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STRESZCZENIE  

WSTĘP :  Candida albicans (C. albicans) wchodzi w skład naturalnej mikroflory organizmu człowieka. Jednocześnie 

jest jedną z najczęstszych przyczyn oportunistycznych grzybic systemowych. Candida albicans jest drobnoustrojem 

polimorficznym. Zmiana fenotypu związana jest z oddziaływaniem czynników środowiskowych. Dzięki zdolnościom 

polimorficznym formy drożdżopodobne mogą przeciwstawić się mechanizmom fagocytozy. Celem pracy jest ocena 

stężenia ATP (adenosine triphosphate) w procesie tworzenia form kiełkujących przez C. albicans. 

MAT ERIAŁ  I  METO DY :  Do badań wykorzystano wzorcowy szczep C. albicans ATCC 10231. W pomiarach stężenia 

ATP wykorzystano ATP Assay Kit firmy LKB Wallac. Do oceny liczby komórek użyto urządzenia Scepter firmy 

Merck Millipore oraz densytometru DensiLaMeter II. 

WYNI KI :  Stężenie ATP po 120 min było wyższe w przypadku komórek C. albicans stymulowanych L-proliną oraz D-

-glukozą niż w komórkach niestymulowanych. Największe stężenie ATP występowało w komórkach C. albicans 

poddanych stymulacji L-proliną. Również w tym przypadku występowała największa liczba form kiełkujących. 
WNIOS KI :   
1. Tworzeniu form kiełkujących C. albicans towarzyszy wzrost stężenia ATP w pojedynczej komórce.  

2. Niezależnie od rodzaju substancji stymulującej w procesie tworzenia form kiełkujących w C. albicans dochodzi do 

wzrostu stężenia ATP w przeliczeniu na pojedynczą komórkę grzyba. 

SŁOW A KL UCZOWE  
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ABSTRACT  

INT RO DUCT ION:  Candida albicans (C. albicans) is part of the natural microbiota of the human body. At the same 

time, it is one of the most common causes of opportunistic systemic fungal infections. Candida albicans is a poly-

morphic microorganism. The change in phenotype is related to the influence of environmental factors. Due to their 

polymorphic nature, these yeast-like forms can counter mechanisms of phagocytosis. The aim of the study is to eva-

luate the adenosine triphosphate (ATP) concentration in the process of forming germ tube forms by C. albicans.  

MAT ERIAL  AND MET HO DS :  Candida albicans reference strain ATCC 10231 was used for the study. An ATP assay 

kit by LKB Wallac was used to measure the ATP concentration. The Merck Millipore cell counter Scepter and cell 

density meter DensiLaMeter II were used to assess the cell count. 
RES ULTS :  The ATP concentration after 120 min was higher for C. albicans simulated with L-proline and D-glucose 

in reference to non-stimulated cells. The highest concentration of ATP was found in the C. albicans cells stimulated 

with L-proline. Moreover, in this case, the highest number of germ tube forms was found. 
CO NCL US IO NS :   
1. The formation of germ tube forms of C. albicans is accompanied by an increase in single cell ATP concentration. 

2. Regardless of the type of stimulating substance used in the formation of C. albicans germ tube forms, there is an 

increase in ATP concentration in a single fungal cell. 
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WSTĘP  

Candida albicans (C. albicans) wchodzi w skład mi-

kroflory błon śluzowych przewodu pokarmowego, 

oddechowego i moczowo-płciowego oraz skóry, 

u około 50–70% populacji ludzkiej nie wywołując 

objawów chorobowych [1]. U ludzi z obniżoną odpor-

nością może być oportunistycznym patogenem [2]. 

W ostatnich latach częstość zakażeń C. albicans  

wzrosła i odpowiada za 6,8% zakażeń szpitalnych 

w Stanach Zjednoczonych [3,4]. Drożdżaki te mogą 

powodować dwa rodzaje zakażeń: powierzchowne, 

takie jak kandydoza jamy ustnej lub pochwy, oraz 

zagrażające życiu zakażenia układowe [5]. Na zakaże-

nia grzybicze szczególnie narażeni są pacjenci z cho-

robami nowotworowymi oraz zespołem nabytego 

upośledzenia odporności (AIDS). Grzybicy sprzyjają 

również cukrzyca, przewlekła glikokortykosteroidote-

rapia, antybiotykoterapia, leki immunosupresyjne, 

długotrwałe cewnikowanie naczyń, inwazyjne proce-

dury medyczne, uszkodzenia skóry w wyniku oparzeń, 

zaburzenia funkcji przewodu pokarmowego oraz niska 

waga wcześniaków [6,7].  

Jednym z czynników wirulencji C. albicans jest zdol-

ność do tworzenia czterech form morfologicznych: 

blastokonidiów, form germ tube, pseudostrzępek oraz 

strzępek prawdziwych. Ponadto na podłożach sztucz-

nych w niekorzystnych warunkach tworzą chlamydo-

spory. Morfogeneza jest jedną z cech wirulencji 

C. albicans, czyli przechodzenia z formy drożdżopo-

dobnej w formy micelalne o kształcie wydłużonym 

nitkowatym, uregulowana przez sieć szlaków przeka-

zywania sygnału w odpowiedzi na czynniki środowi-

skowe [1,8,9]. Morfologiczna przemiana komórek C. 

albicans jest przejawem adaptacji szczepu do różnych 

niszy biologicznych gospodarza, a każdy z morfoty-

pów pełni ważną rolę w patogenezie zakażeń [7]. 

Forma drożdżopodobna umożliwia rozprzestrzenianie 

się drogą krwionośną oraz przyleganie do powierzchni 

śródbłonka, z drugiej strony formy nitkowate są bar-

dziej przystosowane do inwazji przez nabłonki, mają 

także większą oporność na fagocytozę [10]. Formy 

drożdżopodobne pełnią więc istotną rolę w procesie 

rozsiewu patogenu do tkanek żywiciela, natomiast 

formy strzępkowe są bardziej istotne w trakcie inwazji 

[11]. Proces tworzenia form kiełkujących C. albicans 

zachodzi w obecności tyrosolu (20 μM), w temperatu-

rze powyżej 37°C, pH = 8, a także w otoczeniu 5% 

CO2. Dodatek do środowiska reakcji takich składni-

ków, jak D-glukoza, L-prolina, L-cysteina, L-gluta-

mina, glutation, N-acetyloglukozamina, w stężeniach 

odpowiednio 5 mM, 10 mM, 5 mM, 2 mM, 1 mM 

i 1 mM, oraz surowicy (10%) wzmaga morfologiczną 

transformację komórek C. albicans na korzyść form 

kiełkujących. Wpływ czynników fizykochemicznych 

na proces tworzenia form germ tube został dobrze 

zbadany, lecz wpływ stanu metabolicznego komórki 

na wymieniony proces wciąż pozostaje niejasny [12].  

W żywych komórkach najważniejszym bogatoenerge-

tycznym związkiem pośrednim lub związkiem prze-

nośnikowym jest adenozynotrifosforan (adenosine 

triphosphate – ATP). To nukleozydotrifosforan zawie-

rający adeninę, rybozę i trzy grupy fosforanowe [13]. 

Procesy oddechowe u C. albicans są typowe dla euka-

riota. Jej mitochondria zawierają białka transportujące 

elektrony, takie jak dehydrogenaza NADH, dehydro-
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genaza bursztynianowa, cytochromy b, c i aa3. Oprócz 

konwencjonalnej oksydazy cytochromu c C. albicans 

ma również alternatywną oksydazę [14]. 

Celem pracy była ocena stężenia ATP w procesie 

tworzenia form kiełkujących przez C. albicans. 

MATERIAŁ  I  METODY  

Do badań wykorzystano wzorcowy szczep C. albicans 

ATCC 10231. Candida albicans hodowano na stałym 

podłożu Sabourauda. Do pomiaru stężenia ATP wyko-

rzystano ATP Assay Kit firmy LKB Wallac. Liczbę 

komórek w zawiesinie określano za pomocą urządze-

nia Scepter firmy Merck Millipore oraz densytometru 

DensiLaMeter II.  

Przygotowano roztwór 20 mmol/l L-proliny oraz 

10 mmol/l D-glukozy. Równocześnie przygotowano 

zawiesinę komórek C. albicans o gęstości 0,5 McFar-

landa. Następnie 0,25 ml 20 mmol/l L-proliny, 

10 mmol/l D-glukozy lub PBS dodano do 0,25 ml 

zawiesiny C. albicans i inkubowano w 5% CO2 i tem-

peraturze 37
o
C. Stężenie ATP w C. albicans oznaczo-

no po czasie 0 i 120 min. Określono również liczbę 

utworzonych form kiełkujących (germ tubes) C. albi-

cans metodą mikroskopową po 120 min [12]. Obli-

czeń statystycznych dokonano za pomocą programów 

STATISTICA 12 oraz Microsoft Office Excel 2007. 

