Przewidywanie przynaleznosci gatunkowej grzybow patogennych i
fenotypu lekoopornosci oraz badanie mechanizméw jego modulacji w
gatunkach Candida albicans i non-albicans

Droidze rodzaju Candida sg organizmami oportunistycznymi wchodzacymi w skfad naturalnej
mikroflory cziowieka. Bytuja gtownie w obrebie koricowej czesci przewodu pokarmowego oraz bton
$luzowych jamy ustnej, i przy petnej sprawnosci uktadu odpornoéciowego gospodarza nie ujawniaja
zdolnosci chorobotwdrczych. W warunkach znacznie ostabionej odpornosci, wywotanej zwykle odbywana
terapig immunosupresyjng, chemioterapia lub zakazeniem wirusem HIV, drozdze Candida mogg prowadzi¢
do zagrazajacych zyciu infekcji uktadowych. Najpowszechniej jednak zakazenia grzybicze dotykaja pacjentow
leczonych dtugotrwale antybiotykami, u ktorych w skutek wyniszczenia flory bakteryjnej zaburzona zostata
réwnowaga mikrobiologiczna. Zakazenia takie obejmuja najczesciej $luzéwke jamy ustnej lub dolnych drég '

rodnych kobiet i stanowig przyczyne dtugotrwatej i trudnej do wyleczenia infekgji.

Trudnosci zwigzane z leczeniem kandydoz wynikajg zwykle z niewtasciwego doboru sposobu leczenia
do wystepujacego czynnika etiologicznego. Stosowane jako lek pierwszego rzutu zwigzki azolowe wykazuja
duzg skutecznos$¢ w stosunku do najpopularniejszego gatunku Candida albicans. Natomiast izolowane co raz
powszechniej drozdie gatunku C. glabrata charakteryzuja sie wysoka opornoscig na ta grupe lekéw i
uporczywe, aczkolwiek nieskuteczne leczenie takich infekcji bez wczesniejszego rozpoznania gatunku
drozdzy Candida lekami azolowymi moze prowadzi¢ do wzrostu ich wirulencji i dalszej ekspansji w gigb
tkanek gospodarza. W pracy przestawiono wyniki badan dotyczacych oceny przydatnosci analizy HRM
produktow reakcji PCR, jako narzedzia do szybkiej, prostej i wiarygodnej identyfikacji gatunkowej drozdzy
Candida. Amplifikowanym w reakcji PCR fragmentem genomu byfa sekwencja - ITS2, ktora rozni sig migdzy
gatunkami dfugoscia oraz sktadem nukleotydowym, natomiast zachowuje konserwatywnos¢ w obrebie
gatunku. Wykazano skuteczno$¢ techniki HRM w rozpoznawaniu gatunkéw dziesieciu szczepow Candida
pochodzenia klinicznego, 38 szczepéw Candida wyizolowanych ze $liny zdrowych osdb, a takie szesciu
gatunkow grzybow dermatofitycznych, w oparciu o poréwnanie ksztattow krzywych dla szczepdw badanych,

z ksztattami krzywych wzorcowych.

Innym istotnym problemem utrudniajgcym leczenie zakazen droidiami Candida jest zdolnos¢ tych
organizmow do nabywania opornosci na stosowane leki, a czesto réwniez, jak w przypadku zwigzkéw
azolowych, na cata grupe lekdw. Wséréd mechanizméw nabywania opornosci wymienia sie mutacje w genie
ERG11, kodujacego enzym bedacy jednym z kluczowych elementéow w szlaku syntezy ergosterolu,
niezbednego w prawidtowej syntezie btony komaérkowej drozdzy. Enzym ten, 1,4-a-demetylaza lanosteroluy,
jest celem dziatania wszystkich lekéw azolowych, a mutacje genu ERG11 prowadzg do ograniczenia
powinowactwa tego enzymu do azoli i obnizajg skutecznos$¢ ich dziatania przeciwgrzybiczego. W pracy

zawarto wyniki badan nad wykorzystaniem metody HRM do przewidywania opornosci drozdzy Candida



albicans na podstawie mutacji w genie ERG11 wykrywanych jako zmiany ksztattu krzywej topnienia produktu
PCR. Skanowanie catego genu ERG11 w postaci dziewieciu zachodzacych fragmentéw pozwolito wyrdznié
pie¢ wariantéw tego genu wsrdéd puli dziewieciu szczepow pochodzenia klinicznego i szczepow
referencyjnych. Wystepowanie wszystkich rdznic potwierdzono sekwencjonowaniem. Korelacje pomiedzy
opornoscig na Ie.ki azolowe, a wystepowaniem polimorfizméw w genie ERG11 wykazano przez
zsekwencjonowanie genu w puli dwudziestu siedmiu szczepdw pochodzgcych ze $liny ochotnikéw i
okreslenie ich opornosci testami ATB FUNGUS3. Wykryto dwie mutacje korelujgce z opornoscig na leki w
sposob istotny statystycznie. Podsumowujac, wyniki badan wskazuja, ze metoda analizy HRM moze stanowic
dogodne narzedzie do szybkiej, taniej i wiarygodnej preselekcji probek DNA przeznaczonych do
sekwencjonowania w predykcji lekoopornosci szczepéw Candida albicans i tym samym wspomoc

diagnostyke zakazen tymi drobnoustrojami.

Drugim czesto obserwowanym mechanizmem nabywania opornosci na leki przez drozdze Candida
jest zwiekszona aktywnos¢ transportowa biatek przezbtonowych z rodziny transporteréw ABC. W literaturze
naukowej wykazano korelacje miedzy stopniem opornosci droidizy na leki, a aktywnoscia pomp
przezbfonowych, badang na podstawie zdolnosci do akumulacji barwnika fluorescencyjnego wewnatrz
komorki. W niniejszej pracy przedstawiono wyniki badania nnad wykorzystaniem techniki cytometrii
przeptywowej jako potencjalnego prostego i szybkiego testu opornosci szczepéw drozdzy gatunku C.
albicans, C. tropicalis, C. glabrata i C. krusei rdznigcych sie profilem opornosci na leki przeciwgrzybicze.
Wykazano, ze zaproponowany sposéb testowania opornosci jest zawodny i nie moze byé wykorzystywany

jako alternatywa dla standardowej procedury oceny lekoopornosci drozdzy Candida.

Doniesienia literaturowe wskazuja, ze niewlasciwy dobdr dawki zwigzkéw azolowych podczas
leczenia zakazen drozdzowych moze nie tylko prowadzi¢ do nabywania opornosci przez infekujacy szczep,
ale réwniez do uruchomienia szlakdw odpowiedzi na stres oksydacyjny u drozdzy Candida. Do tej pory
wykryto kilka powigzan tych szlakéw z rozwojem wirulencji patogennych droidiy, a takie wzrostem
opornosci na leki, ale wiedza na ten temat jest nadal niepetna, zwtaszcza w przypadku gatunku C. glabrata.
W pracy przedstawiono wyniki badarn nad wptywem subtoksycznych dawek zwigzkéw azolowych na
podstawowe elementy odpowiedzi na stres oksydacyjny dla drozdzy gatunkéw C. albicans i C. glabrata.
Wykazano, ze generacja wolnych rodnikow w obu gatunkach ksztaftuje sie podobnie: ketokonazol i
itrakonazol zwigkszajg generacje anionorodnika ponadtlenkowego i nadtlenku wodoru, natomiast inkubacja
z flukonazolem nie wplywa znaczaco na poziom tych rodnikéw. Sposrdd badanych enzymdw aktywnosé S-
transferazy glutationowej oraz reduktazy zmieniata sie pod wptywem rdinych lekéw analogicznie dla
gatunkow C. albicans i C. glabrata, natomiast zmiany aktywnosci katalazy pod wptywem lekow azolowych

réznity sie dla tych gatunkow, a takze dla szczepdw tego samego gatunku.
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Abstract

Candida yeasts are opportunistic organisms that are part of the human microflora. They are mainly located
within the end of the gastrointestinal tract and mucous membranes of the oral cavity, and if the the host
immune system works properly they do not reveal the pathogenic potential. Under conditions of
significantly impaired immunity, usually caused by immunosuppressive therapy, chemotherapy or HIV
infection, Candida yeast can lead to life-threatening systemic infections. However, fungal infections are most
common in patients treated antibiotics for a long time, and thus having impaired microbial balance as a
result of the eradication of bacterial flora. These infections usually cover the mucosa of the oral cavity or

lower genital tract of women and are the cause of long-lasting and difficult to cure infections.

