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Virulentni ¢imbenici gljivice vrste
Candida albicans
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uvoD

Kvasci su veoma rasprostranjeni eukariotski mikroorganizmi. Filogenetski su vrlo
raSirena skupina mikroorganizama i ubrajaju se u skupinu askomikota (Ascomycota),
odnosno Hemiascomycetes (u kojoj se nalaze medicinski vaZne vrste roda Candida i
Geotrichum) i u skupinu bazidiomikota (Basidiomycota), odnosno Hymenomycetes (u
koju se ubrajaju medicinski vaZne vrste roda Cryptococcus, Malassezia i Trichosporon) i
Urediniomycetes (s medicinski vaZnim vrstama roda Rhodotorula i Sporobolomyces) (1).
Hemiaskomicete sadr?e red Saccharomycetales, unutar kojeg se nalaze filogenetski vrlo
sli¢ne vrste roda Candida. Pripadnici reda saharomicetales:

a) nemaju sposobnost tvorbe hifa ili su im hife samo rudimentarne,

b) vegetativne stanice (blastospore) dijele se pupanjem ili fisija (cijepanjem),
c) stani¢na stjenka ne sadrZi hitin,

d) askusi se tvore pojedina¢no ili u lancima (2, 3).

Poznato je vise od 100.000 vrsta gljivica, a nekoliko stotina vrsta ubraja se u opo-
tunisticke patogene (4). @sim medicinski znacajnih gljivica koje uzrokuju mikoze, ne-
koliko desetaka vrsta upotrebljava se u prehrambenoj industriji, primjerice za proiz-
vodnju vitamina, organskih kiselina i tvari s baktericidnom i fungicidnom aktivno§¢u
(npr. Penicillium i Acremonium vrste) te se jo§ trae nove vrste i sojevi gljivica koje ¢e
tvoriti za ¢ovjeka korisne supstancije. Neke se vrste gljivica upotrebljavaju kao biofun-
gicidi u poljoprivredi (viste Trichoderma harzianum i T. virens) (5, 6), neke su vrste ne-
zaobilazan ¢imbenik pri proizvodnji namirnica: kruha, piva, vina, fermentiranih mli-
je¢nih proizvoda (na primjer vrste Saccharomyces cerevisiae, S. carlsbergensis, vrste roda
Candida i druge), a s nekim vrstama plijesni oplemenjuje se okus i miris sireva (vrste
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Penicillium camemberti, L roqueforti). Neke orijentalne namirnice sadrfavaju plijesni
(vrste Aspergillus oryzae, A. soyae, A. tamarii, Rhizopus sp.) ¢ija je uloga u fermentaciji
bitan korak pri proizvodnji npr. kojia, tamarija, misoa, tempeha, raznih sireva i sli¢cnog
(7).

Tijekom evolucije, gljivice su razvile mehanizme preZivljavanja i prilagodile se na
mnogim nepovoljnim vanjskim ¢imbenicima kao §to su temperatura, vlaga, oskudan
hranidbeni supstrat, pH, UV i druga zraenja te nazo¢nosti drugih mikroorganizama u
%ivotnoj sredini s kojima su vezane kompetativnim odnosima za hranidbeni supstrat
(4). No, gljivice su razvile mehanizme preZivljavanja u i na ¢ovjeku i Zivotinjama, gdje
su naj¢e$ce prisutne kao apatogena komenzalna flora i samo u odredenim uvjetima
postaju patogene, odnosno prelaze u invazivni oblik uzrokujuéi mikoze.

Smatra se da je Hipokrat prvi opisao klini¢ku sliku mikoze u ljudi (kandidijazu usne
Supljine) u 5. stolje¢u prije Krista. Prvi opis etioloskog ¢imbenika, odnosno mikroskop-
ske slike vrste C. albicans iz klini¢kog materijala opisao je Langenbeck, nakon 23 stolje-
¢a, ili tocnije 1839. godine (8). Mikoze uzrokovane gljivicama biljeZene su sve do pede-
setih godina proslog stolje¢a sporadi¢no, a najéeséi uzroénik mikoza bila je vrsta C.
albicans. Rijetko su opisane mikoze s drugim gljivi¢nim vrstama (8). Upravo pocetkom
Sezdesetih godina proglog stolje¢a pa sve do danas, uporaba novih nacina lije¢enja malig-
nih bolesti, pojavom sve veéeg broja imunokompromitiranih pacijenata (uslijed hema-
toloskih i drugih malignih bolesti, presadaka ko$tane sr#i i organa i posljedi¢ne terapije,
neutropenije te infekcije s HIV-om i epidemije SIDE), primjenom antibiotika $irokog
spektra, dugotrajnom terapijom kortikosteroidnim lijekovima, pove¢anom uporabom
centralnovenskih i drugih katetera, asistiraju¢om ventilacijom, dugotrajnom hemodija-
lizom, biljei se kontinuirano poveéanje populacija pacijenata s mikozama uzrokovanih
kvascima i kvascima sli¢nim gljivicama. Osim navednih rizi¢nih ¢imbenika pacijenta za
razvoj mikoza, neuroendokrine i imunoloske promjene tijekom fizi¢kih, emotivnih i ke-
mijskih stresova takoder su ¢imbenici rizika (9). Velik broj mikoza ste€eno je u bolnica-
ma egzogenim putem (nozokomijalne infekcije steCene pri hospitalizaciji usljed traume,
opekotina ili kirur§kog zahvata) te se, osim endogenih mikoza koje uzrokuje komenzalna
flora, danas smatra da gotovo svaka gljivica, ako se razviju uvjeti u imonokompromitira-
nih pacijenata, moZe dovesti u Zivotnu opasnost pacijenta (10).

