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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 apartinand genului Candida pot cauza numeroase infectii superficiale si sistemice,
fiind recunoscuti ca principali agenti cauzali ai infectiilor micotice nosocomiale. Infectiile cu levuri apartindnd genului
Candida se datoreaza formarii de biofilme pe suprafata cateterelor sau a diferitelor dispozitive protetice. Biofilmele de
Candida sunt constituite din microcolonii de levuri si hife, sub forma unor structuri etajate, inglobate intr-o matrice
polizaharidica. Biofilmele prezintd mecanisme multiple de rezistentd la o gama variata de agenti antifungici, utilizati in
prezent in terapie, inclusiv amfotericina B si fluconazolul. Rezistenta acestor comunitdti bine organizate la antifungice
si substante decontaminante este demonstratd, dar mecanismele prin care biofilmele apartindnd genului Candida reusesc
o asemenea performantd nu sunt in totalitate cunoscute. O posibild explicatie a mecanismului de rezistenta poate fi
aceea a modificarilor fenotipice datorate limitarii aportului de nutrienti sau scaderii ratei de crestere a
microorganismelor incluse in biofilm. Rezultatele diverselor studii au demonstrat faptul ca levurile incluse in structura
biofilmului au manifestat rezistenta la antifungice in toate etapele de crestere si dezvoltare ale acestuia, in timp ce
formele planctonice apartinand aceleasi specii s-au dovedit rareori rezistente si doar in fazele incipiente de crestere.

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

Organizarea microorganismelor - bacterii sau fungi, sub forma de biofilme, s-a dovedit a fi cea mai
complexa forma de rezistentd a indivizilor gazduiti in reteaua polizaharidica. Aceasta rezistenta se manifesta
atat fata de agentii antimicrobieni (antibiotice si antifungice), cat si fata de agentii decontaminanti utilizati in
operatiunile de sanitatie (1). Mecanismele prin care aceste structuri se ,,apara” de numerosii factori nocivi
exogeni sunt incomplet cunoscute, dar fac in permanentd obiectul a numeroase studii in lumea intreaga.
Notiunea de biofilm a fost descrisa pentru prima datd in lumea stiintificd de catre Antonie van Leeuvenhoek
care, a examinat asa numitele ,,animalcules” de pe propria danturd in secolul XVII. Teoria de baza asupra
formarii biofilmelor a fost lansata insa in 1978 (2,3). Potrivit acestei teorii, majoritatea micro - organismelor
cresc si se dezvolta 1n interiorul unor structuri autogenerate care le confera aderenta la orice tip de suprafata,
in conditiile 1n care sd Dbeneficieze de resurse nutritionale. Aceste forme de existentd
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ale microorganismelor diferda morfo-functional de
formele planctonice, individuale, izolate, ce pot fi
apreciate usor din punct de vedere cantitativ.
Aceastd teorie a fost confirmata ulterior prin studii
diversificate ce au inclus diferite spatii si suprafete.
Astfel, primele studii s-au concentrat asupra
analizarii ecosistemelor acvatice cu ajutorul
observatiilor microscopice §i a aprecierilor
calitative si cantitative (1,2). De asemenea, alte
studii au vizat demonstrarea supozitiei care se
referea la existenta microorganismelor incluse in
biofilme la nivelul diverselor suprafete din
ecosisteme naturale (pesteri, medii acvatice), spatii
habituale (locuinte, birouri), retea de distributie a
apei potabile, picturi, sculpturi, monumente, etc (3,
4,5,6,7,8,9).

Un semnal de alarmda a fost tras de
specialistii microbiologi din intreaga lume 1n
momentul  descoperirii  acestor ,,comunitati”
microscopice pe diverse suprafete existente in
incinte apartindnd industriei alimentare, dar mai
ales pe instrumentarul medical cunoscut ca fiind
Hliber de germeni” precum: -catetere, proteze,
implanturi, sonde (10, 11, 12, 13).

Metodele de examinare a biofilmelor au
demonstrat cd microorganismele responsabile de
aceste contamindri, dar §i de o serie de infectii
cronice, se gasesc Inglobate 1n  matrici
polizaharidice cunoscute in literatura anglo-saxona
ca ,matrix” sau ,slime” (14,15). Acest tip de
organizare confera microorganismelor protectie fata
de actiunea substantelor decontaminante sau
antimicrobiene - antibiotice si antifungice (16).
Actuala definitie a biofilmelor reprezinta consecinta
acumularii de notiuni si a studiilor efectuate asupra
acestor forme de organizare in ultimii 25 de ani
(2,17). In 1979, Marshall sugera existenta unei
retele polimerice extracelular, cu rol in asigurarea
aderentei la diverse suprafete (16). Costerton et al.
confirma faptul ca bacteriile grupate sub forma de
comunititi in sistemele acvatice sunt inglobate intr-
o matrice (glicocalix), care s-a dovedit a fi
constituita din polizaharide existente in mediu (17).
Un alt rol al acestei structuri polizaharidice este
acela de a realiza legaturi intercelulare facilitdnd
utilizarea tuturor surselor nutritionale (18, 19, 20).

