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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 a-glucosidase. Minimal activity
(or none) was shown by a-fukosidase, a-mannosidase, p-glucuronidase, both galactosidases (o and p),
a-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 B-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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Zarowno grzyby zyjace w srodowisku zewngtrznym,
jak 1 zasiedlajace organizm produkuja pozakomor-
kowe enzymy, ktorych zadaniem jest rozktad makro-
czasteczek (weglowodanow, biatek, lipidow) do pro-
stych zwiazkow, tatwo transportowanych do wngtrza
komorki. W organizmie zywiciela aktywno$¢ wydzie-
lanych enzyméw zwraca si¢ przeciwko komoérkom
1 tkankom gospodarza, stuzac pozyskiwaniu substancji
odzywczych, inwazji i rozprzestrzenianiu si¢ grzybow
w tkankach. Enzymami, ktore odgrywaja najwigksza
rolg w chorobotworczosci grzybow Candida sa pro-
teazy 1 fosfolipazy (16). Drozdzaki wydzielaja tez
enzymy hydrolityczne, ktére rozktadaja zwiazki wiel-
koczasteczkowe — wielocukry, biatka, lipidy 1 weglo-
wodory (1, 2, 15, 19).

Infekcje gruczolu mlekowego kréw wywolywane
przez grzyby sa coraz czg¢sciej opisywane ze wzgledu
na ich nasilajace si¢ wystgpowanie. Czynnikiem etio-
logicznym mastitis mycotica sa gldwnie grzyby droz-

dzopodobne, stad choroba ta jest czesto okreslana jako
drozdzycowe zapalenie wymienia (yeast mastitis). Do
najczesciej izolowanych naleza drozdzaki z rodzaju:
Candida, Cryptococcus, Rhodotorula, Geotrichum
i Trichosporon, Jednakze grzyby z rodzaJu Cryptococ-
cus zdaja si¢ wymagac tagodniejszych warunkow kli-
matycznych (20). W krajach tropikalnych przyczyna
grzybiczych standw zapalnych tamtejszego bydia sa
takze grzyby plesniowe z rodzajow Aspergillus, Peni-
cillium, Epicoccum 1 Phoma. Jest to szczegdlnie nie-
bezpieczne, poniewaz produkuja one mikotoksyny,
ktore sa oporne na pasteryzacje (3-5, 13, 14, 18).
W naszym klimacie za grzybicze zapalenia wymion
odpowiedzialne sa gtéwnie drozdzaki z rodzaju
Candida. Jako przyczyng zapalenia stwierdzono je
w 95,5% przypadkow (20).

Celem badan byto porownanie aktywnosci enzymow
hydrolitycznych grzybdéw drozdzopodobnych izolowa-
nych od kréw z kliniczna 1 podkliniczna postacia mastitis.
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Materiat i metody

Badaniami objgto 91 szczepdw grzybdw z rodzaju Can-
dida, Trichosporon i Geotrichum wyizolowanych od krow
z grzybiczym zapaleniem wymienia. Rozpoznanie mastitis
mycotica przeprowadzono na podstawie badan klinicznych
wymienia, makroskopowych mleka, liczby komorek soma-
tycznych w mleku oraz badan mikrobiologicznych probek
mleka ¢wiartkowego. Grzyby identyfikowano na podsta-
wie jednolitego wzrostu na podtozu Sabourauda i czystego
jednolitego wzrostu na podtozu agarowym z 5% krwia ba-
ranig (przy jednoczesnym braku wzrostu na podtozach
McConkeya i Edwards-Chodkowskiego). Wyroste kolonie
grzybow z podtoza agarowego z krwia i podtoza Sabourau-
da barwiono metoda Grama i oceniano pod mikroskopem.
Nastepnie kolonie identyfikowano do poziomu gatunku
testem API 20 C AUX (bioMérieux) i programem kompu-
terowym APIWEB (bioMérieux). Aktywnos$¢ enzymatycz-
na okreslano za pomoca testow API ZYM (bioMérieux), za-
wierajacych substraty do wykrycia 19 hydrolaz: II fosfatazy
zasadowej, Il esterazy, IV lipazy esterazowej, V lipazy C14,
VI arylamidazy leucynowej, VII arylamidazy walinowej,
VIII arylamidazy cystynowej, IX trypsyny, X a-chymotryp-
syny, XI fosfatazy kwasnej, XII Naftolu-AS-BI-fosfo-
hydrolazy, XIII a-galaktozydazy, XIV B-galaktozydazy,
XV B-glukuronidazy, XVI a-glukozydazy, XVII B-gluko-
zydazy, XVIII N-acetylo-B-glukozyloamidazy, XIX a-man-
nozydazy oraz XX a-fukozydazy. Przy ich oznaczaniu poste-
powano $cisle z zaleceniami producenta. Z 24-godzinnych
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hodowli szczepoéw Candida przy uzyciu densytometru przy-
gotowywano w wodzie destylowanej zawiesing o gegstosci
5 stopni w skali McFarlanda. Odpowiednia ilo$¢ tej zawie-
siny (65 mikrolitréw) przenoszono do kapsutek paskéw API
ZYM, ktore 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$¢ enzyméw okreslano w nanomolach
hydrolizowanego substratu wedtug intensywnosci reakcji
barwnej. Zgodnie z zaleceniem producenta stosowano ska-
le 5-stopniowa (od 0 do 5 stopni): 0 — 0 nanomoli, 1 — 5
nanomoli, 2 — 10 nanomoli, 3 — 20 nanomoli, 4 — 30 nano-
moli i 5 — powyzej 40 nanomoli.

