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Wptyw zmiennego pola elektromagnetycznego na biofilm
utworzony przez Candida albicans

Streszczenie: Celem badari byto zbadanie oddziatywania zmiennego pola elektromagnetycznego o roznych natezeniach na dojrzalg strukture
biofilmu utworzonego przez drozdze Candida albicans. Drozdze byly hodowane na pozywce YPD na ptytkach Petriego, w cieplarce, w temp. 28°C
przez 48 godzin. Plynne hodowle Candida albicans prowadzono na pozywce YNB z dodatkiem 2% glukozy w kolbach Erlenmayera, na wytrzgsarce,
w temp. 28°C przy 180 rom. W celu wytworzenia jednorodnego pola elektromagnetycznego uzyto solenoidu o dtugosci 48cm i $rednicy 6cm.
Doswiadczenie polegato na poddaniu dojrzatego biofilmu dziataniu pola elektromagnetycznego o zmiennym natezeniu, a co za tym idzie, zmiennych
wartosciach indukcji magnetycznej, odpowiednio 20 mT, 40mT, 70mT i 90mT. Badania dowiodly, ze w wiekszo$ci przypadkéw pole
elektromagnetyczne nie oddziatuje w sposéb znaczgcy na dojrzaty biofilm. Najwyzsze warto$ci gestosci optycznej zaobserwowano przy natezeniu
20 mT i pieciu i p6t oraz sze$ciu godzinach ekspozycji (kolejno 0,248 MF i 0,166 MF).

Abstract: The aim of the study was to investigate the impact of variable electromagnetic field of various intensities on the mature structure of the
biofilm formed by the yeast Candida albicans. The yeast was grown on YPD medium on Petri dishes, in an incubator at 28 ° C for 48 hours. Liquid
cultures of Candida albicans were grown on YNB medium with the addition of 2% glucose in Erlenmeyer flasks, on a shaker at 28 ° C at 180 rom. In
order to create a homogeneous electromagnetic field, a solenoid with a length of 48 cm and a diameter of 6 cm was used. The experiment consisted
of subjecting the mature biofilm to the action of an electromagnetic field of variable intensity, and thereby, variable magnetic induction values of 20
mT, 40 mT, 70 mT and 90 mT, respectively. The research shown that in most cases the electromagnetic field does not significantly effect on a
mature biofilm. The highest optical density values were observed at 20 mT and five and a half and six exposure hours (successively 0.248 MF and

0.166 MF). (The influence of the variable electromagnetic field on the biofilm formed by Candida albicans).

Stowa kluczowe: biofilm, drozdze, Candida albicans, pole elektromagnetyczne, solenoid
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Wstep

Biofilm to najbardziej rozpowszechniony  typ
wystepowania mikroorganizméw w naturze. Nasze
postrzeganie mikroorganizméw opiera si¢ na wyobrazeniu,
jakie pozostawiajg nam warunki laboratoryjne, a mianowicie
mikroorganizmy jako jednokomoérkowe formy zycia [1, 2].
Postrzeganie to oparte jest czesto na obserwacji kolonii
czystych kultur. Jednakze, wigkszo$é mikroorganizméw w
Srodowisku naturalnym wigze sie z podtozem, tworzac
struktury biofilmu, w przeciwienstwie do utrzymujacych sie,
jako  wolno ptywajace. Biofilm  jest  spoiwem
mikroorganizméw, przyklejajgcych sie do powierzchni i
przytgczonych do egzopolimerow macierzy. W ostatnich
latach znacznie wzrosto zainteresowanie tymi strukturami,
szczegolnie w kontekscie ich wykorzystania w medycynie.
Udowodniono, ze 65% wszystkich ludzkich infekciji
powodowanych przez drobnoustroje ma zwigzek =z
tworzeniem przez  nie biofilmu. Badania nad
mikroorganizmami bardzo czesto obejmujg procedury
oparte na autonomicznych komérkach w zawiesinie lub na
jednostkach tworzacych kolonie. Fakt ten niesie ze sobg
daleko idgce konsekwencje, poniewaz takie formy wzrostu
rzadko wystepujg w naturalnych warunkach, a ich
wiasciwosci i cechy fenotypowe drastycznie odbiegajg od
cech, ktére reprezentuje powszechnie wystepujacy biofilm.
Przyktadami takich cech mogg byé: podwyzszona
odpornosc na S$rodki antybakteryjne i przeciwgrzybiczne, a
takze rozbieznosci mechanizméw obronnych przed
uktadem immunologicznym gospodarza [3, 4]. Przyktadem
warstw antybakteryjnych i przeciwgrzybiczych moga by¢ np.
cienkie warstwy metaliczne [5, 6].
Rozne gatunki Candida posiadajg zdolnos¢ do produkcji
biofilmu, ktéry wykazuje wzmozong odpornos¢ na
mechanizmy obronne nosiciela i leki przeciwgrzybiczne
stosowane w leczeniu kandydozy. Kandydoza, ze wzgledu
na jej powszechnosé, zachorowalno$é, $miertelne skutki
oraz koszty leczenia jest powaznym problemem w
szpitalach specjalistycznych na catym Swiecie. Szacuje sie,
ze znaczna liczba przypadkéw kandydozy wynika z

zastosowania coraz nowszych i bardziej agresywnych,
inwazyjnych metod leczenia, przy uzyciu ktérych pojawia
sie wysokie ryzyko infekcji i produkcji biofilmu przez
Candida, a co za tym idzie niebezpieczenstwo rozwinigcia
si¢ kandydoz systemowych, ktdre mogg prowadzié do
Smierci. Pomimo terapii antygrzybicznych, $miertelnosc
pacjentdow z inwazyjnymi kandydozami moze siega¢ do
40%[1, 7, 8].

Komorki Candida osiadajg na materii biologicznej oraz
powierzchni wszczepionych pacjentom urzgdzen
medycznych lub samych tkankach nosiciela, formujgc
biofilm stanowigcy czesto ognisko potencjalnej infekcji. W
sytuacji, kiedy dojdzie do wytworzenia biofilmu przez
Candida albicans in vivo, w celu eliminacji zakazenia,
jedynym rozwigzaniem jest usuniecie podfoza, ktére
wspiera jego rozwdj [9, 10]. Zdaje sie to byé konieczne
niemal w kazdym przypadku. Niestety w wielu sytuacjach
usuniecie tego typu urzadzen jest niemozliwe, w zwigzku ze
stanem zdrowia pacjenta, lokalizacja anatomiczng Ilub
chorobg, ktérg spowodowane bylo zastosowanie takiego
urzgdzenia. W zwigzku z tym, profilaktyka jest jedynag
bezpieczng metodg walki z biofilmem tego grzyba.

Metody

Badania przeprowadzono w Instytucie Eksploatacji
Maszyn, Ergonomii i Proceséw Produkcyjnych na Wydziale
Inzynierii Produkgcji i Energetyki Uniwersytetu Rolniczego w
Krakowie. W celu wytworzenia jednorodnego pola
elektromagnetycznego uzyto solenoidu o diugosci 48cm i
Srednicy 6cm. Ze wzgledu na fakt, ze pole
elektromagnetyczne o rownomiernym dziataniu znajduje sie
w czesci centralnej cewki, jako powierzchni roboczej uzyto
40cm dilugosci solenoidu [11,12]. Drozdze hodowano na
pozywce statej YPD z dodatkiem 2% agaru (Yeast extract
Peptone Dextrose) (Tabela 1), oraz na ptynnej pozywce
YNB (Yeast Nitrogen Base) (Tabela 2). Pozywki
sterylizowano w autoklawie przez 15 minut w temp. 121°C
przy 1 atm. Do przemycia komoérek wykorzystywano roztwoér
buforu PBS (Tabela 3).
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Tabela 1.
Skiad pozywki statej YPD w g na 1000cm®

Sktadnik Zawartos¢ (g/1000cm®)
Agar (Biocorp) 20

Ekstrakt drozdzowy (Biocorp) 10

Glukoza (Chempur) 20

Pepton (A&A Biotechnology) 20

Tabela 2.

Skiad pozywki ptynnej YNB z dodatkiem glukozy w g na 1000cm’®
Sktadnik Zawartosé (g/1000cm’®)
Nitrogen Base (Biocorp) 16,7

Glukoza (Chempur) 20

Tabela 3.

Sktad buforu PBS w g na 1000cm®

Sktadnik Zawartos¢ (g/1000cm®)
NaCl (Biocorp) 8

KCI (Chempur) 0,2

Na2HPO4 (Chempur) 1,44

KH2PO4 (Chempur) 0,24

Drozdze Candida albicans przesiewano na plytki
Petriego na pozywke statg YPD z dodatkiem agaru i
hodowano w cieplarce w temp. 28°C przez 48 godzin. Po
tym czasie drozdze przesiewano do kolb Erlenmayera, na
podtoze ptynne YNB z dodatkiem glukozy i hodowano na
wytrzgsarce w temp. 28°C przy 180 rpm przez 72 godziny.
Nastepnie probki poddano oddziatywaniu zmiennego pola
elektromagnetycznego o wartosciach: 20, 40, 70 i 90 mT.
Czas oddziatywania zmiennego pola elektromagnetycznego
wynosit: 1, 2, 3, 4, 4,5, 5, 5,5 i 6 godzin. Réwnolegle
prowadzono hodowle bez oddziatywania zmiennego pola
elektromagnetycznego. Po tym czasie hodowle
przemywano trzykrotnie buforem PBS, nastepnie suszono
przez 45 minut na wolnym powietrzu i barwiono fioletem
krystalicznym przez 45 minut. Po tym czasie probki
przemywano wodg, pozostawiano do wyschniecia i
odbarwiano przez 45 minut 96% etanolem. Po tym czasie
odbierano 200 pl i mierzono gestos¢ optyczng
spektrofotometrem przy dtugosci fali 595 nm.

Wyniki
Wplyw pola zmiennego elektromagnetycznego na
dojrzaty biofilm

Najwyzsze wartosci gestosci optycznej zaobserwowano
przy natezeniu 20 mT i pieciu i pét oraz szesciu godzinach
ekspozycji (kolejno 0,248 MF i 0,166 MF). Duze rdéznice
wartosci w czasie zaobserwowano takze dla 90 mT, gdzie
wysokimi wartosciami absorbancji odznaczaty sie probki
przy pieciu i pot i szesciu godzinach absorbancji. Najnizsze
wartosci prezentowaty prébki przy natezeniu 90 mT i czasie
ekspozycji wynoszacym cztery i pot godziny (0,065 MF).
Jest to jednak wynik podobny do wigekszosci cechujgcych
sie niskimi wartosciami absorbancji prébek.
W  przypadku probek kontrolnych nie zaobserwowano
znaczacych réznic wartosci. Wyniki absorbancji utrzymujg
sie na statym poziomie. Najwigksza, choé nieznaczaca
réznica to 0,130400 MF (dla 90 mT przy trzech godzinach)
do 0,068000 MF (przy 20 mT i sze$ciu godzinach).
Nie zaobserwowano statystycznie istotnych réznic w
gestosdci optycznej pomiedzy prébkami, niezaleznie od
czasu ekspozycji i natezenia pola (p>0,05). Nie stwierdzono
réwniez istotnych réznic w gestosci optycznej pomiedzy
wigkszoscig probek kontrolnych, a probkami wystawionymi
na dziatanie pola elektromagnetycznego (p>0,05). Jedyne
réznice zaobserwowano przy natezeniu 20 mT i pieciu i pot
godzinach ekspozycji (kolejno 0,073/0,248 MF).
Analiza wynikdw wskazuje, Zze wartosci absorbancji
charakteryzujg sie duzym podobienstwem. Nie widaé
diametralnych réznic w zadnej z grup ze wzgledu na
natezenie, choé najwyzsze wyniki odnotowano w grupie,

gdzie zastosowano natezenie 90 mT. Nie zaobserwowano
takze duzych zmian absorbancji w zakresie czasu inkubacji,
choé najwigkszg wariancjg wynikow charakteryzujg sie
wyniki przy 90 mT (Rys. 1).
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Rys. 1. Wplyw pola elektromagnetycznego na dojrzaty biofilm

Analiza statystyczna wynikéw doswiadczenia
zwigzanego z oddzialywaniem zmiennego pola
elektromagnetycznego na dojrzaly biofilm Candida
albicans.

Do analizy statystycznej danych wykorzystano program

Statistica 12 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, USA). Dane
poddano wieloczynnikowej analizie wariancji (ANOVA), a
istotnosé réznic pomiedzy $rednimi zweryfikowano testem
Tukey'a (a=0,05).
Probki z zakresu natezenia 20 mT charakteryzuje
najwieksza wariancja odczytéw absorbancji zaréwno pod
katem czasu ekspozycji prébek badanych, jak i
odpowiadajgcych im kontroli. Pole elektromagnetyczne
zdaje sie oddziatywaé dodatnio na biofilm przy pieciu i pét
godzinach ekspozycji. Najwyzsze wartosci gestosci
optycznej dla prébek badanych zaobserwowano przy pieciu
i pét oraz szesciu godzinach ekspozycji (kolejno 0,248 MF i
0,166 MF). Préba badana przy pieciu i pdét godzinach
ekspozycji znaczgco odbiega od prébki badanej, natomiast
prébka przy szesciu godzinach odbiega w sposéb nie
istotny. Najnizsze wartosci gestosci optycznej dla probek
badanych zaobserwowano przy dwoch godzinach
ekspozycji (0,072600 MF). Jest to warto$é, ktéra nie
odbiega w sposob istotny od kontroli. Najwyzszg wartoscig
wsrod kontroli charakteryzuje sie probka odpowiadajgca
pieciu godzinom ekspozycji (0,089600 MF), natomiast
najnizszg warto$é reprezentuje kontrola odpowiadajgca
szesciu godzinom (0,068000 MF).

Tabela 4. Wplyw pola elektromagnetycznego na dojrzaty biofilm
rzy natezeniu 20 mT

Natezenie Czas Gestose Czas [h] | Gestosc
[mT] [h] optyczna [MF] | - optyczna
kontrola | [MF]
20 1 * 1K1 0,085800 a
0,074800 a
2 0,072600 a 2 K2 0,070000 a
3 0,075200 a 3 K3 0,076400 a
4 0,099400 a 4 K4 0,075600 a
4,5 0,075400 a 5 K5 0,075200 a
5 0,082800 a 6 K6 0,089600 a
55 0,247600 b 7 K7 0,072800 a
6 0,166200 ab 8 K8 *
0,068000 a

*Srednie oznaczone tymi samymi literami nie réznig sie istotnie
przy p=0,05 (test NIR Fishera/ test HSD Tukey’a)

Probki z zakresu natezenia 40 mT charakteryzuje
absorbancja na staltym poziomie zaréwno dla probek
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badanych, jak i odpowiadajgcych im kontroli. Pole
elektromagnetyczne nie oddziatuje na biofilm niezaleznie od
czasu ekspozycji. Najwyzsze wartosci gestosdci optycznej
dla probek badanych zaobserwowano przy dwdch
godzinach ekspozycji (0,089200 MF). Préba badana przy
dwodch godzinach ekspozycji nie odbiega jednak w sposdb
znaczacy od kontroli. Najnizsze wartosci gestosci optyczne;j
dla prébek badanych zaobserwowano przy pieciu i szesciu
godzinach ekspozycji (kolejno 0,073800 MF i 0,073200
MF), wyniki te réwniez nie wykazujg znaczacych odchyleh
od  kontroli. Najwyzszg  wartoscig ~ wsrod  kontroli
charakteryzuje sie probka odpowiadajgca pieciu i pot
godzinom ekspozycji (0,088400 MF), natomiast najnizszg
warto$C reprezentuje kontrola odpowiadajgca jednej
godzinie (0,070600 MF).

Tabela 5. Wplyw pola elektromagnetycznego na dojrzaty biofilm
rzy natezeniu 40 mT

Natezenie Czas Gestosé Czas [h] | Gestosc
[mT] [h] optyczna [MF] | - optyczna
kontrola [MF]
40 1 * 1K1 0,070600 a
0,082800 a
2 0,089200 a 2 K2 0,082000 a
3 0,082400 a 3K3 0,085800 a
4 0,075600 a 4 K4 0,073400 a
4,5 0,077200 a 5K5 0,085200 a
5 0,073800 a 6 K6 0,079400 a
55 0,081400 a 7 K7 0,088400 a
6 0,073200 a 8 K8 *
0,086800 a

*Srednie oznaczone tymi samymi literami nie roznig sie istotnie
przy p=0,05 (test NIR Fishera/ test HSD Tukey’a)

Probki z zakresu natezenia 70 mT charakteryzuje
absorbancja na staltym poziomie zaréwno dla probek
badanych, jak i odpowiadajgcych im kontroli. Pole
elektromagnetyczne nie oddziatuje na biofilm niezaleznie od
czasu ekspozycji. Najwyzsze wartosci gestosci optycznej
dla probek badanych zaobserwowano przy trzech
godzinach ekspozycji (0,093000 MF). Préba badana przy
dwdch godzinach ekspozycji nie odbiega jednak w sposob
znaczacy od kontroli. Najnizsze warto$ci gestosci optycznej
dla probek badanych zaobserwowano przy szesciu
godzinach ekspozycji (0,072200 MF), wyniki te réwniez nie
wykazujg znaczgcych odchyled od kontroli. Najwyzszg
wartoscig ws$rod  kontroli - charakteryzuje si¢ probka
odpowiadajgca czterem i poét godzinom ekspozyciji
(0,093000 MF), natomiast najnizszg wartos$é reprezentuje
kontrola odpowiadajgca dwém godzinom (0,074600 MF).