Osim danas najulestalije vrste C. albicans, velik je broj drugih vrsta kvascima sli¢-
nih mikroorganizama koji su u porastu kao uzro¢nici mikoza, €esto i glavni uzro€nici
velike smrtnosti u imunokompromitiranih pacijenata. U tablici 1. prikazani su najces-
¢iizolati vrsta roda Candida i najznacajniji rizi¢ni ¢imbenici za razvoj kandidijaze.
Osim vrste C. albicans kao najucestalijeg izolata, poznato je i opisano stotinjak non-al-
bicans Candida vrsta, od kojih je manje od 70 opisano kao uzro¢nici izmedu 35 i 65%
svih kandidijaza. Najucestalije non-albicans Candida vrste su C. parapsilosis (20-40%
od svih non-albicans vrsta Candida), C. tropicalis (10-30%), C. krusei (10-35%) i C.
glabrata (5~40%). Ostale su vrste roda Candida takoder u porastu C. guillermondii
(2-5%) i C. lusitaniae (1-8%) (11). Vrste roda Candida mogu uzrokovatirazli¢ite ob-
like bolesti, od lokaliziranih (koZnih, sluznic¢ke) do diseminiranih. Onihomikoza je je-
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dan od oblika lokalne infekcije na noktima prstiju ruku i nogu, a kroni¢an oblik muko-
kutane kandidijaze naj€e3¢i je u pacijenata sa ste¢enim deficitom T-limfocita. Kandi-
dijaza usne 3upljine takoder je povezana s deficijencijom T-limfocita, odnosno infekci-
jama virusom HIV-a (SIDA), ali i upotrebom Sirokospektralnih antibiotika i
inhalacijom kortikosteroida u astmati¢ara. Epiglotitis i ezofagitis najce3ce se javljaju u
pacijenata s imunodeficijencijom. Gastrointestinalne infckcije uzrokovane vrstama
roda Candida povezane su s upotrebom Sirokospektralnih antibiotika. U&estali su i cis-
titis i pijelonefritis povezani s dugotrajnom uporabom katetera, kao i vulvovaginitis.
Naj&es¢i je oblik infckcije s vrstama roda Candida u imunodeficijentnih pacijenata
fungemija nakon primarne kolonizacije u nckom organu (gastrointestinalni sustav) ili
uslijed prodora izazvanog intravaskularnim ili intraurinarnim kateterima. Diseminira-
ni oblik kandidijaze moZe zahvatiti i srce, pluca, sredi$nji Zivéani sustav, mi§i¢no-ske-
letni sustav, peritoneum, jetru, slezenu i Zué¢ni mjehur (12).

Zbog znacajnog poveéanja mikoza uzrokovanih vrstama roda Candida, istraZivanja
su usmjerena prema utvrdivanju virulentnih &imbenika koji utje¢u na patogenost vr-
sta roda Candida. Naime, ta istraZivanja pomogla bi pronalasku novih metoda lijece-
nja, odnosno pronalaZenju novih antimikotika. To je vaZno i zbog sve &esce pojave re-
zistentnih sojeva vrsta roda Candida u populaciji imunokompromitiranih pacijenata.

Cilj ovog rada je prikazati glavne virulentne ¢imbenike vrste C. albicans, kao jednog
od najéesceg klinickog izolata kandida.

