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Fungal biofilms: survival strategies 
 

 
Abstract. Pathogenic fungi in the genus Candida can cause both superficial and systemic diseases, and are 

now recognized as major agents of hospital-acquired infections. Candida infections involve the formation of biofilms 
on catheters or other prosthetic devices. Biofilms of Candida albicans consist of matrix enclosed microcolonies of 
yeasts and hyphae, arranged in a superposed structure. The biofilm is resistant to a range of antifungal agents currently 
in clinical use, including amphotericin B and fluconazole, and it appears to be a multiple resistance mechanism. The 
lack of reactivity of these organized communities to main antifungals or other existing decontaminants is already 
proved. The mechanisms by which Candida biofilms resist to the action of antifungal agents are not well known. 
Possible resistance mechanisms include drug exclusion by the biofilm matrix and phenotypic changes resulting from 
nutrient limitation or a low growth rate. The results of previous studies have demonstrated the fact that the yeasts 
embedded in biofilm matrix exhibit resistance to main antifungals in all stages of its growing and development, while 
the planktonic forms belong to the same species have proved rarely resistance and only in early stages of growing.   
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Rezumat. Fungii patogeni aparţinând genului Candida pot cauza numeroase infecţii superficiale şi sistemice, 

fiind recunoscuţi ca principali agenţi cauzali ai infecţiilor micotice nosocomiale. Infecţiile cu levuri aparţinând genului 
Candida se datorează formării de biofilme pe suprafaţa cateterelor sau a diferitelor dispozitive protetice. Biofilmele de 
Candida sunt constituite din microcolonii de levuri şi hife, sub forma unor structuri etajate, înglobate într-o matrice 
polizaharidică. Biofilmele prezintă mecanisme multiple de rezistenţă la o gamă variată de agenţi antifungici, utilizaţi în 
prezent în terapie, inclusiv amfotericina B şi fluconazolul. Rezistenţa acestor comunităţi bine organizate la antifungice 
şi substanţe decontaminante este demonstrată, dar mecanismele prin care biofilmele aparţinând genului Candida reuşesc 
o asemenea performanţă nu sunt în totalitate cunoscute. O posibilă explicaţie a mecanismului de rezistenţă poate fi 
aceea a modificărilor fenotipice datorate limitării aportului de nutrienţi sau scăderii ratei de creştere a 
microorganismelor incluse în biofilm. Rezultatele diverselor studii au demonstrat faptul că levurile incluse în structura 
biofilmului au manifestat rezistenţă la antifungice în toate etapele de creştere şi dezvoltare ale acestuia, în timp ce 
formele planctonice aparţinând aceleaşi specii s-au dovedit rareori rezistente  şi doar în fazele incipiente de creştere.  

 
Cuvinte cheie:  biofilm, matrice,  levuri, antifungice, rezistenţă 

 
Organizarea microorganismelor - bacterii sau fungi, sub formă de biofilme, s-a dovedit a fi cea mai 

complexă formă de rezistenţă a indivizilor găzduiţi în reţeaua polizaharidică. Această rezistenţă se manifestă 
atât faţă de agenţii antimicrobieni (antibiotice şi antifungice), cât şi faţă de agenţii decontaminanţi utilizaţi în 
operaţiunile de sanitaţie (1). Mecanismele prin care aceste structuri se „apără” de numeroşii factori nocivi 
exogeni sunt incomplet cunoscute, dar fac în permanenţă obiectul a numeroase studii în lumea întreagă. 
Noţiunea de biofilm a fost descrisă pentru prima dată în lumea ştiinţifică de către Antonie van Leeuvenhoek 
care, a examinat aşa numitele „animalcules” de pe propria dantură în secolul XVII. Teoria de bază asupra 
formării biofilmelor a fost lansată însă în 1978 (2,3). Potrivit acestei teorii, majoritatea micro - organismelor 
cresc şi se dezvoltă în interiorul unor structuri autogenerate care le conferă aderenţă la orice tip de suprafaţă, 
în condiţiile în care să beneficieze de resurse nutriţionale. Aceste forme de existenţă
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ale microorganismelor diferă morfo-funcţional de 
formele planctonice, individuale, izolate, ce pot fi 
apreciate uşor din punct de vedere cantitativ. 
Această teorie a fost confirmată ulterior prin studii 
diversificate ce au inclus diferite spaţii şi suprafeţe. 
Astfel, primele studii s-au concentrat asupra 
analizării ecosistemelor acvatice cu ajutorul 
observaţiilor microscopice şi a aprecierilor 
calitative şi cantitative (1,2). De asemenea, alte 
studii au vizat demonstrarea supoziţiei care se 
referea la existenţa microorganismelor incluse în 
biofilme la nivelul diverselor suprafeţe din 
ecosisteme naturale (peşteri, medii acvatice), spaţii 
habituale (locuinţe, birouri), reţea de distribuţie a 
apei potabile, picturi, sculpturi, monumente, etc (3, 
4, 5, 6, 7, 8, 9). 