Wyniki poddano analizie statystycznej, obliczajac $red-
nie arytmetyczne i odchylenia standardowe. Istotnos¢ r6z-
nic sprawdzono testem Tukeya (program SAS v. 9.1.3,
2003 r.). Wyniki zestawiono w tabelach.

Wyniki i omowienie

Powszechnie uwaza si¢, ze zewnatrzkomorkowe
enzymy hydrolityczne wydzielane zaréwno przez
dermatofity, drozdzaki, jak 1 grzyby ple$niowe sa
waznym elementem w patomechanizmie infekcji. En-
zymy te katalizuja migdzy innymi reakcje hydrolizy
wigzan C-0O, C-N, C-C, ulatwiajac inwazj¢ grzyba do
tkanek, a z drugiej strony moga stymulowac¢ na dro-
dze immunologicznej procesy zapalne ograniczajace
infekcje (17). Niewiele jest opublikowanych wynikow
badan dotyczacych aktywnosci

Tab. 1. Aktywno$¢ enzymatyczna (punkty) grzybow wyizolowanych z gruczolu mleko-  enzymatycznej grzybow droz-

wego krow (x = SD)

dzopodobnych wyizolowanych

: Rodzaj grzybow od zwierzat (8, 12, 21). Wigk-
nzym rr ,
! Candida (n = 80) | Trichosporon (n = 6) | Geotrichum (n =5) | SZO0SC opracowan dotyczy boj
| kontrola _ _ _ _ _ wiem aktywnosci enzymatycznej
hydrolaz grzybow z rodzaju Can-
Il fosfataza zasadowa 1,09 0,86 0,83 0,75 0,60 0,55 dida (gk')wnie Candida albicans)
IIl esteraza 3,74 0,76 2,83 0,75 2,80 0,45 wyizolowanych od ludzi (1, 7,
IV lipaza esterazowa 294 | 058 | 217 | o041 | 300 | o7 9711}’1 11)' W niniejszych bada-
niach aktywnos$¢ enzymatyczn
V lipaza C14 0,75 0,62 0,67 0,52 1,40 1,14 droZdZalz](’)w ocenizno yprz;(
VI arylamidaza leucynowa 4,88 0,33 5,00 0,00 5,00 0,00 uZyciu testu API ZYM firmy
Vil arylamidaza walinowa 2,49 0,76 3,00 0,63 3,40 1,14 bioM¢érieux, poniewaz — zdaniem
VIl arylamidaza cystynowa 2,11 0,95 2,83 0.4 3,00 1,22 | Plomer-Niezgody i wsp. (17) —
X1 0.00 0.00 0.00 wielu autorow potwierdzito przy-
LR ’ - ’ - ’ - datnos¢ tego testu do oznaczen
X a-chymotrypsyna 0,00 - 0,00 - 0,00 = zewnatrzkomoérkowych enzy-
X1 fosfataza kwasna 4,10 0,79 4,50 0,84 3,80 1,10 | mow hydrolitycznych uwalnia-
XII Naftolu-AS-Bl-fosfohydrolaza 2,21 0,96 1,83 1,17 2,40 1,67 Igli’zcillbf}’]rz%z ;;’Zzé?igivgztzofg;lgﬁ
Xl «-galaktozydaza 0,00 - 0,00 - 0,00 - badan v;/%asnych Wynika 7e naj-
XIV §-galaktozydaza 0,89 1,49 0,00 - 0,00 - wigksza aktywnos¢ wykazywata
XV f-glukuronidaza 0,00 . 0,00 - 0,00 - aiylamldaza leﬁlcyrf{owa. Wysfk&
aktywnoscia charakteryzowat si
XVI ¢-glukozydaza 2,85 2,38 3,17 2,14 0,80 1,10 tez};vgz}?rsg ;3‘((13 fos fateelg l?waériaq
XVl ﬂ-glukozvdaza 1,83 1,57 2,17 1,17 0,20 0,45 S’rednlq aktywnoéé Wykazywa}y?
XVIII N-acetylo-5-glukozyloamidaza 1,01 1,27 0,33 0,82 1,40 1,67 esteraza, hpaza esterazowa 1 o-
XIX ¢-mannozydaza 0,21 0,44 0,00 - 0,00 - E%I%kozyd_aza-l Br)aktakty";nosm
ub minimalna) stwierdzono
XX «-fukozydaza 0,24 0,48 0,00 - 0,00 - W przypadku' qa-fukozydazy
. 9
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Tab. 2. Roznice statystyczne dla czterech enzyméw w testach

