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Wptyw pola elektromagnetycznego na przezywalnosé,
wrazliwos¢ na antybiotyki, i przepuszczalnosé btony Candida

Albicans

Streszczenie. Candida albicans jest patogenem oportunistycznym wywotujgcym grzybice powierzchni (skéry, bton $luzowych) i narzadéw
wewnetrznych. Grzyb ten m.in. przylega do nabtonka i powierzchni abiotycznych (zastawki, protezy) i tworzy trudno gojgce sie biofilmy. Obecnie
lekarze borykajg sie z ogromnym problemem narastania odpornosci na szeroko stosowane zwigzki przeciwgrzybicze. Chociaz grzyby z rodzaju
Candida sg wiodgcym czynnikiem etiologicznym zakazen oportunistycznych, liczba dostepnych i skutecznych lekéw przeciwgrzybiczych jest
ograniczona. Poszukiwanie nowych antybiotykéw i sposobéw zwalczania C. albicans ma obecnie ogromne znaczenie. Nasze wcze$niejsze badania
wykazaty pozytywny wptyw statycznego pola magnetycznego na komoérki C. albicans. Komoérki hodowane w polu magnetycznym wykazywaty
zmniejszong intensywno$¢ wzrostu i zwigkszong wrazliwo$¢é na stosowane antybiotyki — flukonazol i amfoterycyne B. W zwigzku z tym
postanowiono kontynuowac badania z wykorzystaniem pola magnetycznego 50 Hz.

Abstract. Candida albicans is an opportunistic pathogen that causes mycoses of the surface (skin, mucosa) and internal organs. This fungus,
among others, adheres to the epithelium and abiotic surfaces (valves, prostheses) and creates difficult-to-heal biofilms. Currently, doctors struggle
with the great problem of growing resistance to the widely used antifungal compounds. Although fungi of the genus Candida are the leading
etiological agent of opportunistic infections, the number of available and effective antifungal drugs is limited. The search for new antibiotics and ways
to combat C. albicans is now of great importance. Our earlier research showed a positive effect of a static magnetic field on C. albicans cells. Cells
grown in a DC magnetic field showed reduced growth intensity and increased sensitivity to the antibiotics used - fluconazole and amphotericin B.
Therefore, it was decided to continue the research using an 50 Hz magnetic field. (Effect of the electromagnetic field on survivability,
sensitivity to antibiotics and permeability of the Candida Albicans membrane)
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Wstep

Candida albicans to mikroorganizm wchodzacy w skfad
mikroflory cztowieka, ktéry w warunkach immunosupresji
powoduje infekcje oportunistyczne zwane kandydozami [1].
Obecnie zakazenia C. albicans charakteryzujg sie
wzrostem opornosci na tradycyjne srodki przeciwgrzybicze,
takie jak flukonazol (FLC) czy amfoterycyna B (AMB) [2].
Aktualne dane wskazujg, ze 7% wszystkich kandydoz
ogolnoustrojowych  charakteryzuje  sie  zmniejszong
wrazliwoscig na dziatanie lekéw azolowych [3]. Rosngca
opornos$¢ C. albicans wigze sie z koniecznoscig rozwoju
nowych strategii leczenia. Jedng z nich moze byc¢
wykorzystanie pola elektromagnetycznego. Zywe
organizmy sg stale pod wplywem pola magnetycznego
Ziemi (GMF), ktére wplywa na m. in. cykl zyciowy komorek,
replikacie DNA czy aktywno$é enzymow [4]. Interesujgce
jest zatem wykorzystanie w badaniach procesow
biologicznych statycznego (SMF) i przemiennego pola
magnetycznego [5]. W wielu badaniach udowodniono
wplyw zaréwno statycznego, jak i przemiennego pola
magnetycznego na hamowanie wzrostu bakterii i grzybow,
a takze spowalnianie ich namnazania [6]. Na przyktad
wykazano, ze jednodniowe zastosowanie SMF (60 mT)
zmniejszyto liczbe drobnoustrojow ptytki nazebnej in vitro
[7], a szesciogodzinna ekspozycja na MF spowodowata
spadek liczby jednostek tworzgcych kolonie (CFU) w
porownaniu z kontrolami dla Staphylococcus aureus
(95,2%) i Escherichia coli (85%) [8].

W naszych wczesniejszych badaniach wykazano
pozytywny wptyw SMF na C. albicans. Komérki hodowane
w  polu magnetycznym  wykazywaty = zmniejszong
intensywnos¢ wzrostu i zwiekszong wrazliwo$¢é na
stosowane antybiotyki — FLC i AMB [9]. Poniewaz istniejg
ograniczone dane dotyczace wptywu przemiennego pola
magnetycznego na mikroorganizmy, zwtaszcza patogenne
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drozdzopodobne grzyby, celem niniejszego badania byto
sprawdzenie, czy przemienne pole magnetyczne ma wptyw
na ogolng przezywalnos¢ i przepuszczalnos¢ bton C.
albicans oraz wplywa na podatnos¢ C. albicans na FLC i
AMB.

Materiaty i metody
Chemikalia, szczepy i warunki wzrostu

Odczynniki uzyte w tym badaniu zakupiono z
nastepujgcych zrodet: flukonazol i amfoterycyna B (Sigma-
Aldrich;  Poznan, Polska); D-glukoza oraz agar
bakteriologiczny (Lab Empire; Rzeszéw, Polska); ekstrakt
peptonowy i drozdzowy (YE) (Diag-med; Warszawa,
Polska); oraz ptodowa surowica bydleca (FBS) (Thermo
Fisher; Warszawa, Polska).

W badaniach wykorzystano dwa szczepy Candida
albicans roznigce sie hydrofobowoscig: szczep hydrofilowy
CAF2-1 (ura3A::imm434/URA3) oraz szczep hydrofobowy
CAF4-2 (ura3A:imm434/ura3A::imm434). Oba szczepy
byly rutynowo hodowane w 28 °C na podtozu YPD (2%
glukoza, 1% pepton, 1% YE) przy wstrzgsaniu 120 obr./min.
Agar w stezeniu koncowym 2% zostat uzyty do zestalenia
podtoza.

Ekspozycja  materiatu
magnetyczne 50 Hz

Schematyczne przedstawienie stanowiska badawczego
podano na rysunku 1. Aby utrzymaé identyczne warunki
wzrostu i jednakowg ekspozycje na dziatanie pola
magnetycznego 50 Hz o indukgcji 35 mT, wykorzystywano
4 z 8 dotkéw komory hodowlanej LAB-TEK
(ThermoScientific, USA). Eksperymenty  kontrolne
przeprowadzono w  komorach hodowlanych nie
wystawionych na  dziatanie przemiennego pola
magnetycznego 50 Hz.

biologicznego na pole
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Wplyw pola magnetycznego 50 Hz na przezywalnosé
C. albicans

24-godzinne prehodowle C. albicans (podtoze YPD; 120
rom; 28 °C) odwirowywano (5 min, 4,5 tys. obr./min),
przemywano $wiezym YPD i ponownie zawieszano w
podtozu YPD do uzyskania startowej gestosci optycznej

ODsg00=0,1.
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Rys. 1. Ekspozycja materiatu biologicznego w przemiennym polu
magnetycznym 50 Hz. 1 - elektromagnes , 2 — podstawa,
3 — komory hodowlane; (b) rzut z géry

Przygotowang hodowle umieszczono w 8-dotkowej
ptytce LAB-TEK, tak jak opisano w ,Ekspozycja materiatu
biologicznego na pole elektromagnetyczne”, w czterech
dotkach w objetosci 300 pl na jeden dotek. Nastepnie, ptytki
inkubowano w warunkach przemiennego pola
magnetycznego 50 Hz o indukcji 35 mT przez 24 godziny.
Hodowle kontrolne umieszczano na osobnej ptytce LAB-
TEK w sposéb identyczny do préby badanej i inkubowano
24 godziny w warunkach pozbawionych dziatania pola
magnetycznego 50 Hz. Po inkubaciji, materiat przenoszono
do 96-dotkowej ptytki i mierzono gestos¢ optyczng (Asoo)
(10-krotne rozcienczenie) za pomocg czytnika mikroptytek
ASYS UVM 340 (Biogenet).

Wplyw pola magnetycznego 50 Hz na podatnosé
C. albicans na leki

24-godzinne prehodowle C. albicans (podtoze YPD; 120
obr/min; 28 °C) odwirowywano (5 min, 4,5 tys. obr./min),
przemywano $wiezym YPD i ponownie zawieszano w
podtozu YPD do gestosci optycznej Asp0=0,1. Komory
hodowlane z dotkami zaszczepiono jak opisano w
+Ekspozycja materiatu biologicznego na pole
elektromagnetyczne” do koncowej objetosci 300 pL. Do
kazdego dotka dodawano antybiotyki: flukonazol (stezenie
koricowe 2 pg/ml) lub amfoterycyne B (stezenie kohcowe
0,063 pg/ml). Tak przygotowane hodowle inkubowano
przez 24 godziny w obecnosci przemiennego pola
magnetycznego 50 Hz lub bez w 32 °C. Wybrano takie
stezenia antybiotykéw, ktére obnizajg gestos$é optyczng
(Aso0), ale nie zabijajg komodrek. Nastepnie materiat
przenoszono do 96-dotkowej ptytki i mierzono gesto$¢
optyczng (Asoo) (10-krotne rozcienczenie) za pomocg
czytnika mikroptytek ASYS UVM 340 (Biogenet), metoda ta
jest opisana [10].

Wplyw pola magnetycznego 50 Hz na permeabilizacje
btony komérkowej C. albicans

Po 24 godzinach ekspozycji na pole
elektromagnetyczne pobierano po 70 pL hodowli z dotkéw
LAB-TEK, odwirowano (8200 rpm; 5 min) i zawieszano w 1
ml podtoza YPD. Dodawano 2 pL jodku propidyny (koncowe
stezenie 6 pM) celem wybarwienia uzyskanych komorek i
catos¢ inkubowano w 25 °C przez 5 min. Nastepnie,
komorki dwukrotnie przemywano jatowym roztworem 0,9%
NaCl (8200 RPM; 5 min). Przygotowano preparaty
mikroskopowe, ktére obserwowano z uzyciem mikroskopu
Axio Imager A2 z kamerg Axiocam 503 i lampg rteciowg
HBO100. Procent permeabilizacji okreslano liczac komorki
wybarwione jodkiem propidyny w stosunku do catej
populacji zaobserwowanych komorek.
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Analiza statystyczna

Kazdy eksperyment przeprowadzono w trzech
powtodrzeniach. Istotno$c¢ statystyczng okreslono za pomoca
testu t-Studenta.

Wyniki.
Pole magnetyczne 50 Hz hamuje wzrost C. albicans
Przeanalizowano wzrost szczepow C. albicans
réznigcych sie hydrofobowoscig przy braku i w obecnosci
pola elektromagnetycznego. Szczepy inkubowane pod
wplywem pola charakteryzowaty sie spowolnionym
wzrostem. Zaobserwowany spadek wzrostu byt wiekszy dla
szczepu hydrofilowego (C. albicans CAF2-1) w poréwnaniu
do szczepu hydrofobowego (C. albicans CAF4-2), co
zostato przedstawione na rysunku 2. Istotng statystycznie
réznice zauwazono we wzroscie szczepu hydrofilowego w
zaleznosci od obecnosci pola magnetycznego 50 Hz.
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Rys. 2. Wptyw pola magnetycznego 50 Hz na wzrost szczepow C.
albicans
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Rys 3. Wplyw jednoczesnego dziatania pola magnetycznego 50 Hz
oraz antybiotykdw na wzrost szczepow C. albicans

Oba badane szczepy C. albicans wykazywaty wiekszg

wrazliwos¢ na FLC w polu magnetycznym 50 Hz w
poréwnaniu do warunkéw kontrolnych, przy czym szczep
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hydrofobowy (C. albicans CAF4-2) byt bardziej wrazliwy niz
szczep hydrofilowy (C. albicans CAF2-1). Zastosowane w
badaniach szczepy byly réwniez bardziej wrazliwe na AMB
przy dziataniu pola magnetycznego 50 Hz. Szczep
hydrofobowy, podobnie jak w przypadku traktowania FLC
okazat sie bardziej wrazliwy niz szczep hydrofilowy. Wyniki
eksperymentu przedstawiono na rysunku 3.

Pole magnetycze 50 Hz powoduje zwiekszong
permeabilizacje blony komérkowej C. albicans

C. albicans CAF2-1
+0.063 py/mL AMB

C. albicans CAF4-2

+ 2 pghmL FLC

MF
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Rys. 4. Zdjecia mikroskopowe spermeabilizowanych komérek C.
albicans poddanych dziataniu pola magnetycznego 50 Hz i
antybiotykow
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Rys. 5. Wptyw jednoczesnego dziatania pola magnetycznego 50
Hz i antybiotykéw na permeabilizacje btony komoérkowej szczepow
C. albicans
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W przypadku dziatania pola magnetycznego 50 Hz
zaobserwowano  nieznaczny  wzrost  permeabilizacji
komérek w poréwnaniu do warunkéw kontrolnych w
przypadku obu szczepéw C. albicans (rys. 4 i 5).
Zauwazono, ze dziatanie FLC dodatkowo zwieksza ilos¢
spermeabilizowannych  komodrek, efektu tego nie
zaobserwowano dla dziatania AMB. Dla szczepu
hydrofilowego nie wykazano istotnych statystycznie réznic
dla Zzadnego z trzech wariantow doswiadczenia. Z kolei
wyniki dla szczepu hydrofobowego réznity sie statystycznie.

Dyskusja

Mechanizmy oddziatania pola magnetycznego 50 Hz na
mikroorganizmy nie sg jeszcze w petni zrozumiane i ze
wzgledu na mnogos$c¢ protokotdw stosowanych w badaniach
biologicznych nadal istnieje kontrast w doniesieniach
literaturowych na ten temat [11]. Interesujgce jest, ze wielu
badaczy  opowiada sie za  faktem, iz pola
elektromagnetyczne  dezaktywujg  tylko patogenne
drobnoustroje [7]. Nalezy jednak mie¢ na uwadze, ze istotg
zmian zachodzacych u mikroorganizméw na skutek
ekspozycji na pole magnetyczne 50 Hz jest wypadkowa
gatunku oraz proporcji indukcji zastosowanego pola
magnetycznego i czasu trwania ekspozycji [12].

W niniejszej pracy zbadano wptyw pola magnetycznego
50 Hz o indukcji 35 mTna komorki C. albicans, drozdzaka o
zwiekszajgcej sie opornosci na antybiotyki.