Tablica 1. Rizi¢ni ¢imbenici za razvoj kandidijaze (11, 22)

Vrste

Candida albicans™
C. dubliniensis

C. tropicalis™

C. parapsilosis*
C. slabrata*

C. krusei*

C. kefyr* (prije C. pseudotropicalis)
C. lusitaniae

C. guillermendii
C. lipolytica

C. fumata

C. norvegensis

C. utilis

C. lambica

C. ciferii

C. norvegensis

* najesdiizolati u vise od 90% slucajeva

Najznacajniji rizi¢ni ¢imbenici

e Leukemije

e Transplatacija organa

e Tumori

e HIV+ (sida)

¢ Dijabetes

e Vaskularni i drugi kateteri

o Kardiovaskularne bolesti

o Kirurski zahvati u abdomenu

e Renopatije

e Parenteralna ishrana

o Opekotine veéih povriina

e Dugotrajna profilaksa ili terapija anti-
mikoticima, kortikosteroidima i §iro-
kospektralnim antibioticima
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Vrsta Candida albicans: kulturelne osobine i raSirenost

Gljivica C. albicans $iroko je rasprostranjena (ubikvitarna) vrsta i izolirana iz #ivog i
nezivog okolisa, kao $to je povriina biljaka, kukci, zemlja i dr. Izolirana je iz biljnih i Zi-
votinjskih vrsta u vodi i na zemlji. Iako se vrsta C. albicans moze izolirati iz zraka, zem-
lie i vode ti izvori povezani su kontaminacijom iz (naj¢e$ée) izmeta Zivotinja i ljudi. U
ljudskoj okolini, kandide su ¢esti kontaminanti bolni¢kih zidova, kreveta i drugog in-
ventara, kao i hrane i pi¢a. Na ljudskom tijelu kandide su Cesti dio fiziologke flore, ia-
ko nalaz vrste C. albicans vrlo varira te ovisi o nizu ¢imbenika (dio tijela, nacin uzorko-
vanja, fiziolosko stanje, spol, dob i dr.). Odds (13) je prikupio podatke o ugestalosti
kvasaca i vrste C. albicans s obzirom na mjesto izolacije te su skupni podaci prikazani u

tablici 2.

Tablica 2. Ucestalost kvasaca i vrste C. albicans s obzirom na mjesto izolacije
(preuzeto od Odds, 1988.)

Utestalost (%)

Mjesto izolacije raspon srednja vrijednost
Bris sluznice usne supljine, slina, bris grla

»zdrava« populacija — kvasci 2,0-71,3 31,5
hospitalizirani bolesnici — kvasci 12,7-76,2 50,2
»zdrava« populacija — C. albicans 1,9-62,3 19,4
hospitalizirani bolesnici — C. albicans 6,0-69,6 37,5
Bris anorektalne regije

»zdrava« populacija — kvasci 8,0-60,0 27,2
hospitalizirani bolesnici — kvasci 5,7-83,1 43,3
»zdrava«populacija — C. albicans 8,0-20,0 16,3
hospitalizirani bolesnici — C. albicans 1,0-53,1 27,3
Bris rodnice

»zdrava« populacija — kvasci 4,3-27,3 13,3
hospitaliziranibolesnici — kvasci 7,8-76,2 23,8
»zdrava« populacija — C. albicans 2,2-68,0 22,3
hospitalizirani bolesnici — C. albicans 4,5-60,0 18,9

Identifikacija vrste C. albicans u rutinskom mikrobioloskom laboratoriju vezana je
uz njezina fenotipska obiljeZja, odnosno kulturelne osobine na selektivnim i/ili dife-
rencijalnim podlogama kao 3to su: Sabouraud 2%-tni glukozni agar (slika 1) i rizin ili
kukuruzni polisorbatni agar (slika 2) te polimorfizmom i »klijanjem« blastospora, od-
nosno prelaskom u (psedo)hifu (slika 3) te tvorbom pravih hifa, odnosno micelija (sli-
ka 4). In vivo, vrsta C. albicans prisutna je u obliku jednostani¢ne blastospore, ali i u
obliku (psedo)hifa (slika 5). Uz vrstu C. albicans, filogenetski je najuZe povezana vrsta
C. dubliniensis koja je otkrivena 1995, u timu Sullivana i suradnika (14). Zbog uske fi-
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logenetske povezanostiizmedu ove dvije vrste, one izraZavaju i sli¢ne fenotipske oso-
bine, $to oteZava pouzdanu identifikaciju vrste C. dubliniensis (15, 16).

Slika 1. Kulturelne osobine vrste Candida albicans (i C. dubliniensis) na Sabouraud 2%-
tnom glukoznom agaru nakon 24-satne inkubacije na 37°C — kolonije veli¢ine
3-10 mm, okrugle, konveksne, bijele s karakteristiénim mirisom na kvasac
(snimio I. Kosalec)

Slika 2. Mikrofotografija: karakteristi¢na tvorba klamidospora (a) iz (pseudo)micelija
vrsta C.albicans i C. dubliniensis uz tvorbu postrani¢nih blastosporana kukuruznom-
polisorbatnom agaru nakon 24-satne inkubacije na 30°C (snimio 1. Kosalec)
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Slika 3. Mikrofotografija: karakteristi¢no »klijanje blastopora« vrsta C. albicans i
C. dubliniensis u ljudskom serumu nakon 3 sata inkubacije na 37°C — ovim testom iz
blastospore (a) »klijanjem« nastaju pseudohife (b) §to je osobina samo ove dvije vrste
(preuzeto ljubazno$¢u Subhash K. Mohan)