API ZYM wyliczone testem RIR Tukeya

Rodzaj grzybow Enzym/rodzaj grzybéw
Il esteraza

Candida Trichosporon Geotrichum

M=3,73 M=2,83 M=2,80
Candida X 0,014* 0,021*
Trichosporon 0,014 X 0,99
Geotrichum 0,021* 0,99 X

IV lipaza esterazowa

Candida Trichosporon Geotrichum

M=2,93 M=2,16 M=3,0
Candida X 0,006 0,97
Trichosporon 0,006* X 0,05*
Geotrichum 0,97 0,05* X

VIl arylamidaza walinowa

Candida Trichosporon Geotrichum

M=2,48 M=3,0 M=3,4
Candida X 0,269 0,033*
Trichosporon 0,269 X 0,67
Geotrichum 0,033* 0,67 X

XIV S-galaktozydaza

Candida Trichosporon Geotrichum

M=0,89 M =0,00 M =0,00
Candida X 0,03* 0,03*
Trichosporon 0,03* X 0,99
Geotrichum 0,03* 0,99 X

Objasnienie: * istotnos¢ przy p < 0,05

a-mannozydazy, B-glukuronidazy, obu galaktozydaz
(aoraz B), a-chymotrypsyny i trypsyny. Uzyskane wy-
niki sa zgodne z wynikami wymienionych wczesniej
autoréw (12, 21), a takze z wynikami badan grzybow
1zolowanych od ludzi, u ktérych takze wykazano naj-
wyzsza aktywnoS¢ lipazy esterazowej, arylamidaz,
esterazy 1 fosfatazy kwasnej (7, 11). Jednakze uzyskane
w niniejszych badaniach aktywnoS$ci enzymatyczne
mierzone w skali 0-5 byly wyzsze niz u ludzi (7, 11),
ale zblizone do wynikéw aktywnosci enzymatyczne;j
grzyboéw drozdzopodobnych wyizolowanych od krow
z mastitis (8, 12, 21). W badaniach wlasnych wykazano
ponadto istotne statystycznie roznice w aktywnosci
esterazy miedzy grzybami z rodzaju Candida a Tri-
chosporon i Geotrichum, lipazy esterazowej migdzy
grzybami z rodzaju Trichosporon a grzybami z rodza-
ju Candida 1 Geotrichum, B-galaktozydazy migdzy
Candida a grzybami z rodzaju Trichosporon 1 Geotri-
chum oraz arylamidazy walinowej migdzy rodzajami
Geotrichum i1 Candida.

W pismiennictwie niewiele jest informacji dotycza-
cych aktywnosci hydrolitycznej grzybow patogennych.
Prowadzenie dalszych badan zwiazanych z ocena ak-
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tywnosci hydrolitycznej drozdzakéw izolowanych
z mastitis u krow wydaje sig bardzo istotne, poniewaz
sposrod roznych determinant patogenicznosci tych
drobnoustrojéw do najwazniejszych nalezy aktywnos¢
enzymatyczna, grzyby drozdzopodobne wytwarzaja
bowiem duza liczbg enzymow majacych wplyw na
przebleg infekceji grzybiczej. Aktywnos¢ enzymatycz-
na moze zatem decydowac¢ o zachwianiu réwnowagi
uktadu grzyb—gruczot mlekowy na korzys¢ grzyba.
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