Definirea notiunii de biofilm nu trebuie sa
ia 1n considerare doar aspectele observabile si
anume, faptul cd microorganismele sunt atagate
ireversibil de o suprafatd prin incastrarea acestora in
interiorul matricii extracelulare de natura polimerica
pe care aceste celule o produc si in care sunt inclusi
si multi componenti abiotici. Un rol esential il au
caracteristicile fiziologice ale acestor organisme,
precum rata diminuatd de crestere si faptul ca
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exprima gene care nu existd la formele planctonice,
libere.

Cele mai multe informatii cu privire la
structura §i caracteristicile biofilmelor ce contin
levuri apartindnd apeciei Candida albicans provin
din efectuarea a numeroase observatii asupra
modelelor de studiu realizate in vitro de catre
diferite echipe de cercetatori. Aceste modele
experimentale au utilizat ca suport solid pentru
formarea biofilmelor: catetere, comprese si eprubete
fabricate din diferite materiale, perfuzoare, proteze,
medii de cultivare, placi cu godeuri, culturi de
celule, alte suprafete (21, 22, 23, 24, 25, 26, 27).
Aceste experimente au fost realizate atit in conditii
statice cat si 1n conditii dinamice, de perfuzare
continud cu oxigen sau nutrienti. De asemenea, au
fost folosite animale de experienta pentru testarea
contamindrii cu levuri apartinand speciei Candida
albicans in urma implantarii unui cateter,
urmidrindu-se formarea in vivo a biofilmelor si
gradul de asemanare structurald cu modelul realizat
in vitro. Biofilmele au fost prelevate si direct de la
pacienti si evidentiate cu ajutorul diferitelor tehnici
microscopice, In special cu ajutorul microscopiei
confocale cu laser (28, 29, 30).

In dezvoltarea sa, biofilmul urmaireste
parcurgerea unor etape stricte, care-i vor favoriza
evolutia ulterioard si rezistenta la factorii externi.
Aceste etape sunt:

e Transportul;

e Realizarea aderentei initiale;

e Atasarea de substrat;

e Formarea microcoloniilor (aderenta intre
celule );

e Maturarea biofilmului (aderenta dintre

celule si matricea exo-polimericd) (31, 32,

33).

Pentru a coloniza orice tip de suprafata,
celulele levurice trebuie initial sd adere la aceasta.
Atagarea primara a celulelor de Candida pe
suprafata suport este un fenomen mediat de factori
nespecifici (fortele hidrostatice si electrostatice de
la nivelul celulelor) si de catre aderenta specifica a
fungilor la unele substante de tip proteic -
fibrinogen si fibronectina (34, 35, 36).

Studii recente au aratat cd aderenta
specifica poate fi mediatd de catre proteinele
existente la suprafata celulelor, cum sunt cele
apartinand grupului ALS si EAP 1. Suplimentar
celulele de Candida pot convietui impreuna cu
diferite celule bacteriene. Atagarea initiala la orice
suprafatdi are un rol esential 1n dezvoltarea
ulterioara a structurilor biofilmului. Biofilmul matur
ce contine celule apartindnd genului Candida se
prezintd ca o retea cu structurd tridimensionalad ce
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manifestd heterogenitate spatiala (37, 38, 39, 40, 41,
42).

Substratul in cauzd poate fi refractar la
potentialul  colonizator al microorganismelor
datorita gradului mare de ocupare a suprafetelor
existente si a lipsei unor situsuri de legare libere. In
alte cazuri, celulele libere, planctonice, pot inlocui
pelicula incipientd a biofilmului prin detinerea unor
proprietati de aderare superioare sau o afinitate mai
mare la un anumit substrat, dar acest fapt este
posibil doar in primele stadii de formare cand
liantul polizaharidic este prezent in cantitate redusa
si nu este complet fixat. Durata acestei faze depinde
indirect de potentialul metabolic al fiecarui situs,
din componenta biofilmului. Cand are loc
recolonizarea unui substrat, se schimba si gradul de
interactiune  intre  primele = microorganisme
colonizatoare si cele nou venite, pe masura aderarii
acestora la suprafata biofilmului Tnca imatur (40,
41, 42).