WYNIKI   

Stężenie ATP po 120 min było wyższe w przypadku 

komórek C. albicans stymulowanych L-proliną oraz 

D-glukozą. Najwyższe stężenie ATP występowało 

w przypadku komórek C. albicans poddanych stymu-

lacji L-proliną. Również w tym przypadku występo-

wała największa liczba form germ tube. 

 

Ryc. 1. Candida albicans po 2 godzinach inkubacji w jałowym, buforowa-
nym roztworze soli fizjologicznej (PBS). 
Fig. 1. Candida albicans after 2 hours of incubation in sterile buffered 
saline solution (PBS). 

 

Ryc. 2. Formy germ tube C. albicans po 2 godzinach stymulacji L-proliną 
(10 mmol/l).  
Fig. 2. Candida albicans germ tube cells after 2 hours of stimulation with 
L-proline (10 mmol/l). 

 

 

Ryc. 3. Stężenia ATP (fmol/komórkę) w zawiesinie C. albicans o gęstości 
0,25 McFarlanda w PBS (kontrola), w 10 mmol/l roztworze L-proliny, 
w roztworze 5 mmol/l D-glukozy po 2-godzinnej inkubacji w temperaturze 
37°C i warunkach 5% CO2; *** odpowiada istotności różnicy p < 0,001. 
Fig. 3. ATP concentration (fmol/cell) in C. albicans suspension (0.25 Mc-
Farlanda) in PBS (control), 10 mmol/l solution of L-proline, 5 mmol/l 
solution of D-glucose after 2 hour incubation at 37°C and 5% CO2 condi-
tions; *** corresponds to significance of difference p < 0.001. 

 

 

Ryc. 4. Wpływ L-proliny (10 mmol/l), D-glukozy (5 mmol/l) na zdolność 
komórek C. albicans do tworzenia form germ tube po 2-godzinnej inku-
bacji w 5% CO2 i temperaturze 37°C . 
Fig. 4. Effect of L-proline (10 mmol/l), D-glucose (5 mmol/l) on ability of 
C. albicans cells to form germ tube after 2 hour incubation in 5% CO2 and 
at 37°C. 
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DYSKUSJA  

Wiele czynników wirulencji C. albicans, m.in.: pleo-

morfizm, adhezja, produkcja enzymów hydrolitycz-

nych, tamponada naczyń przez konglomeraty strzępek 

oraz zmienność fenotypowa, odgrywa ważną rolę 

w rozwoju kandydozy. Zdolność komórek C. albicans 

do reagowania na stres środowiskowy prawdopodob-

nie zależy od wstępnie zmodyfikowanego stanu meta-

bolicznego tych komórek, a zatem od dostępnych 

składników odżywczych w mikroorganizmach gospo-

darza [15]. Przejścia morfologiczne i regulacja meta-

boliczna mają kluczowe znaczenie dla C. albicans, 

aby dostosować się do zmieniającego się środowiska 

gospodarza [16]. Z naszych badań wynika, że tworze-

niu form germ tube pod wpływem L-proliny oraz D- 

-glukozy towarzyszy wzrost stężenia ATP w komórce 

grzyba. 

Zjadliwość C. albicans nie została w pełni poznana 

[7]. Nawet nowoczesne metody molekularne nie po-

zwalają na jednoznaczne powiązanie form morfolo-

gicznych z rozwojem choroby. Większość zmian cho-

robowych jest wywołana obiema formami morfolo-

gicznymi, co sugeruje, że obie odgrywają rolę w roz-

woju i postępie choroby [17]. Zrozumienie mechani-

zmów patogenności C. albicans może mieć decydują-

ce znaczenie w opracowaniu nowych leków przeciw-

grzybiczych i nowych metod diagnostycznych [5].  

WNIOSKI  

Tworzeniu form kiełkujących C. albicans niezależnie 

od rodzaju substancji stymulującej proces powstawa-

nia form germ tube towarzyszy wzrost stężenie ATP 

w pojedynczej komórce. W związku ze wzrostem 

liczby zakażeń grzybiczych konieczne są dalsze bada-

nia nad metabolizmem C. albicans w trakcie tworze-

nia form polimorficznych, które umożliwią nam lep-

sze poznanie patogenezy zakażenia oraz poszukiwanie 

nowych leków przeciwgrzybiczych. 
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