Un semnal de alarmă a fost tras de 
specialiştii microbiologi din întreaga lume în 
momentul descoperirii acestor „comunităţi” 
microscopice pe diverse suprafeţe existente în 
incinte aparţinând industriei alimentare, dar mai 
ales pe instrumentarul medical cunoscut ca fiind 
„liber de germeni” precum: catetere, proteze, 
implanturi, sonde (10, 11, 12, 13). 

Metodele de examinare a biofilmelor au 
demonstrat că microorganismele responsabile de 
aceste contaminări, dar şi de o serie de infecţii 
cronice, se găsesc înglobate în matrici 
polizaharidice cunoscute în literatura anglo-saxonă 
ca „matrix” sau „slime” (14,15). Acest tip de 
organizare conferă microorganismelor protecţie faţă 
de acţiunea substanţelor decontaminante sau 
antimicrobiene - antibiotice şi antifungice (16). 
Actuala definiţie a biofilmelor reprezintă consecinţa 
acumulării de noţiuni şi a studiilor efectuate asupra 
acestor forme de organizare în ultimii 25 de ani 
(2,17). În 1979, Marshall sugera existenţa unei 
reţele polimerice extracelular, cu rol în asigurarea 
aderenţei la diverse suprafeţe (16). Costerton et al. 
confirmă faptul că bacteriile grupate sub formă de 
comunităţi în sistemele acvatice sunt înglobate într-
o matrice  (glicocalix), care s-a dovedit a fi 
constituită din polizaharide existente în mediu (17). 
Un alt rol al acestei structuri polizaharidice este 
acela de a realiza legături intercelulare facilitând 
utilizarea tuturor surselor nutriţionale (18, 19, 20).  

Definirea noţiunii de biofilm nu trebuie să 
ia în considerare doar aspectele observabile şi 
anume, faptul că microorganismele sunt ataşate 
ireversibil de o suprafaţă prin încastrarea acestora în 
interiorul matricii extracelulare de natură polimerică 
pe care aceste celule o produc şi în care sunt incluşi 
şi mulţi componenţi abiotici. Un rol esenţial îl au 
caracteristicile fiziologice ale acestor organisme, 
precum rata diminuată de creştere şi faptul că 

exprimă gene care nu există la formele planctonice, 
libere. 

Cele mai multe informaţii cu privire la 
structura şi caracteristicile biofilmelor ce conţin 
levuri aparţinând apeciei Candida albicans provin 
din efectuarea a numeroase observaţii asupra 
modelelor de studiu realizate in vitro de către 
diferite echipe de cercetători. Aceste modele 
experimentale au utilizat ca suport solid pentru 
formarea biofilmelor: catetere, comprese şi eprubete 
fabricate din diferite materiale, perfuzoare, proteze, 
medii de cultivare, plăci cu godeuri, culturi de 
celule, alte suprafeţe (21, 22, 23, 24, 25, 26, 27). 
Aceste experimente au fost realizate atât în condiţii 
statice cât şi în condiţii dinamice, de perfuzare 
continuă cu oxigen sau nutrienţi. De asemenea, au 
fost folosite animale de experienţă pentru testarea 
contaminării cu levuri aparţinând speciei Candida 
albicans în urma implantării unui cateter, 
urmărindu-se formarea in vivo a biofilmelor şi 
gradul de asemănare structurală cu modelul realizat 
in vitro. Biofilmele au fost prelevate şi direct de la 
pacienţi şi evidenţiate cu ajutorul diferitelor tehnici 
microscopice, în special cu ajutorul microscopiei 
confocale cu laser (28, 29, 30). 

În dezvoltarea sa, biofilmul urmăreşte 
parcurgerea unor etape stricte, care-i vor favoriza 
evoluţia ulterioară şi rezistenţa la factorii externi. 
Aceste etape sunt: 

• Transportul; 
• Realizarea aderenţei iniţiale; 
• Ataşarea de substrat; 
• Formarea microcoloniilor (aderenţa între 

celule ); 
• Maturarea biofilmului (aderenţa dintre 

celule şi matricea exo-polimerică) (31, 32, 
33). 
Pentru a coloniza orice tip de suprafaţă, 

celulele levurice trebuie iniţial să adere la aceasta. 
Ataşarea primară a celulelor de Candida pe 
suprafaţa suport este un fenomen mediat de factori 
nespecifici (forţele hidrostatice şi electrostatice de 
la nivelul celulelor) şi de către aderenţa specifică a 
fungilor la unele substanţe de tip proteic - 
fibrinogen şi fibronectină (34, 35, 36). 

Studii recente au arătat că aderenţa 
specifică poate fi mediată de către proteinele 
existente la suprafaţa celulelor, cum sunt cele 
aparţinând grupului ALS şi EAP 1. Suplimentar 
celulele de Candida  pot convieţui împreună cu 
diferite celule bacteriene. Ataşarea iniţială la orice 
suprafaţă are un rol esenţial în dezvoltarea 
ulterioară a structurilor biofilmului. Biofilmul matur 
ce conţine celule aparţinând genului Candida se 
prezintă ca o reţea cu structură tridimensională ce 
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manifestă heterogenitate spaţială (37, 38, 39, 40, 41, 
42). 

Substratul în cauză poate fi refractar la 
potenţialul colonizator al microorganismelor 
datorită gradului mare de ocupare a suprafeţelor 
existente şi a lipsei unor situsuri de legare libere. În 
alte cazuri, celulele libere, planctonice, pot înlocui 
pelicula incipientă a biofilmului prin deţinerea unor 
proprietăţi de aderare superioare sau o afinitate mai 
mare la un anumit substrat, dar acest fapt este 
posibil doar în primele stadii de formare când 
liantul polizaharidic este prezent în cantitate redusă 
şi nu este complet fixat. Durata acestei faze depinde 
indirect de potenţialul metabolic al fiecărui situs,  
din componenţa biofilmului. Când are loc 
recolonizarea unui substrat, se schimbă şi gradul de 
interacţiune între primele microorganisme 
colonizatoare şi cele nou venite, pe măsura aderării 
acestora la suprafaţa biofilmului încă imatur (40, 
41, 42). 

  Microorganismele pot forma agregate 
celulare în suspensie lichidă, care ulterior vor fi 
sechestrate la periferia matrixului, chiar dacă nu 
aparţin aceleaşi clase de microorganisme. Prin 
alternanţă, între substraturile excentrice de micro-
organisme şi cele mai profunde, se pot stabili relaţii 
de parteneriat în scop nutriţional chiar şi prin 
utilizarea metaboliţilor rezultaţi din activitatea 
straturilor superficiale. Stabilirea la nivelul 
biofilmelor a unor parteneriate între două sau mai 
multe specii microbiene poate avea drept consecinţă 
eliminarea altora. Pe măsură ce matrixul se 
îngroaşă, crescând densitatea şi heterogenitatea 
microorganismelor componente, devine din ce în ce 
mai evident că straturile superficiale, prin 
impunerea unui gradient de pH generat de 
activitatea metabolică proprie, vor determina o 
presiune de selecţie menită să asigure un echilibru 
dinamic între membrii comunităţii respective 
indiferent de “etnicitatea” acestora. 

Un biofilm matur se prezintă sub forma 
unei structuri matriceale dispusă în reţea, cu diverse 
canale orizontale şi verticale care permit circulaţia 
lichidelor cu rol important în asigurarea 
substraturilor nutritive şi eliminarea reziduurilor 
celulare ce apar în urma proceselor de respiraţie 
celulară a indivizilor găzduiţi în comunitatea 
virtuală. În dezvoltarea şi supravieţuirea unui 
biofilm, un rol esenţial îl au factorii intrinseci şi 
extrinseci: speciile componente, temperatura de 
creştere, pH-ul, compoziţia mediului de creştere, 
prezenţa diferitelor săruri, etc. (43, 44, 45, 46, 47). 

 Cu toate acestea, pe parcursul procesului 
de maturare a biofilmului, posibilitatea succesiunii 
microbiene la nivelul situsurilor matriceale 

profunde rămâne deschisă, deşi este în mare măsură 
dependentă de succesul aderării unor specii 
alohtone în vederea supravieţuirii ulterioare 
intracomunitare. Ulterior, ca o consecinţă a 
dezvoltării asociative, sub influenţa unor presiuni de 
selecţie, maturarea biofilmului înseamnă şi 
câştigarea unei rezistenţe la viitoarele colonizări 
microbiene (homeostazie microbiană). Rezistenţa la 
colonizare a biofilmelor a fost demonstrată pe 
animale gnotobiotice ce sunt ferite de microflora 
naturală şi drept consecinţă sunt mai susceptibile la 
dezvoltarea de infecţii sub influenţa florei 
bacteriene autohtone (proprii). În mod similar creşte 
susceptibilitatea animalelor, a căror microfloră a 
fost degradată de antibioterapie sau radioterapie, de 
a dezvolta procese morbide lipsind influenţa 
antagonică, de balans,  a nişelor proprii microbiene.  

 Biofilmele, ca şi comunităţi afectate de 
expunerea cronică la tratamentele antimicrobiene / 
decontaminări, vor suferi destabilizări a căror 
consecinţă va fi creşterea permisivităţii comunitare 
în sensul acceptării de noi specii de microorganisme 
mai rezistente, ceea ce va conduce la sporirea 
gradului de adaptabilitate a matrixului şi la sporirea 
continuă a profilului de rezistenţă a acestuia în 
scopul menţinerii integrităţii funcţionale. 

Hawser şi Douglas au examinat biofilme 
formate de C. albicans pe suprafaţa unor catetere cu 
ajutorul microscopiei electronice în scanning 
(SEM) (45, 48). Etapa de ataşare iniţială a celulelor 
levurice a fost urmată de formarea tubilor 
germinativi pe parcursul a 3 până la 6 ore. După 24-
48 de ore de incubare, biofilmul matur de C. 
albicans constă dintr-o reţea densă de levuri, hife, 
pseudohife şi material extracelular de natură 
polizaharidică, vizibilă pe suprafaţa suport. 
Condiţiile de creştere utilizate de aceşti cercetători 
nu favorizează filamentarea celulelor levurice 
existente în stare planctonică. Utilizarea acestei 
metode de studiu a evidenţiat structura 
tridimensională a biofilmului, mai ales 
heterogenitatea spaţială şi arhitectura 
microcoloniilor împreună cu multiplele canale 
ramificate prin care circulă apa. De asemenea, s-a 
putut aprecia grosimea unui biofilm, ce variază între 
25 şi 450 µm (23, 49, 50).  

Microscopia electronică de baleiaj este 
utilizată în prezent pentru detectarea biofilmelor de 
pe instrumentarul medical şi dispozitivele 
implantabile. Datorită excelentelor proprietăţi de 
iluminare şi detecţie, acest tip de microscopie este 
instrumentul cel mai uzitat pentru identificarea 
biofilmelor.  

Prin utilizarea microscopiei confocale cu 
laser şi a celei cu fluorescenţă se pot evidenţia şi 
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studia microorganismele din interiorul unui biofilm 
cu ajutorul markerilor fluorescenţi. Aceşti coloranţi 
sunt destinaţi emiterii de fluorescenţă la valori 
diferite ale lungimii de undă şi pot fi folosiţi pentru 
analizarea diferitelor structuri celulare. De exemplu, 
coloranţi ai acizilor nucleici precum: DAPI (4’,6’-
diamino-2- fenilindol), acridină orange şi Syto 9 vor 
marca ADN-ul şi ARN-ul celulelor viabile. Iodura 
de propidiu marchează doar membranele 
citoplasmatice degradate, iar 5-cyano-2,3-ditolyl-
clorură de tetrazolium este redus la 5-cyano-2,3-
ditolyl-clorură de tetra-zolium – formazan doar de 
către celulele cu sistem citocromic funcţional. 
Utilizând astfel de markeri este posibilă studierea 
biofilmelor prin vizualizarea tuturor celulelor 
componente şi identificarea celor viabile (2). 

Studii recente care au utilizat microscopia 
confocală cu laser au demonstrat faptul că 
biofilmele conţinând celule de Candida albicans şi 
Candida dubliniensis au structură 3D similară, ce 
constă în existenţa de microcolonii înconjurate de 
canale de apă. De asemenea, a fost demonstrată 
structura bistratificată a hifelor de Candida albicans 
atunci când biofilmele cresc pe suprafeţe din plastic 
(51, 52).  

Pentru a caracteriza proprietăţile 
biofilmelor de Candida sunt utilizate diferite 
modele experimentale. Majoritatea sunt adaptări ale 
metodelor utilizate pentru studiul biofilmelor 
bacteriene. Cele mai simple şi mai des utilizate 
implică favorizarea creşterii de comunităţi 
populaţionale pe suprafaţa unor porţiuni de cateter. 
Creşterea este apreciată cantitativ prin utilizarea 
unor metode colorimetrice care depind de reducerea 
unei sări de tetrazolium sau prin încorporarea de H-
leucină. Ambele metode redau cu precizie 
dimensiunile biofilmelor.  

Un model experimental similar, a utilizat, 
fragmente de materiale acrilice destinate protezelor 
dentare amovibile pentru obţinerea de biofilme in 
vitro. Pentru o expeditivitate a procesării unui 
număr mare de probe, biofilmele pot fi cultivate în 
microplăci de titrare cu 96 de godeuri. Această 
metodă este recomandată pentru testarea suscep-
tibilităţii biofilmelor la agenţii antifungici. Toate 
aceste metode au rolul de a permite obţinerea 
biofilmelor în condiţii statice de incubare (27, 53, 
54, 55). 

In vivo, dezvoltarea biofilmelor se 
realizează în condiţii de flotaţie. În laborator, aceste 
condiţii de creştere pot fi mimate prin imersionarea  
şi uşoara agitare a porţiunilor de cateter în interiorul 
unui mediu de cultivare aflat în stare lichidă. De 
asemenea, au fost realizate şi sisteme sofisticate de 
cultivare, care presupun formarea biofilmelor pe 

suporţi de natură celulozică în biofermentatoare - 
dispozitive specializate, cu parametri controlabili, 
destinate obţinerii în condiţii artificiale a 
biofilmelor. Biofermentatorul este cel mai 
specializat sistem prin care se poate aprecia  cu 
acurateţe  gradul de creştere a biofilmelor (56, 57, 
58, 59). 

Există numeroşi factori care pot afecta 
creşterea şi dezvoltarea biofilmelor. S-au stabilit 
deja corelaţii între abilitatea de a forma biofilme şi 
patogenitate, atunci când specii diferite ale genului 
Candida au fost testate prin metoda creşterii pe 
discuri din catetere. Izolate clinice aparţinând 
speciilor C. parapsilosis, C.  kefyr şi C. glabrata au 
manifestat o capacitate redusă de a forma biofilme 
comparativ cu indivizii aparţinând speciei 
C.albicans. Pe de altă parte, celulele levurice 
aparţinând speciilor C. tropicalis şi C. parapsilosis 
formează mult mai rapid biofilme atunci când 
mediul conţine 8% glucoză. Această proprietate 
poate fi folosită pentru prevenirea apariţiei 
candidemiilor la pacienţii alimentaţi parenteral cu 
soluţii ce conţin cantităţi ridicate de glucoză (60, 61, 
62). 