Biorgc pod uwage uzyskane wyniki wydaje sie, ze
zastosowanie pola magnetycznego 50 Hz w terapii
przeciwgrzybiczej moze by¢ nowg opcjg wspomagania
leczenia zakazen Candida. Jak udowodniono, pole
magnetyczne 50 Hz hamuje wzrost C. albicans, jednakze
nalezy zaznaczyé¢, ze wywiera on silniejszy efekt na szczep
hydrofilowy (C. albicans CAF2-1) niz hydrofobowy (C.
albicans  CAF4-2). Zastosowanie zlozonego pola
elektromagnetycznego (CMF) przez zespdt badawczy
D’Ercole i in. (2021) roéwniez spowodowato negatywny
wptyw na wzrost C. albicans, a takze jego adhezje do
powierzchni tytanowych. Zaobserwowano nizsze poziomy
jednostek  tworzgcych  kolonie (CFU), zmniejszong
zywotno$¢ komorek oraz nizszg aktywnos¢ metaboliczng
[13]. Dziatanie CMF réwniez istotnie zmniejszyto CFU oraz
przyczepnosé i proliferacje C. albicans do zywicy akrylowe;.
Nie stwierdzono jednak przy tym znaczacych rdznic
poprzez wydtuzenie czasu trwania ekspozycji [14]. Brak
znaczacych réznic zaobserwowano réwniez w przypadku
72-godzinnych biofilméw C. albicans poddanych dziataniu
SMF. Badania wykazaty, ze jedynie pole
elektromagnetyczne o natezeniu 20 mT ma dodatni wptyw
na dojrzaty biofilm C. albicans [15].

Literatura nie dostarcza jednak informaciji o tym, jak pole
elektromagnetyczne, zwlaszcza przemienne pole
magnetyczne 50 Hz uzyte w niniejszej pracy, wptywa na
oporno$¢ C. albicans wzgledem FLC czy AMB. Uzyskane w
tej pracy wyniki pokazujg, iz wplyw MF na wrazliwos¢
szczepu hydrofilowego (C. albicans CAF2-1) na oba
zastosowane antybiotyki byt niewielki. Jednakze w
przypadku szczepu hydrofobowego (C. albicans CAF4-2),
wzrost wrazliwosci byt istotny, szczegdlnie w przypadku
AMB. Przeprowadzone eksperymenty potwierdzajg spadek
przezywalnosci C. albicans na skutek synergistycznego
dziatania pola magnetycznego 50 Hz i antybiotykdéw.
Sztafrowski i in. (2019) zaobserwowali statystycznie istotny
wptyw na zywotno$¢ C. albicans w przypadku potgczenia
SMF z AMB.

Synergistyczne dziatanie tego srodka
przeciwgrzybiczego i SMF moze wynikaé¢ z wptywu SMF na
orientacje domen w btonie plazmatycznej (PM). Taki efekt
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wywotuje AMB wigzgc sie z ergosterolem w btonie
komorkowej [9].

W niniejszej pracy zaobserwowano rowniez zwiekszong
przepuszczalno$¢ bton  komérkowych C.  albicans
obrazowang za pomocg barwienia jodkiem propidyny.
Okazato sie, ze dziatanie pola magnetycznego 50 Hz
wptywa na permeabilizacje btony, zwlaszcza w przypadku
szczepu hydrofobowego. Dodatek FLC wzmaga ten efekt,
natomiast AMB w zastosowanym stezeniu (0,063 ug/ml) nie
powoduje zmian w permeabilizacji w poréwnaniu do
samego MF. Novickij i in. (2018) w swoich badaniach nad
inaktywacjg i permeabilizacjg C. albicans stosowali miedzy
innymi  milisekundowe pole magnetyczne (PMF).
Traktowanie PMF w zaleznosci od uzytych parametréw,
spowodowato utrate zywotnosci drozdzy do 21%. Niestety,
nie zaobserwowano zadnej wykrywalnej permeabilizacji
komorek, gdy stosowano wytgcznie PMF. Statystycznie
istotny wynik (P < 0,05) stwierdzono dopiero po
zastosowaniu elektroporacji w potgczeniu z impulsowym
polem elektromagnetycznym o duzej mocy (PEMF) [16].

Podsumowanie

Podsumowujac, wplyw réznego rodzaju pola
elektromagnetycznego na komorki C. albicans stanowi
wazny krok w kierunku przezwycigzenia zjawiska
lekoopornosci u C. albicans. Niemniej jednak, pod katem
przysztych zastosowan, wptyw pola elektromagnetycznego
musi by¢ dalej badany i ulepszany.
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