Microorganismele pot forma agregate
celulare in suspensie lichida, care ulterior vor fi
sechestrate la periferia matrixului, chiar dacd nu
apartin aceleasi clase de microorganisme. Prin
alternantd, intre substraturile excentrice de micro-
organisme si cele mai profunde, se pot stabili relatii
de parteneriat in scop nutritional chiar §i prin
utilizarea metabolitilor rezultati din activitatea
straturilor  superficiale. Stabilirea la nivelul
biofilmelor a unor parteneriate intre doud sau mai
multe specii microbiene poate avea drept consecinta
eliminarea altora. Pe masurd ce matrixul se
ingroasa, crescand densitatea si heterogenitatea
microorganismelor componente, devine din ce in ce
mai evident ca straturile superficiale, prin
impunerea unui gradient de pH generat de
activitatea metabolicd proprie, vor determina o
presiune de selectie menita sd asigure un echilibru
dinamic intre membrii comunitdtii respective
indiferent de “etnicitatea” acestora.

Un biofilm matur se prezintd sub forma
unei structuri matriceale dispusa in retea, cu diverse
canale orizontale si verticale care permit circulatia
lichidelor cu rol important in asigurarea
substraturilor nutritive si eliminarea reziduurilor
celulare ce apar in urma proceselor de respiratie
celularda a indivizilor gézduiti in comunitatea
virtuala. In dezvoltarea si supravietuirea unui
biofilm, un rol esential 1l au factorii intrinseci si
extrinseci: speciile componente, temperatura de
crestere, pH-ul, compozitia mediului de crestere,
prezenta diferitelor saruri, etc. (43, 44, 45, 46, 47).

Cu toate acestea, pe parcursul procesului
de maturare a biofilmului, posibilitatea succesiunii
microbiene la nivelul situsurilor matriceale
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profunde raméne deschisa, desi este Tn mare masura

dependentd de succesul aderdrii unor specii
alohtone 1in vederea supravietuirii ulterioare
intracomunitare. Ulterior, ca o consecintd a

dezvoltarii asociative, sub influenta unor presiuni de
selectie, maturarea biofilmului nseamnd si
cagtigarea unei rezistente la viitoarele colonizari
microbiene (homeostazie microbiand). Rezistenta la
colonizare a biofilmelor a fost demonstratd pe
animale gnotobiotice ce sunt ferite de microflora
naturala si drept consecinta sunt mai susceptibile la
dezvoltarea de infectii sub influenta florei
bacteriene autohtone (proprii). In mod similar creste
susceptibilitatea animalelor, a caror microflora a
fost degradatd de antibioterapie sau radioterapie, de
a dezvolta procese morbide lipsind influenta
antagonica, de balans, a nigelor proprii microbiene.

Biofilmele, ca si comunitdti afectate de
expunerea cronicad la tratamentele antimicrobiene /
decontaminari, vor suferi destabilizari a céaror
consecinta va fi cresterea permisivitatii comunitare
in sensul acceptarii de noi specii de microorganisme
mai rezistente, ceea ce va conduce la sporirea
gradului de adaptabilitate a matrixului si la sporirea
continud a profilului de rezistentd a acestuia in
scopul mentinerii integritatii functionale.

Hawser si Douglas au examinat biofilme
formate de C. albicans pe suprafata unor catetere cu
ajutorul microscopiei electronice in scanning
(SEM) (45, 48). Etapa de atasare initiald a celulelor
levurice a fost urmata de formarea tubilor
germinativi pe parcursul a 3 pana la 6 ore. Dupa 24-
48 de ore de incubare, biofilmul matur de C.
albicans consta dintr-o retea densda de levuri, hife,
pseudohife si material extracelular de naturad
polizaharidica, vizibild pe suprafata suport.
Conditiile de crestere utilizate de acesti cercetatori
nu favorizeazd filamentarea celulelor levurice
existente in stare planctonica. Utilizarea acestei

metode de studiu a evidentiat  structura
tridimensionala a  biofilmului, mai ales
heterogenitatea spatiala si arhitectura

microcoloniilor impreund cu multiplele canale
ramificate prin care circuld apa. De asemenea, s-a
putut aprecia grosimea unui biofilm, ce variaza intre
25 §1 450 pum (23, 49, 50).

Microscopia electronica de baleiaj este
utilizatd in prezent pentru detectarea biofilmelor de
pe instrumentarul medical si  dispozitivele
implantabile. Datoritd excelentelor proprietati de
iluminare si detectie, acest tip de microscopie este
instrumentul cel mai uzitat pentru identificarea
biofilmelor.

Prin utilizarea microscopiei confocale cu
laser si a celei cu fluorescenta se pot evidentia si
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studia microorganismele din interiorul unui biofilm
cu ajutorul markerilor fluorescenti. Acesti coloranti
sunt destinati emiterii de fluorescentd la wvalori
diferite ale lungimii de unda si pot fi folositi pentru
analizarea diferitelor structuri celulare. De exemplu,
coloranti ai acizilor nucleici precum: DAPI (4°,6’-
diamino-2- fenilindol), acridina orange si Syto 9 vor
marca ADN-ul si ARN-ul celulelor viabile. