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—— REZUMAT —

Speciile genului Candida sunt fungi dimorfi oportunisti care se gasesc la nivelul mucoaselor gazdei si cauzeaza
aparitia bolilor superficiale si sistemice. Candida albicans a fost prima specie de drojdii la care a fost identificat
sistemul quorum sensing (QS). Aceasta specie are capacitatea de a-si modifica morfologia din celule de drojdie
in hife, iar acesta este cel mai important factor de virulenta. C. albicans manifesta cateva fenomene care depind
de densitate. Densitatea celulara controleaza modificarile morfologice intre forma celulara de drojdie si forma
filamentoasa. La densitati celulare crescute celula de Candida este sub forma de drojdie, iar la densitati celulare
scazute celula de drojdie dezvolta tub de germinatie. Acumularea farnesolului blocheza tranzitia de la drojdie la
hifa la densitati celulare crescute, iar adaugarea de farnesol exogen inhiba formarea tubilor germinativi. Aceasta
molecula inhiba formarea tubilor germinativi, dar nu previne elongarea hifelor. O altd molecula, tirosolul,
accelereaza procesul de formare a tubilor germinativi. Morfogeneza speciei C. albicans este controlata in functie
de conditiile de mediu, pozitiv si negativ, prin actiunea tirosolului respectiv a farnesolului. Controlul reciproc al
formarii tubilor germinativi prin farnesol si tirosol reflecta o structura complexa a reglarii metabolice care stimuleaza
sinteza acestor molecule reglatoare.

— Cuvinte cheie: Candida, quorum sensing, farnesol E—

ABSTRACT

The species of Candida genus are opportunistic dimorphic fungus that inhabits various host mucosal site and
cause both superficial and serious systemic diseases. Candida albicans was the first fungal pathogen shown to
exhibit quorum sensing. This species has the ability to switch from yeast morphology to hyphal morphology and
this is to be a major determinant of virulence. C. albicans display several density-dependent phenomena. Cell
density controls the morphological switch between the cellular yeast form and the filamentous hyphal form: at high
cell densities Candida cell is in the yeast form and at low cell densities the yeast-form cell develops a germ tube.
The accumulation of farnesol blocks the transition from yeast to hypha at high cell densities, and exogenously
added farnesol inhibits germ tubes formation. This molecule blocks germ tubes formation but does not prevent the
elongation of existing germ tubes. Another quorum sensing molecule, tyrosol, accelerates the process of germ
tube’s formation. The morphogenesis of C. albicans species is under complex positive and negative control by
environmental conditions. The reciprocal control of germ-tube formation by farnesol and tyrosol must reflect a
complex structure of metabolic regulation that stimulates the synthesis of these regulatory molecules.
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INTRODUCERE morfologii; de aceea ea este considerata un organism
,polimorfic* sau ,,pleomorfic”. Candida albicans
se poate reproduce prin Tnmugurire, sub forma de
celule de drojdie (blastospori sau blastoconidia). in

Specia Candida albicans este un fung dimorf
care are capacitatea de a adopta un spectru de
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anumite conditii de crestere, C. albicans poate
forma si chlamidospori, care au forma circulara si
un perete celular subtire. Aceste tranzitii morfolo-
gice reprezinta raspunsul celulelor de drojdie la
modificarile conditiilor de mediu si 1i permit sa se
adapteze la diferite nise biologice. Capacitatea
acestei specii de a adopta morfologii diferite este
esentiala pentru diseminarea infectiei.

DIMORFISMUL

Unul dintre cei mai importanti factori de
virulenta ai speciei Candida albicans este re-
prezentat de dimorfismul acesteia, de abilitatea
acestei specii de a creste sub diferite forme mor-
fologice. Candida albicans se dezvoltd sub forma
de celule de drojdii Inmugurite sau sub forma de
hife filamentoase — lanturi lungi de celule fara con-
strictie septald, sau pseudohife — celule alungite cu
constrictie septala. Deoarece lanturile au forma
asemanatoare, hifele si pseudohifele suntconfundate
adesea 1n literatura de specialitate. Termenul general
de ,,forma filamentoasa“ se refera la ambele mor-
fologii. Producerea de tubi germinativi rezulta din
conversia la faza filamentoasd hifala, numita si
forma de miceliu (1). Formarea pseudohifei are loc
in timpul diviziunii celulare, cand celulele de droj-
die se dezvolta prin inmugurire si se lungesc fara sa
se separe de celulele adiacente (Fig.1).

Un factor esential al dimorfismului este capa-
citatea acestei specii de a supravietui ca o specie
comensala la nivelul diferitelor situsuri anatomice.
Din aceasta cauza specia Candida albicans are ca-
pacitatea de a-si adapta tipul de crestere si dezvoltare
caraspuns la diferite conditii fiziologice ale gazdei.
Candida albicans dezvolta o multitudine de meca-

nisme ca raspuns la aceste conditii, reactii care sunt
activate si coordonate de modificarile aparute in
fiziologia si morfologia celulei, precum si de ade-
renta la celulele gazdei (2).

Factorii chimici sau de mediu care influenteaza
interconversia de la forma de drojdie la forma hifala
sunt: temperatura, pH-ul, prezenta serului, nivelul
glucozei, substraturile pe baza de azot, nivelul CO,,
prezenta metalelor tranzitionale, agentii chelatori
precum si densitatea celulard initiala (marimea
inoculului).

Temperatura — forma de hifa se dezvolta la o
temperaturd apropiatd de temperatura corpului
uman (37-38°C). La temperaturi mai mici, specia
C. albicans se dezvoltd sub forma de celule de
drojdie.

pH-ul — in conditii optime (37°C) procesul de
filamentatie este favorizat de valori ale pH-ului
apropiate de pH-ul neutru. La pH < 6 dezvoltarea
hifelor este foarte redusd, iar la pH = 4 este pre-
dominanta cresterea sub forma de celule de drojdie
(3). Din aceasta cauza mecanismul de reglare a
valorii pH-ului controleaza dimorfismul si adaptarea
acestei specii la zone anatomice cu valori diferite
de pH in care are loc infectarea tesuturilor gazdei.

Ioni metalici — tranzitia de la forma de drojdie la
forma de hifa este inhibatd de prezenta unor ioni
metalici in mediul de cultura: Co**, Zn**, Hg**, Pb**
si Se?* (4).

QUORUM SENSING

In 1994 a fost identificatd o forma de reglare la
nivelul populatiei microbiene. Acest mod de reglare
individuala populationald a fost denumita quorum
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FIGURA 1. Factori care influenteaza dezvoltarea hifei la specia C. albicans
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sensing (la bacterii). Raspandirea acestui fenomen
si a tipurilor diferite de quorum sensing indica
faptul ca reglarea in functie de densitatea celulara
este un proces foarte important pentru supravietuirea
microorganismelor patogene la nivelul diferitelor
nise ecologice (5).

Candida albicans a fost prima specie de drojdii
la care a fost identificat sistemul quorum sensing
(QS). Moleculele care induc semnale extracelulare
si sunt dependente de densitatea celulara sunt
numite molecule quorum sensing (QSM) (6). Ca-
pacitatea acestei specii de a adopta morfologii di-
ferite este esentiala pentru diseminarea infectiei.
Este cunoscut faptul ca formarea hifelor este in-
hibata de o densitate celulara ridicata si de cresterea
culturilor celulare in faza stationara. Celulele
speciei Candida albicans se dezvolta sub forma de
drojdie cand marimea inoculului are o densitate
celulara > 10° celule/ml si sub forma filamentoasa
cand este < 10° celule/ml. S-ar parea ca efectul
marimii inoculului este un fenomen general Intalnit
la speciile de fungii care prezinta dimorfism (7).

In 2001, doua grupuri independente de cerceti-
tori au realizat identificarea unui factor ce inhiba
dezvoltarea hifala la specia C. albicans (6). Aceasta
substanta extracelulara era farnesolul si a fost de-
numitd ,,molecula quorum sensing“. Farnesolul
este responsabil de efectul marimii inoculului la
aceasta specie. QS este un fenomen bine-cunoscut
la procariote, dar la eucariote este abia la Inceput.
Farnesolul este o molecula extracelulara sintetizata
in timpul cresterii celulare la temperaturi intre
23-43°C, iar concentratia lui este proportionald cu
UFC/ml (unitati formatoare de colonii/ml). El
existd in 4 forme izomere, dar numai unul dintre
izomeri are activitate de QSM. Hornby si cola-
boratorii sai au testat capacitatea de filamentatie a
speciei C. albicans utilizand trei tipuri de substante
ce induc aceasta tranzitie: L-prolina, GlcNAc
(N-acetilglucozamina) si serul. Ei au constatat ca
farnesolul previne conversia de la forma de drojdie
la cea de hifa, rezultand o dezvoltare a celulelor de
drojdie inmugurite fara sa afecteze insa rata de
crestere, chiar si la concentratii ale farnesolului mai
mici de 300 pM. Pentru reducerea formarii tubilor
germinativi cu aproximativ 50% este suficientda o
concentratie de 1-2 uM a farnesolului. Testele de
filamentatie in prezenta serului necesita o con-
centratie mai crescutd de farnesol (150-200 puM).
Aceasta crestere a concentratiei farnesolului este
pusda pe seama capacitatii albuminei de a lega

compusii lipidici. Cu toate ca farnesolul inhiba
conversia drojdie-hifa, el nu inhiba elongarea hi-
felor existente deja in mediu (7,8).

Este posibil ca farnesolul sa medieze interactiuni
ale fungilor cu mediul in care se gasesc datorita
faptului ca este moleculad extracelulara inductoare
de QS. Studiul realizat de Hornby J. M. si cola-
boratorii sai este primul care evidentiazd o molecula
inductoare a QS la eucariote. Cu toate ca functia
acestei molecule inductoare QS este de inhibare a
tranzitiei drojdie-hifa, Candida albicans poate sin-
tetiza molecule inductoare QS in cantitate mai mare
sau egala la temperaturi > 37°C; in vitro celulele se
dezvolta sub forma de miceliu. Aceasta producere
continud a moleculelor inductoare QS la temperaturi
> 37°C explica:

* obtinerea de densitdti celulare < 10°ml la
testarea formarii tubilor germinativi la tem-
peratura de 37°C;

e formarea de molecule inductoare QS in cor-
pul uman in timpul infectiei produsa de
specia Candida albicans;

e preintdmpind modul discontinuu de crestere
a tubilor germinativi si a hifelor doar la tem-
peraturi > 37°C, deoarece la temperatura de
35-36°C nu se produc molecule inductoare
QS.

Unele studii au ardtat ca farnesolul inhiba
cresterea celulelorspeciei C. albicans sipromoveaza
apoptoza prin inducerea caspazelor, producerea
radicalilor liberi ai oxigenului si distrugerea inte-
gritatii mitocondriei (9). Mitocondria are un rol
foarte important in necroza si apoptoza celulara, iar
cresterea permeabilitdtii membranei mitocondriale
este considerati un semnal cheie in apoptoza. In
acest sens, s-a observat 1n prezenta farnesolului, o
modificare a unor proteine implicate in lantul trans-
portor de electroni.

SINTEZA FARNESOLULUI

Farnesolul este sintetizat pe o cale alternativa a
biosintezei sterolilor, cale mediata de farnezilpiro-
fosfat (FPP). FPP reprezintd un punct important in
metabolismul lipidic (Fig. 2). Extractele celulare de
Candida albicans convertesc [*H]FPP in [*H] far-
nesol. Specia Saccharomyces cerevisiae contine
doud enzime pirofosfat fosfataze importante, Lpp
Ip si Dpp Ip. Omologii lor la specia Candida
albicans sunt Dpp 2 si Dpp 1 (7). Producerea farne-
solului este crescuta in prezenta medicamentelor
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care blocheaza biosinteza sterolilor fungici. In
prezenta acidului B zaragozic, fluconazolului, clo-
trimazolului, ketoconazolului si miconazolului, ni-
velul farnesolului este crescut de 8, 10, 45, 45 si
respectiv 44 de ori (pentru o concentratie de 0,5-1
pM). Producerea si concentratia farnesolului este
direct proportionald cu concentratia medicamen-
tului utilizat (10). Acidul zaragozic inhiba squalen
sintaza, in timp ce azolii inhiba lanosterol 14a-
demetilaza, enzima cheie in biosinteza ergosterolului.
Din figura 2 se observa inhibitia enzimelor:

 acidul zaragozic inhiba squalen sintaza;

e terbinafina inhiba squalen epoxidaza;

* fluconazolul inhiba lanosterol 14a-demeti-

laza.

Acumularea farnesolului in celula blocheaza
tranzitia morfologica de la forma de drojdie la cea
de hifa la densitati celulare crescute (11), iar adau-
garea de farnesol exogen inhiba formarea tubilor
germinativi In prezenta serului, a prolinei si a

GIcNAc. Farnesolul inhiba aparitia tubilor ger-
minativi, formarea biofilmului fungic si stimuleaza
activitatea antimicrobiand, rezistenta la medica-
mente si rezistenta la stresul oxidativ.

Tirosolul este a doua molecula QS identificata
la specia Candida albicans. El este un derivat al
tirozinei, iar denumirea stiintifica este 2-[4-hidroxi-
fenil]etanol. Asemanator cu farnesolul, acest com-
pus se obtine in mediul de crestere continuu, In
timpul cresterii celulelor. El are proprietati care duc
la diminuarea fazei de lag, care se inregistreaza
atunci cand culturile celulare diluate sunt lasate
peste noapte in mediu de cultura proaspat (12). S-a
constatat experimental ca tirosolul accelereaza for-
marea tubilor de germinatie. De aceea, procesul de
morfogeneza al speciei C. albicans este reglat po-
zitiv si negativ prin actiunea tirosolului, respectiv a
farnesolului. Alcolii aromatici feniletanol si tripto-
fitol au fost identificati ca molecule QS la specia
Saccharomyces cerevisiae (13). Acesti compusi
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care sunt produsi si de specia C. albicans stimuleaza
procesul de crestere al pseudohifelor la specia S.
cerevisiae la concentratii scazute, in timp ce
tirosolul nu inregistreaza nici un fel de efect.

BIOFILMUL $I MOLECULELE QUORUM
SENSING

Multe microorganisme patogene au capacitatea
de a forma un biofilm in vivo in functie de factorii
favorizanti. Biofilmul reprezinta o structura care se
ataseaza la diferite materiale sintetice. El este de-
finit ca o populatie microbiana care se gaseste ata-
satd la o anumita suprafata si este incadrata intr-un
matrix extracelular. Marea majoritate a infectiilor
microbiene implicad si formarea acestui biofilm
microbian (14). Protezele dentare, ortopedice, dis-
pozitivele cardiovasculare, cateterele urinare, im-
planturile, tuburile traheale sunt doar cateva dintre
dispozitivele sintetice care favorizeaza colonizarea
si formarea biofilmului de catre speciile genului
Candida. Biofilmul se dezvolta atunci cand micro-
organismul adera la o astfel de suprafata si produce
polimeri extracelulari ce formeaza un matrix extra-
celular. Acest matrix faciliteazd adeziunea bio-
filmului la dispozitivul implantat. In interiorul bio-
filmului microorganismele au un comportament
diferit fata de cele care se gasesc libere si sunt mult
mai rezistente la tratamentele specifice (15).

La pacientii care prezintd infectii cu specia C.
albicans apare de cele mai multe ori rezistenta
acestei specii la medicamentele antifungice, in
special la fluconazol. De asemenea, la pacientii cu
afectiuni care duc la scaderea sistemului imunitar,
se dezvolta frecvent biofilmul produs de aceasta
specie. S-a constat cd farnesolul are posibile pro-
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