Tabela 6. Wplyw pola elektromagnetycznego na dojrzaty biofilm
rzy natezeniu 70 mT

Natezenie | Czas | Gesto$c Czas [h] | Gestos¢
[mT] [h] optyczna - optyczna
[MF] kontrola | [MF]
70 1 * 1K1 0,091200 a
0,077400 a
2 0,07580 a 2 K2 0,074600 a
3 0,093000 a 3 K3 0,085600 a
4 0,076600 a 4 K4 0,084400 a
4,5 0,087200 a 5 K5 0,093000 a
5 0,079800 a 6 K6 0,089600 a
55 0,088000 a 7 K7 0,088000 a
6 0,072200 a 8 K8 *
0,084200 a

*Srednie oznaczone tymi samymi literami nie roznig si¢ istotnie
przy p=0,05 (test NIR Fishera/ test HSD Tukey’a)

Prébki z zakresu natezenia 90 mT charakteryzuje
absorbancja na staltym poziomie zaréwno dla probek
badanych, jak i odpowiadajgcych im kontroli. Pole
elektromagnetyczne nie oddziatuje na biofilm niezaleznie od

czasu ekspozycji. Najwyzsze wartosci gestosci optycznej
dla prébek badanych zaobserwowano przy pieciu i pot
godzinach ekspozycji (0,111400 MF). Préba badana przy
dwdch godzinach ekspozycji nie odbiega jednak w sposob
znaczacy od kontroli. Najnizsze wartosci gestosci optycznej
dla prébek badanych zaobserwowano przy czterech i pot
godzinach ekspozycji (0,065200 MF), wyniki te réwniez nie
wykazujg znaczgcych odchyled od kontroli. Najwyzszg
wartoscig ws$rod  kontroli - charakteryzuje si¢ probka
odpowiadajgca trzem godzinom ekspozycji (0,130400 MF),
natomiast najnizszg warto$é  reprezentuje  kontrola
odpowiadajgca dwém godzinom (0,071000 MF).

Tabela 7. Wplyw pola elektromagnetycznego na dojrzaty biofilm
rzy natgzeniu 90 mT

Natezenie | Czas | Gesto$c Czas [h] | Gestos¢
[mT] [h] optyczna - optyczna
[MF] kontrola | [MF]
90 1 * 1K1 0,097200 a
0,074400 a
2 0,071600 a 2 K2 0,071000 a
3 0,096400 a 3 K3 0,130400 a
4 0,091800 a 4 K4 0,074600 a
4,5 0,065200 a 5 K5 0,092200 a
5 0,090800 a 6 K6 0,077800 a
55 0,111400 a 7 K7 0,093400 a
6 0,101800 a 8 K8 *
0,098800 a

*Srednie oznaczone tymi samymi literami nie roznig si¢ istotnie
przy p=0,05 (test NIR Fishera/ test HSD Tukey’a)

Whnioski

Badania wykazaty, ze pole elektromagnetyczne o
natezeniu 20 mT ma dodatni wptyw na dojrzaty biofilm
Candida albicans. Efekt ten nie jest widoczny przy innych
natezeniach pola i jest zalezny od czasu ekspozycji. Do
chwili obecnej brak jest badan dotyczgacych oddziatywania
zmiennego pola elektromagnetycznego o  niskich
natezeniach na biofilm Candida albicans. Dziatajac polem
na dojrzaty biofilm, objeto$é biofilmu nie zostata zmieniona.
Wynika z tego, ze pole elektromagnetyczne nie ma
zadnego wptywu na degradacje zwigzkéw budujgcych
macierz i komérki. Nie wiadomo jednak czy ma ono wptyw
na ich zywotnosé lub zmiang fizjologii, poniewaz dojrzaty
biofilm, osiggajgc pewne, wilasciwe mu parametry (.
objetosé, grubosé), nie zmienia ich [1]. W badaniach
zaobserwowano tendencje do wysokich odczytow
absorbancji w zakresie natezenia 20 mT w podobnym
czasie dziatania pola. Podobna tendencja ukazuje si¢ w
przypadku najnizszych wartosci prezentowanych dla
natezenia 90 mT i réwniez podobnych czaséw. Wynika z
tego, ze niezaleznie od czasu powinno sig¢ analizowaé
natezenie, poniewaz absorbancja w czasie nie jest stata dla
réznych wartosci natezenia.
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