Difficulties associated with the treatment of candidiasis are usually the result of an inappropriate choice of
treatment for the underlying etiologic agent. As a first-line drug, azole compounds are highly effective
against the most popular Candida albicans species. In contrast, isolates of C. glabrata are more resistant to
this group of drugs and persistent, although ineffective treatment of such infections without prior
recognition of the Candida yeast species with azole drugs may lead to increased virulence and further
expansion into the host tissues. The paper presents the results of a study to assess the suitability of HRM
analysis of PCR products as a tool for the rapid, simple and reliable identification of Candida yeast species.
The amplified PCR fragment was the ITS2 sequence, which differs between species in length and nucleotide
composition but is conserved within the species. The effectiveness of HRM in the identification of ten
Candida species of clinical origin, 38 Candida isolates from saliva of healthy individuals, and six
dermatophytic fungi, based on comparison of curve shapes for the test strains with standard curve shapes

were demonstrated.

Another important problem hindering the treatment of Candida yeast infection is the ability of these
organisms to acquire resistance to the drugs used, and often for the whole group of drugs, as it is in case of
azole compounds. Resistance acquisition mechanisms include mutations in the ERG11 gene, which encodes
an enzyme that is one of the key components of the ergosterol synthesis pathway required for proper
synthesis of yeast cell membranes. This enzyme, 14-a-lanosterol demethylase, is the target of all azole drugs,
and mutations in the ERG11 gene lead to reduction in the affinity of this enzyme to azoles and decrease the
effectiveness of their antifungal action. The results of studies on the use of the HRM method to predict yeast
resistance of Candida albicans based on ERG11 gene mutation detected as a differences in shape of melting
curve of a PCR product were reported. Scanning of the entire ERG11 gene devided into nine overlapping
fragments allowed to distinguish five variants of this gene among the pool of nine clinical and reference
strains. The occurrence of all differences was confirmed by sequencing. Correlation between resistance to
azole drugs and the occurrence of polymorphisms in the ERG11 gene was demonstrated by sequencing

ERG11 gene of twenty-seven strains derived from saliva of volunteers and determining their resistance to



ATB FUNGUS3. Two mutations correlated with drug resistance were statistically significant. In conclusion,
the results of the study indicate that the HRM analysis method can be a convenient tool for fast, cheap and
reliable pre-selection of DNA samples to be sequenced in the drug resistance prediction of Candida albicans

and thus help to diagnose infections with these microorganisms.

The other frequently observed mechanism of drug resistance in Candida yeast is the increased transport
activity of transmembrane proteins of the ABC transporter family. Scientific literature has shown a
correlation between the degree of yeast resistance to drugs and the activity of transmembrane pumps
tested on the ability to accumulate fluorescent dye inside the cell. This paper presents the results of a study
on the use of flow cytometry analysis as a potential simple and rapid resistance test for C. albicans, C.
tropicalis, C. glabrata and C. krusei yeast strains differing in resistance profile to antifungal agents. It has
been shown that the proposed method of resistance testing is unreliable and can not be used as an

alternative to the standard procedure for assessing Candida yeast resistance.

Literature reports indicate that inappropriate dosing of azole compounds during treatment of yeast
infections may not only lead to acquired resistance by the infectious strain, but also to triggering oxidative
stress response pathways in Candida yeast. So far, several pathways have been identified to be involved with
the development of virulence of pathogenic yeasts, as well as the increase in drug resistance, but the
knowledge on this topic is still incomplete, especially in the case of C. glabrata. The dissertation presents the
results of studies on the effect of suboxic doses of azole compounds on the basic elements of oxidative
stress response for C. albicans and C. glabrata species. It has been shown that the generation of free radicals
in both species is similar: ketoconazole and itraconazole increase the generation of superoxide anion and
hydrogen peroxide, whereas incubation with fluconazole does not significantly affect the level of these
radicals. Among the enzymes tested, glutathione S-transferase and reductase activity varied by different
drugs analogously to C. albicans and C. glabrata, whereas changes in the activity of catalase by azole drugs

differed for these species as well as for strains of the same species.