Slika 4. Kulturelne osobine vrste C. albicans (a) i C. glabrata (b) na hranjivoj podlozi s
dodatkom 1 %-tnog govedeg seruma gdje je vidljiv micelarni oblik rasta vrste
C. albicans (strjelica oznacava stvaranje micelija) (snimio I. Kosalec)
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Slika 5. Mikrofotografija: bris rodnice pacijentice s klinicki manifestnom kandidija-
zom — preparat obojen po Gramu, preuzeto ljubaznoséu iz ASM MicrobeLibrary
gdjeje vidljiv prelazak jednostani¢ne blastospore u micelarni oblik postrani¢nim

stvaranjem blastospora

Kako endogena komenzalna gljivica Candida albicans

postaje patogena?

Velika veé¢ina mikoza uzrokovanih vrstama roda Candida potjece od endogene ko-
lonizacije sluznice usne Supljine, gastro-inestinalnog sustava, koze ili rodnice. Koloni-
zacije sluznice i koze kandidama dolazi ubrzo nakon rodenja kada je novorodence izo-
loZeno brojnim mikroorganizmima iz okolisa (17-19). U i na €ovjeku gljivice su
komenzali, odnosno rastu i razmnoZavaju se u i na sluznicama usne 3upljine, crijcva i
rodnice, upotrebljavajuéi sckrete i druge tvari kao hranu, no bez klini¢ki manifestnog
razvitka mikoze. U imunokompetentnoj osobi, vrste roda Candida i drugi kvasci da bi
prezivjeli obrambene uvjete domaéina i lokalne flore (odnosno prisutnosti drugih mik-
roorganizama koji se natjecu za supstrat i mikrobicidne supstancije) razvili su fizicke i
kemijske ¢imbenike adaptacije koji uvjetuju ravnotezu izmedu domadéina i gljivice. [
doista, gljivice, odnosno vrste roda Candida, mogu Zivjeti i razmnozavati se u vrlo raz-
ligitim uvjetima u i na ovjeku kao domaéinu, odnosno pri razli¢itim pH vrijednostima
(rodnica, sluznice, krv); pri razli¢itim koncentracijama i odnosima O,/CO; (koza —
krv); uz mnostvo drugih mikroorganizama (gastro-intestinalni sustav), pri razli¢itim
temperaturama (gastro-intestinalni sustav, sluznice) (4, 20). Kao i za svc patogene
mikroorganizme, bitan je odnos s domaéinom. Prelasku gljivica iz komenzaliz-
ma/kolonizacije u invazivan oblik pogoduju disfunkcija i osteéenje zastitnih barijcra
domaéina. Na primjer, opekline osteéuju slojeve koze te uklanjanjem koZe kao fizicke
zapreke mogu se stvoriti uvjeti za razvitak mikoze. Primjer je i dugotrajna upotreba ka-
tetera, gdje postoji kontakt s tkivima i organima. No, najznacajniji je uzrok razvitka
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mikoza osteéenje imunog sustava domadina, a sa strane patogena (gljivice) to je tvor-
ba specifi¢nih supstancija s toksi¢nim u¢inkom na stani¢ne strukture domaéina, koje
omoguéuju Sirenje i prodor patogena.

Prema definiciji ¢imbenika virulencije, danas se tim ¢imbenicima smatraju sve mo-
lekule mikroorganizma koje sudjeluju u interakciji s molekulama domaéina ili struktu-
rama stanica, kao i sve molekule koje nemaju izravan doticaj s domaéinom (24). Neki
su fizi¢ki ¢imbenici veé spomenuti (rast i razmnoZavanje pri temperaturi domadina,
razli¢itim pH vrijednostima). No, osim promjena u i na domaéinu, glavni ¢imbenici
koji gljivici omoguéuju prijelaz iz komenzalizma u invazivni oblik prikazani su na slici 6.

‘ o
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mr s
C\\J r”rffgﬂ'rk,

D*

&

Y-

Slika 6. Shematski prikaz utjecaja virulentnih ¢imbenika vrste C. albicans koji
pridonose o$tecenju stanica domacina. Adherencija (A) na stanice tkiva domacéina
prvi je stupanj prelaska komenzala u invazivni oblik, prijelaz jednostani¢ne blasto-
spore vrste C. albicans u micelarni oblik (B) poveéava virulentnost i penetraciju
gljivice u tkiva domacina. Vrsta C. albicans tvori hidroliticke enzime iz skupine
proteinaza, fosfolipaza, lipaza i hemolizine, ali vjerovatno i sekundarni lipofilni
metabolit niske molekularne mase gliotoksin koji ostecuju stani¢ne strukture
domadinai stanice imunog sustava (C). Nakon ostecenja stanica domacéina,
blastospore i hife vrste C. albicans slobodno penetriraju kroz stanice domacina,
ainvazivnosti vrste C. albicans pridonose i razlicita rizi¢na fizioloska stanja
pacijenta, kao i ostali rizi¢ni ¢imbenici (D).

a) Polimorfizam — prijelaz iz jednostaniénog oblika blastospore u mice-
larni oblik stvaranjem pseudehifa i pravih hifa

Virsta C. albicans pripada kvascima sli¢nim gljivicama koji posjeduju sposobnost
reverzibilnog mijenjanja oblika, odnosno, pod odredenim uvjetima okoli3a (¢imbeni-
ci u serumu, temperatura, pH, povidena koncentracija CO; i hrane) prelaze iz jednos-
tani¢ne blastospore u pseudomicelarni oblik rasta te u oblik rasta s pravim, septira-
nim hifama i razvitkom micelija (15). Ova se pojava, karakteristi¢na za vrste C.
albicans ali i C. dubliniensis naziva polimorfizam. Smatra se da su vrste C. albicans i C.
dubliniensis u obliku jednostani¢ne blastospore vezane za komenzalni nacin %ivota,
odnosno za kolonizaciju, a micelarni je oblik vezan za invanzivni oblik kada vrste C.
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albicans i C. dubliniensis prodiru u i kroz tkivo, iako je i na mjestu mikoza utvrdena
prisutnost i blastospora i hifa (23, 24). Tvorba (pseudo)hifa omoguéuje jagu adhe-
renciju nastanice domadina, za razliku od blastospora, kao i izraZeniju lizu makrofaga
(25), tvorbu enzima proteinaza, i promjenu osjetljivosti na antimikotike (24, 26, 27).
Invazivnost dva soja C. albicans usporedivana je na primjeru peritonitisa u BALB/c
miSeva te je utvrdena korelacija, odnosno statisticki znacajnije osteéenje tkiva jetre i
gusterace (utvrdeno histopatoloski i mjerenjem odtecenja organa putem alkalne fos-
fataze i ®-amilaze) u soju kojemu je utvrdena duZa germinacija blastospore i duza

pseudohifa (28).

Zanimljivo je da dimorfizam, odnosno prijelaz iz jednostani¢nog oblika (blastospo-
re) u micelarni oblik (hife), nije nuZan u patogenezi nekih vrsta gljivica kao 3to su:
Blastomyces dermatitidis, Coccidioides immitis, Histoplasma capsulatum, Paracoccidioides
brasiliensis, Penicillium mamneffei i Sporotrix schenckii (22).

b) Tvorba hemolizina i hidrolitickih enzima proteinaza, fosfolipaza i

lipaza

Patogene gljivice su prilagodile biokemijsku aktivnost tijekom infekcije da bi mog-
le upotrebljavatisupstrat za rast i razvoj. Prodor u tkiva domaéina nuzno ukljucuje
penetraciju gljivice C. albicans s o$tecenjem stani¢nih membrana ili stanica i tvari
imunog sustava domaéina kako bi izbjegle njihov antimikrobni u¢inak. Vanjska
membrana stanica ovjeka gradena je od fluidnog fosfolipidnog dvosloja u koji su
uklju€eni proteini. Luceéi proteoliticke enzime koji hidroliziraju peptidne veze i fos-
folipaze, enzime koji hidroliziraju fosfolipide, dolazi do prodiranja vrste C. albicans
kroz tako o3tecenu membranu, odnosno stanicu. Najznacajnije su tri skupine izvan-
stani¢nih hidroloti¢kih enzima u Candida vrsta: aspartil-proteinaze (Sap), fosfolipaze
B i lipaze.

Tvorba aspartil-proteinaza (Sap) odnosno prisutnost Sap-obitelji gena, dokazana je
u vrstama C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata, C. dubliniensis, C. guilliermondii i C. pa-
rapsilosis. Opisane su aspartil- proteinaze vrsta C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis,
a njihovi inhibitori ispitivani su kao potencijalni lijekovi (30). Aspartil-proteinaze je-
dina su skupina proteinaza koje su identificirane u Candida vrsta, dok tvorba serin-
proteinaza, cistein-proteinaza i metaloproteinaze nije utvrdena.

U invitro uvjetima, tvorba aspartil-proteinaza moZe se kvalitativno i kvantitativno
izmjeriti u hranjivim podlogama, koje se sastoje od proteina kao §to su albumin, he-
moglobin, keratin i kolagen, kao jedini izvor(i) dusika. Povezanost izmedu tvorbe pro-
teinaza, ekspresije aspartil-proteinaza (Sap-ova) i invazivnosti kandida, utvrdena je
biokemijskim, geneti¢kim i imunokemijskim metodama. Utvrdeno je da (najmanje)
devet Sap gena (Sap 1-9) sudjeluju u ekspresiji ovih enzima (31). Sap-oviimaju spe-
cifi¢nost prema velikom broju supstrata te hidroliziraju konjugirane i nekonjugirane
proteine. Sap-ovi koje lu¢e kandide hidroliziraju in vivo kolagen, keratin, mucin, anti-
tijela i citokine te na taj nacin sudjeluju kao ¢imbenici virulencije vrsta roda Candide
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(32). Osim proteinaza kao ¢imbenika virulencije u nekih vrsta roda Candida, ovi enzi-
mi imaju ulogu u biotipizaciji vrste C. albicans, gdje se na desetak testova ispituje tvor-
ba enzima s obzirom na supstrat (33).

Pod fosfolipazama smatramo heterogenu skupinu enzima kojima je zajednic¢ka oso-
bina hidroliziranje jedne ili viSe esterskih veza u glicerofosfolipidima. Prema mjestima
djelovanja na molekuli fosfolipida kao supstrata, razlikujemo enzime koje oznatavame
slovima A, B, C i D. Tako fosfolipaza A| (PLA, EC 3.1.1.32) hidrolizira estersku vezu
na poloZaju sn- 1 u glicerolnoj strukturi, a fosfolipaza Ay (PLA;, EC 3.1.1.4) omoguda-
va hidrolizu masne kiseline u polozaju sn-2. Fosfolipaze B (PLB, sinonimi lizofosfolipa-
ze, lizofosfolipaze-transacilaze) oznacavaju enzime koji hidroliziraju masne kiseline u
polozaju i sn-1 i sn-2. Pod nazivom lizofosfolipaze (lizo-PL, EC 3.1.1.5) smatraju se en-
zimi koji hidroliziraju masne kiseline s fosfolipida i lizofosfolipida, a enzim lizofosfolipa-
za-transacilaza ima sposobnost pretvorbe lizofosfolipida i slobodne masne kiseline u
fosfolipid. Fosfolipaza C (PLC, EC 3.1.1.5) hidrolizira fosfodiestersku vezu u fosfolipid-
noj strukturi do 1,2-diacilglicerola i, ovisno o vrsti fosfolipida, do fosfatidilkolina, fos-
fatidiletanolamina. Drugu fosfodiestersku vezu razgraduje fosfolipaza D (PLD, EC
3.1.4.4). Slika 7. prikazuje mjesta djelovanja cnzima fosfolipaza.
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Slika 7. Mjesta hidrolitickog djelovanja enzima fosfolipaza na molekulama
fosfolipida stani¢ne membrane
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Tvorba fosfolipaza je takoder ¢imbenik virulencije u bakterijskih vrsta Clostridium
perfringens (PLC ili oi-toksin), Listeria monocytogenes (PLC-a, PLC-b), Pseudomonas ae-
ruginosa (PLC-n, PLC-h), Bacillus cereus (PLC), Rickettsia rickettsii i R. prowazekii
(PLA), Corynebacterium pseudotuberculosis (PLD), gljivice Cryptococcus neoformans
(PLB), ali i protozoama Toxoplasma gondii i Entamoeba histolytica (PLA) (34-37).

Da su enzimi fosfolipaze jedan od &imbenika virulencije u Candida vrsta utvrdeno je
izolacijom vrste C. albicans iz krvi pacijenata s fungemijom i usporedbom tvorbe fosfo-
lipaza sa sojevima izoliranim iz rana i urina. Utvrdena je znacajno via tvorba fosfoli-
paza u sojeva izoliranih iz krvi, za razliku od sojeva iz rana i urina (38). Iste razultate
utvrdili su Ibrahim i suradnici (39), usporedujuéi komenzalne izolate C. albicans i izo-
late iz krvi. Non-albicans Candida vrste (C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicdlis, C. lu-
sitaniae) tvore fosfolipaze u manjoj koncentraciji (ali ipak detektibilnoj) i ovisno o is-
pitivanom soju (40). Medutim, osim izravnog citolitickog u¢inka fosfolipaza, utvrden
je posredan citoliticki u¢inak preko PLC-a aktivacijom arahidonske kiseline i proteina-
za-C kaskadnih reakcija (41). Fosfolipaze su i antigeni. Naime, u serumu pacijenta s
fungemijom uzrokovanom vrstom C. albicans dokazana su antitijela protiv PLB, a ¢iji
titar korelira s progresijom bolesti (42).

Enzimi koji kataliziraju i hidrolizu esterske veze u triacilglicerolima nazivaju se lipa-
ze (EC 3.1.1.3) (slika 8). Lipaze su skupine enzima za koje se pretpostavlja da imaju
ulogu u patogenezi infekcija uzrokovanih oportunistickim bakterijama vrsta Staphylo-
coccus epidermidis i S. aureus, Pseudomonas aeruginosa, Propionibacterium acnes i gljivic-
nih vrsta iz roda Candida i Malassezia i vrste Hortaea werneckii (43). Uloga je lipaza
pretpostavljeni virulentni ¢imbenik vrste C. albicans zbog velike uloge lipida (kao sup-
strata za djelovanje lipaza) u ljudskom metabolizmu. Osim pohrane energije u lipidi-
ma, oni su strukturni ¢imbenici stani¢nih membrana i vazni su biologki efektori. Me-
dutim, razgradni su produkti lipida diacilgliceroli i slobodne masne kiseline, biologki
aktivni spojevi, odnosno reguliraju sfingomijelinski ciklus, transdukciju hormonalnih
signala i mogu regulirati transkripciju gena. Neki razgradni produkti lipida imaju udi-
nak na imuni sustav inhibirajuéi proliferaciju T-limfocita. Utvrdeno je i da lipaze sma-
njuju fagocitozu granulocita i smanjuju kemotaksiju neutrofila i granulocita (43).
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Slika 8. Hidroliza triacilglicerola katalizirane enzimima lipazama
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No, kada se vrste roda Candida diseminiraju s primarnog mjesta infekcije te dospiju
u krvotok, da bi prezivjele moraju upotrijebiti Zeljezo kao nuZan ¢imbenik rasta i raz-
mnozavanja. U tijelu ne postoji slobodno Zeljezo, veé se nalazi u vezanom unutrasta-
ni¢nom obliku kao feritin ili je vezano na hemoglobin. Vrlo maloizvanstani¢nog Zelje -
za vezano je na zeljezo-vezujude transportne proteine transferin i laktoferin. Medutim,
da bi dospjele do Zeljeza, vrste roda Candida trebaju tvorbe hemolizine, koji oslobada-
ju Zeljezo iz hemoglobina. In vitro je dokazana tvorba hemolizina, odnosno posljedi¢ne
B-hemolize u podlozi s ov&jom krvi, u mikroaerofilnim uvjetima i pri prelasku blasto-
spora vrste C. albicans u micelarni oblik. Takoder je utvrdeno da se hemolizini osloba-
daju u tekuéoj hranjivoj podlozi s kulturom vrste C. albicans te da supernatant 24-
satne kulture (bezblastospora) uzrokuje B-hemolizu na hranjivoj podlozis ov&jom krvi
(44, 45). Luo i suradnici (45) utvdili su da svi ispitivani sojcvi vrste C. albicans, C.
glabrata, C. dubliniensis, C. lusitaniae, C. krusei. C. tropicalis i C. zeylanoides tvore he-
molizine koji potpuno razgraduju hemoglobin i uzrokuju tzv. f-hemolizu razlicitog in-
teziteta. Vrste C. famata, C. guilliermondii, C. rugosa i C. utilis nepotpuno su razgradi-
vale hemoglobin, uzrokujuéi tzv. o.-hemolizu na hranjivoj podlozi s ov¢jom krvi. U
vrsta C. parapsilosis i C. pelliculosa nije utvrdena aktivnost hemolizina.

¢) Tvorba toksi¢nih metabolita niske molekularne mase

Tvorba sekundarnog i lipofilnog, gliotoksinu -sli¢cnog metabolita dokazana je 1991.,
u vrsti C. albicans. Naime, jo§ 1936. dokazana je tvorba gliotoksina u plijesni vrsta ro-
da Gliocladium i kasnije Aspergillus i Penicillium (46), ali i prije dokaza tvorbe gliotoksi-
na pretpostavljalo se da vrsta C. albicans tvori metabolit s baktericidnim u¢inkom na
uzro¢nika gonoreje — Neisseria gonorrhoeae, ali tada se nije utvrdila kemijska struktura.
Radovima Shah i Larsena (47, 48) pretpostavljeno je da u in vitro uvjetima klinicki
izolati tvore metabolit niske molekularne mase, koji je pretpostavljen kao gliotoksin,
medutim bez potvrde strukture izolirane supstancijc masenom spektrometrijom. Na-
dalje, ispitan je i vaginalni sekret Zena sa simptomatskom kandidijazom te je utvrdeno
da C. albicans tvori gliotoksinu sli¢nu susptanciju u koncentracijama od 7 do 11,5
Ug/ml, za razliku od asimptomatskih Zena u kojih nije dokazana tvorba tog toksina in

situ (48).

slika 9. Kemijska formula gliotoksina
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Takoder je tvorba gliotoksina (slika 9) dokazana in situ na mjestu aspergiloze pluca
purana uzrokovanog vrstom Aspergillus fumigatus (49, 50), te u peritoneumu misa infi-
ciranog istom plijesni (51). Najnoviji podaci govore u prilog utjecaju ovog toksina na
patogenezu mikoza, jer je dokazana tvorba gliotoksina inwivo, u serumu pacijenta obo-
lielog od invazivne aspergiloze (52).

Za3to je in situ tvorba gliotoksina ili drugih toksi¢nih metabolita niske molekularne
mase pretpostavljeni virulentni ¢&imbenik vrste C. albicans, odnosno kako ti toksini prido-
nose patogenezi kandidijaze! Prije svega, gliotoksin ima dokazan baktericidni i fungicidni
utinak, te ¢e spriecavati rast zastitne flore, npr. djelovat ée baktericidno na vrste roda
Lactobacillus u rodnici ili aerobnoj i anaerobnoj floricrijeva. Gliotoksin usporava i pokret-
ljivost cilija epitela bronha (53). Nadalje, gliotoksin pokazuje citotoksi¢na svojstva najja-
Ce izraZena na stanice imunog sustava. Osim toga, ovaj toksin sprje¢ava adherenciju mak-
rofaga na plasti¢no dno posude i fagocitozu in vitro u koncentracijama od 20 do 50 ng/mL
(54). Gliotoksin inhibira proliferaciju T-limfocita i B-limfocita nakon stimulacije antige-
nom i inhibira u¢inkovitost citotoksi¢nih T-limfocita. Nadalje, gliotoksin inhibira fagoci-
tozu peritonealnih makrofaga (55) te smanjuje kemotaksiju polimorfonuklearnih neutro-
fila. U koncentraciji od 0,3 do 3 uM gliotoksin izaziva apoptozu timocita i makrofaga, a u
koncentracijama veéim od 10 uM njihovu nekrozu (55). Zanimljiva je selektivna toksic¢-
nost gliotoksina i kemijski sintetiziranih analoga na stanice imunog sustava, $to se danas
nastoji primijeniti protiv odbacivanja presadenih organa (55-57). Smatra se da ¢e tvorba
metabolita niske molekularne mase na mjestu mikoze uvjetovati ve¢u invazivnost gljivica
te pridonijeti patogenezi mikoze (58--00).

ZAKLJUCAK

Vrste roda Candida komenzalna su mikroflora ¢ovjeka i Zivotinja. Kolonizacija
ovim gljivicama dolazi ubrzo nakon rodenja, kada uz druge mikroorganizme sudjeluju
u stvaranju stalne ili povremene mikrobne flore usne $upljine, gastro-intestinalnog
sustava, koZe i rodnice u Zena. No, uslijed odredenih ¢imbenika domacina, kao $to je
primjena Sirokospektralnih antibiotika i kortikosteroida, stresova (fizi¢kih, kemijskih i
emotivnih), trauma i opekotina komenzalne gljivice prelaze u patogeni (invazivni) ob-
lik, uzrokujuéi mikoze, koje se manifestiraju od infekcija sluznica i koZe do fungemije.
Epidemioloski podaci govore o povecanju kandidijaza u imunokompromitiranih hos-
pitaliziranih pacijenata, prvenstveno uslijed hematoloskih i malignih bolesti drugih
organa, side, kod presadaka i imunosupresivne terapije. Osim ¢imbenika domadina,
postoje i drugi nedovoljno obja3njeni &initelji koji uvjetuju prelazak kandida u invaziv-
ni oblik. Naj&eséi je izolat kandidemija gljivi¢na vrsta Candida albicans. Vjeruje se da
su polimorfizam, kao i tvorba fosfolipaza, lipaza, hemolizina, proteinaza i metabolita
niske molekularne mase u okolno tkivo, ¢imbenici koji pridonose invazivnosti vrste C.
albicans, odnosno razvoju kandidijaze. Utvrdivanje in vivo tvorbe, kao i bioloskih ugi-
naka navedenih metabolita, pomogao bi u razja3njenju nastanka kandidijaze. Osim
antimikotika, pronalazak lijekova koji inhibiraju tvorbu virulentnih ¢imbenika vrsta
roda Candida, takoder bi pridonijeli smanjenju incidencije ovih mikoza.
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Virulence factors of yeast Candida albicans
by L. Kosalec, S. Pepeljnjak, B. Matica, N. Jarza-Davila

Summary

Infections caused by yeasts of Candida species, ranging from mococutaneouse di-
seases to fatal systemic episodes, mainly observed in immunocompromised patients,
have increased in prevalence world-wide. The yeasts of Candida species are example
of a highly successful opportunistic fungal pathogen. Following local or systematic
changes in immune function and other protective factors of the host, Candida yeasts
becomes a pathogen. Most of candidal mycoses are coused by the dimorphic yeast C.
albicans, but other non-albicans species are emerging. Some of them are resistant to
antifungals. Because of recognised clinical importance researches has to find mecha-
nism of Candida pathogenicity and its virulence factors. In this review we show viru-
lence factors of C. albicans and some non-albicans Candida spp. The role of virulence
factors in the pathogenesis include secreted hydrolitic enzymes proteinases, phospho-
lipases, lipases and hemolysins. The influece of polimorphism, phenotypic switching
and production of cytotoxic low-molecular-weight metabolites (such as gliotoxin-like
metabolite) are also showed. Some of this virulence factors represent good targets for
novel antifungal substances.
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