byd³a s¹
tak¿e grzyby ple�niowe z rodzajów Aspergillus, Peni-
cillium, Epicoccum i Phoma. Jest to szczególnie nie-
bezpieczne, poniewa¿ produkuj¹ one mikotoksyny,
które s¹ oporne na pasteryzacjê (3-5, 13, 14, 18).
W naszym klimacie za grzybicze zapalenia wymion
odpowiedzialne s¹ g³ównie dro¿d¿aki z rodzaju
Candida. Jako przyczynê zapalenia stwierdzono je
w 95,5% przypadków (20).

Celem badañ by³o porównanie aktywno�ci enzymów
hydrolitycznych grzybów dro¿d¿opodobnych izolowa-
nych od krów z kliniczn¹ i podkliniczn¹ postaci¹ mastitis.

Porównanie aktywno�ci enzymów hydrolitycznych
grzybów dro¿d¿opodobnych izolowanych

z przypadków mastitis u krów
HENRYK KRUKOWSKI, ANDRZEJ LISOWSKI, MAGDALENA DOBROWOLSKA

Katedra Higieny Zwierz¹t i �rodowiska, Wydzia³ Biologii i Hodowli Zwierz¹t,
Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie, ul. Akademicka 13, 20-950 Lublin

Krukowski H., Lisowski A., Dobrowolska M.
Comparison of hydrolytic enzymes activity in the yeast-like fungi isolated from mastitis in cows

Summary
The aim of this study was to compare the activity of hydrolytic enzymes in yeast-like fungi isolated from

cows with clinical and subclinical forms of mastitis. The study included 91 strains of fungi of the genera
Candida, Trichosporon and Geotrichum isolated from cows with fungal inflammations of the udder. Fungal
colonies were identified by the API 20 C AUX test (bioMerieux) and the APIWEB computer program
(bioMerieux). The yeast enzyme profile was determined by the API ZYM test (bioMerieux, Poland). API
ZYM is a semiquantitative micromethod capable of quickly identifying 19 enzymatic reactions. Leucine
arylamidase showed the highest enzyme activity. High enzymatic activity was also shown by acid phosphatase
XI, and the average activity was shown by esterase, esterase lipase, and á-glucosidase. Minimal activity
(or none) was shown by á-fukosidase, á-mannosidase, â-glucuronidase, both galactosidases (á and â),
á-chymotrypsin and trypsin. Our study demonstrated statistically significant differences in esterase activity
between the Candida and the Trichosporon and between the Candida and the Geotrichum genera, in
lipase esterase activity between the Trichosporon and fungi of the Candida and the Geotrichum genera,
in â-galactosidase activity between the Candida and fungi of the Trichosporon and the Geotrichum genera,
and in valine arylamidase activity between the Geotrichum and the Candida types. Yeast-like fungi produce
a large number of enzymes that affect the course of a fungal infection. Enzyme activity can therefore disrupt
the fungus-udder balance in favor of the fungus.
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Materia³ i metody
Badaniami objêto 91 szczepów grzybów z rodzaju Can-

dida, Trichosporon i Geotrichum wyizolowanych od krów
z grzybiczym zapaleniem wymienia. Rozpoznanie mastitis
mycotica przeprowadzono na podstawie badañ klinicznych
wymienia, makroskopowych mleka, liczby komórek soma-
tycznych w mleku oraz badañ mikrobiologicznych próbek
mleka æwiartkowego. Grzyby identyfikowano na podsta-
wie jednolitego wzrostu na pod³o¿u Sabourauda i czystego
jednolitego wzrostu na pod³o¿u agarowym z 5% krwi¹ ba-
rani¹ (przy jednoczesnym braku wzrostu na pod³o¿ach
McConkeya i Edwards-Chodkowskiego). Wyros³e kolonie
grzybów z pod³o¿a agarowego z krwi¹ i pod³o¿a Sabourau-
da barwiono metod¹ Grama i oceniano pod mikroskopem.
Nastêpnie kolonie identyfikowano do poziomu gatunku
testem API 20 C AUX (bioMérieux) i programem kompu-
terowym APIWEB (bioMérieux). Aktywno�æ enzymatycz-
n¹ okre�lano za pomoc¹ testów API ZYM (bioMérieux), za-
wieraj¹cych substraty do wykrycia 19 hydrolaz: II fosfatazy
zasadowej, III esterazy, IV lipazy esterazowej, V lipazy C14,
VI arylamidazy leucynowej, VII arylamidazy walinowej,
VIII arylamidazy cystynowej, IX trypsyny, X á-chymotryp-
syny, XI fosfatazy kwa�nej, XII Naftolu-AS-BI-fosfo-
hydrolazy, XIII á-galaktozydazy, XIV â-galaktozydazy,
XV â-glukuronidazy, XVI á-glukozydazy, XVII â-gluko-
zydazy, XVIII N-acetylo-â-glukozyloamidazy, XIX á-man-
nozydazy oraz XX á-fukozydazy. Przy ich oznaczaniu postê-
powano �ci�le z zaleceniami producenta. Z 24-godzinnych

hodowli szczepów Candida przy u¿yciu densytometru przy-
gotowywano w wodzie destylowanej zawiesinê o gêsto�ci
5 stopni w skali McFarlanda. Odpowiedni¹ ilo�æ tej zawie-
siny (65 mikrolitrów) przenoszono do kapsu³ek pasków API
ZYM, które inkubowano przez 4 godziny w temperaturze
37°C. Po inokulacji dodawano po 1 kropli ZYM A oraz
ZYM B i pozostawiano na kilka minut w temperaturze po-
kojowej. Aktywno�æ enzymów okre�lano w nanomolach
hydrolizowanego substratu wed³ug intensywno�ci reakcji
barwnej. Zgodnie z zaleceniem producenta stosowano ska-
lê 5-stopniow¹ (od 0 do 5 stopni): 0 � 0 nanomoli, 1 � 5
nanomoli, 2 � 10 nanomoli, 3 � 20 nanomoli, 4 � 30 nano-
moli i 5 � powy¿ej 40 nanomoli.

Wyniki poddano analizie statystycznej, obliczaj¹c �red-
nie arytmetyczne i odchylenia standardowe. Istotno�æ ró¿-
nic sprawdzono testem Tukeya (program SAS v. 9.1.3,
2003 r.). Wyniki zestawiono w tabelach.

Wyniki i omówienie
Powszechnie uwa¿a siê, ¿e zewn¹trzkomórkowe

enzymy hydrolityczne wydzielane zarówno przez
dermatofity, dro¿d¿aki, jak i grzyby ple�niowe s¹
wa¿nym elementem w patomechanizmie infekcji. En-
zymy te katalizuj¹ miêdzy innymi reakcje hydrolizy
wi¹zañ C-O, C-N, C-C, u³atwiaj¹c inwazjê grzyba do
tkanek, a z drugiej strony mog¹ stymulowaæ na dro-
dze immunologicznej procesy zapalne ograniczaj¹ce
infekcje (17). Niewiele jest opublikowanych wyników

badañ dotycz¹cych aktywno�ci
enzymatycznej grzybów dro¿-
d¿opodobnych wyizolowanych
od zwierz¹t (8, 12, 21). Wiêk-
szo�æ opracowañ dotyczy bo-
wiem aktywno�ci enzymatycznej
hydrolaz grzybów z rodzaju Can-
dida (g³ównie Candida albicans)
wyizolowanych od ludzi (1, 7,
9-11, 17). W niniejszych bada-
niach aktywno�æ enzymatyczn¹
dro¿d¿aków oceniono przy
u¿yciu testu API ZYM firmy
bioMérieux, poniewa¿ � zdaniem
Plomer-Niezgody i wsp. (17) �
wielu autorów potwierdzi³o przy-
datno�æ tego testu do oznaczeñ
zewn¹trzkomórkowych enzy-
mów hydrolitycznych uwalnia-
nych przez rozmaite patogenne
grzyby. Z przeprowadzonych
badañ w³asnych wynika, ¿e naj-
wiêksz¹ aktywno�æ wykazywa³a
arylamidaza leucynowa. Wysok¹
aktywno�ci¹ charakteryzowa³ siê
te¿ enzym XI fosfataza kwa�na,
�redni¹ aktywno�æ wykazywa³y:
esteraza, lipaza esterazowa i á-
-glukozydaza. Brak aktywno�ci
(lub minimaln¹) stwierdzono
w przypadku: á-fukozydazy,

Tab. 1. Aktywno�æ enzymatyczna (punkty) grzybów wyizolowanych z gruczo³u mleko-
wego krów (�x ± SD)

myznE
wóbyzrgjazdoR

adidnaC )08=n( noropsohcirT )6=n( muhcirtoeG )5=n(

alortnokI � � � � � �

awodasazazatafsofII 90,1 68,0 38,0 57,0 06,0 55,0

azaretseIII 47,3 67,0 38,2 57,0 08,2 54,0

awozaretseazapilVI 49,2 85,0 71,2 14,0 00,3 17,0

41CazapilV 57,0 26,0 76,0 25,0 04,1 41,1

awonycuelazadimalyraIV 88,4 33,0 00,5 00,0 00,5 00,0

awonilawazadimalyraIIV 94,2 67,0 00,3 36,0 04,3 41,1

awonytsycazadimalyraIIIV 11,2 59,0 38,2 14,0 00,3 22,1

anyspyrtXI 00,0 � 00,0 � 00,0 �

X a anyspyrtomyhc- 00,0 � 00,0 � 00,0 �

an�awkazatafsofIX 01,4 97,0 05,4 48,0 08,3 01,1

azalordyhofsof-IB-SA-ulotfaNIIX 12,2 69,0 38,1 71,1 04,2 76,1

IIIX a azadyzotkalag- 00,0 � 00,0 � 00,0 �

VIX b azadyzotkalag- 98,0 94,1 00,0 � 00,0 �

VX b azadinorukulg- 00,0 � 00,0 � 00,0 �

IVX a azadyzokulg- 58,2 83,2 71,3 41,2 08,0 01,1

IIVX b azadyzokulg- 38,1 75,1 71,2 71,1 02,0 54,0

-olyteca-NIIIVX b azadimaolyzokulg- 10,1 72,1 33,0 28,0 04,1 76,1

XIX a azadyzonnam- 12,0 44,0 00,0 � 00,0 �

XX a azadyzokuf- 42,0 84,0 00,0 � 00,0 �
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á-mannozydazy, â-glukuronidazy, obu galaktozydaz
(á oraz â), á-chymotrypsyny i trypsyny. Uzyskane wy-
niki s¹ zgodne z wynikami wymienionych wcze�niej
autorów (12, 21), a tak¿e z wynikami badañ grzybów
izolowanych od ludzi, u których tak¿e wykazano naj-
wy¿sz¹ aktywno�æ lipazy esterazowej, arylamidaz,
esterazy i fosfatazy kwa�nej (7, 11). Jednak¿e uzyskane
w niniejszych badaniach aktywno�ci enzymatyczne
mierzone w skali 0-5 by³y wy¿sze ni¿ u ludzi (7, 11),
ale zbli¿one do wyników aktywno�ci enzymatycznej
grzybów dro¿d¿opodobnych wyizolowanych od krów
z mastitis (8, 12, 21). W badaniach w³asnych wykazano
ponadto istotne statystycznie ró¿nice w aktywno�ci
esterazy miêdzy grzybami z rodzaju Candida a Tri-
chosporon i Geotrichum, lipazy esterazowej miêdzy
grzybami z rodzaju Trichosporon a grzybami z rodza-
ju Candida i Geotrichum, â-galaktozydazy miêdzy
Candida a grzybami z rodzaju Trichosporon i Geotri-
chum oraz arylamidazy walinowej miêdzy rodzajami
Geotrichum i Candida.

W pi�miennictwie niewiele jest informacji dotycz¹-
cych aktywno�ci hydrolitycznej grzybów patogennych.
Prowadzenie dalszych badañ zwi¹zanych z ocen¹ ak-

tywno�ci hydrolitycznej dro¿d¿aków izolowanych
z mastitis u krów wydaje siê bardzo istotne, poniewa¿
spo�ród ró¿nych determinant patogeniczno�ci tych
drobnoustrojów do najwa¿niejszych nale¿y aktywno�æ
enzymatyczna, grzyby dro¿d¿opodobne wytwarzaj¹
bowiem du¿¹ liczbê enzymów maj¹cych wp³yw na
przebieg infekcji grzybiczej. Aktywno�æ enzymatycz-
na mo¿e zatem decydowaæ o zachwianiu równowagi
uk³adu grzyb�gruczo³ mlekowy na korzy�æ grzyba.
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Obja�nienie: * istotno�æ przy p < 0,05

Tab. 2. Ró¿nice statystyczne dla czterech enzymów w testach
API ZYM wyliczone testem RIR Tukeya

wóbyzrgjazdoR wóbyzrgjazdor/myznE

azaretseIII

adidnaC noropsohcirT muhcirtoeG

37,3=M 38,2=M 08,2=M

adidnaC X *410,0 *120,0

noropsohcirT *410,0 X 99,0 *

muhcirtoeG *120,0 99,0 X

awozaretseazapilVI

adidnaC noropsohcirT muhcirtoeG

39,2=M 61,2=M 0,3=M

adidnaC X *600,0 79,0 *

noropsohcirT *600,0 X *50,0

muhcirtoeG 79,0 * *50,0 X

awonilawazadimalyraIIV

adidnaC noropsohcirT muhcirtoeG

84,2=M 0,3=M 4,3=M

adidnaC X 962,0 *330,0

noropsohcirT 962,0 * X 76,0 *

muhcirtoeG *330,0 76,0 X

VIX b azadyzotkalag-

adidnaC noropsohcirT muhcirtoeG

98,0=M 00,0=M 00,0=M

adidnaC X *30,0 *30,0

noropsohcirT *30,0 X 99,0 *

muhcirtoeG *30,0 99,0 * X