Materialul din care este confecţionat 
cateterul influenţează formarea biofilmelor de C. 
albicans, fapt demonstrat prin metoda ce utilizează 
discuri din cateter. Formarea biofilmelor a fost mai 
crescută pe latex sau elastomerii din silicon  
comparativ cu cea observată pe clorura de polivinil, 
dar considerabil scăzută pe poliuretan sau silicon 
pur. In vivo, cateterele sau alte implanturi absorb 
rapid proteinele gazdă, care formează un substrat 
favorabil pentru aderarea ulterioară a levurilor pe 
suprafaţa implantului. O preincubare a discurilor 
din catetere confecţionate din clorură de polivinil 
împreună cu un amestec format din fibrinogen şi 
colagen, îmbunătăţeşte formarea biofilmelor de C. 
albicans. În condiţii similare se formează biofilmele 
pe proteze dentare de  acrilat sub influenţa 
proteinelor serice sau a salivei (60, 63, 64, 65). 

O caracteristică esenţială în formarea unui 
biofilm este prezenţa matricii extracelulare 
polimerice produsă de microorganisme şi în care 
acestea sunt înglobate. Matricea extracelulară se 
evidenţiază mult mai bine atunci când biofilmele de 
C. albicans sunt incubate sub agitare uşoară, decât 
în cazul poziţionării statice. În aceste condiţii, 
microorganismele sunt practic ascunse şi protejate 
în reţeaua polizaharidică dezvoltată (67).   

Mulţi cercetători au demostrat faptul că 
biofilmele de C. albicans prezintă o rezistenţă 
crescută la acţiunea agenţilor antifungici. Cu toate 
acestea, formule medicamentoase nou apărute pe 
piaţa farmaceutică - cum ar fi echinocandinele şi 
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formele lipozomale ale amfotericinei B prezintă 
eficienţă crescută asupra acestor biofilme (68, 69). 
Determinarea eficienţei unor antifungice asupra 
biofilmelor de C.  albicans prezintă importanţă 
clinică prin ghidarea alegerii procedurii terapeutice 
la pacienţii ce suferă de aceste afecţiuni „greu 
tratabile”. 

Folosind metoda experimentală de realizare 
a biofilmelor prin tehnica microplăcilor de titrare, 
urmată de adăugarea în mediul respectiv a unor 
antifungice, în diferite etape de creştere, a fost 
determinată şi standardizată susceptibilitatea 
microorganismelor incluse în biofilm la acţiunea 
antifungicelor testate. Experimentul a dovedit faptul 
că activitatea metabolică a celulelor din structura 
biofilmului se poate evalua prin reducţia 2,3-bis(2-
metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolium-5-
carboxanilidei (XTT), produsul rezultat putând fi 
dozat cu ajutorul unui spectrofotometru (67). 

Rezistenţa biofilmelor se datorează unui 
complex de fenomene care nu sunt încă pe deplin 
cunoscute (68,69). Multe mecanisme pot fi 
responsabile de rezistenţa intrinsecă a biofilmelor 
formate de specii ale genului Candida. Între acestea 
se remarcă : 

• Densitatea crescută a celulelor în structura 
biofilmului 

• Reţeaua matriceală extracelulară 
• Rata de creştere scăzută şi limitarea 

nutriţională 
• Existenţa genelor de rezistenţă, în special a 

celor care codifică pompele de eflux 
Multe dintre aceste mecanisme, relatate în 

cazul biofilmelor bacteriene, apar şi în cazul 
biofilmelor levurice sau a celor mixte, levuro – 
bacteriene.  

Matricea exopolimerică este produsă de 
celulele microbiene „capturate”  în biofilm şi poate 
acţiona ca barieră în difuzia substanţelor 
antimicrobiene şi/sau  ca o „rezină schimbătoare de 
ioni” care cuplează antibioticele. În cazul 
biofilmelor levurice, care se dezvoltă în condiţii 
diferite (mediu lichid sau solid), rezistenţa la 
antifungice datorată matricii extracelulare este la fel 
de ridicată. În cazul izolării de celule din interiorul 
biofilmului şi testării lor separate la acţiunea 
fluconazolului şi a amfotericinei B, acestea au 
prezentat de asemenea rezistenţă, dar nu la acelaşi 
nivel ca biofilmele din care au fost prelevate. 

Studii numeroase au urmărit examinarea 
efectelor pe care le au rata de creştere şi limitarea 
nutriţională întâlnite în biofilme asupra rezistenţei 
acestora la acţiunea substanţelor antifungice. Baillie 
şi Douglas au demonstrat faptul că biofilmele 
ajunse la faza de maturitate au prezentat o rezistenţă 

crescută la acţiunea amfotericinei B, indiferent de 
modul lor de obţinere (55). Chandra et al., după 
numeroase studii, au ajuns la concluzia că rezistenţa 
biofilmelor la acţiunea antifungicelor se datorează 
activităţii metabolice crescute din timpul creşterii 
biofilmului, iar gradul cel mai ridicat de rezistenţă 
apare în cazul maturizării totale a biofilmului (59). 
Aceiaşi autori au realizat un model experimental 
simplu şi uşor reproductibil, prin crearea 
biofilmelor dentare de C. albicans. În acest 
experiment, a fost inoculată pe o suprafaţă acrilică o 
suspensie de 1 x 107 celule levurice / ml. Timpul de 
contact cu suprafaţa solidă (necesar aderării 
levurilor) a fost de 90 de minute, iar perioada de 
creştere şi dezvoltare a biofilmului a fost de 72 de 
ore. Suprafaţa acrilică a fost pretratată cu salivă, 
pentru o mai bună fixare, şi incubată într-un mediu 
lichid îmbunătăţit cu glucoză. Aceste biofilme au 
fost puse în contact cu diferite concentraţii de 
antifungice. Celulele de C. albicans dezvoltate în 
interiorul biofilmului au manifestat rezistenţă la 
amfotericina B, nistatin, clorhexidină şi fluconazol, 
cu o reducere a ratei metabolice de 50% la 
concentraţii de 8, 16, 128, respectiv >64 µg / ml. În 
cazul formelor plactonice ale aceleaşi specii 
levurice, reducerea ratei metabolice la 50 % a avut 
loc la concentraţii de 0.25, 1.0, 4.0, respectiv 0.5 µg 
/ ml (69, 70).  

În cazul microorganismelor aflate în stare 
planctonică, unul din cele mai importante 
mecanisme de rezistenţă la chimioterapice este cel 
al pompelor de eflux, prin care moleculele 
xenobiotice indezirabile sunt dirijate către exteriorul 
celulei. Genele care codifică aceste pompe de eflux, 
CDR şi MDR, au fost identificate şi în cazul 
biofilmelor, dezvoltate atât in vivo  cât şi in vitro 
(71). 

Analiza sterolilor a evidenţiat un nivel mai 
crescut de ergosterol în etapele intermediare şi de 
maturare a biofilmelor,  comparativ cu stadiile 
incipiente de creştere. Cunoscându-se faptul că 
metabolismul sterolului este primul afectat de 
acţiunea medicamentelor antifungice de tip azolic, 
nivelul scăzut de ergosterol în primele faze de 
dezvoltare a biofilmelor denotă un grad scăzut de 
rezistenţă la tratamentele antifungice a celulelor de 
C. albicans  în aceste etape (72, 73). 

Abilitatea levurilor de a forma biofilme este 
strâns legată de capacitatea de a cauza infecţii 
profunde, invazive, uneori deosebit de grave. Prin 
manifestarea unei rezistenţe crescute la acţiunea 
substanţelor antifungice şi la mecanismele de 
apărare proprii organismului contaminat, biofilmele 
ce au în structura lor intimă levuri aparţinând 
genului Candida reprezintă permanent pentru 
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clinicieni o provocare în stabilirea protocolului 
terapeutic corespunzător candidemiilor catetero-
induse.  

Pentru cunoaşterea mecanismelor intime ce 
intervin în exprimarea rezistenţei la acţiunea 
substanţelor antifungice, studiile de biologie 
moleculară efectuate asupra celulelor din structura 
biofilmelor reprezintă varianta optimă de studiu. 
Astfel, vor fi cunoscute toate condiţiile ce 
favorizează apariţia biofilmelor microbiene in vivo 
dar şi crearea de materiale şi strategii terapeutice 
care pot inhiba formarea şi dezvoltarea biofilmelor.  
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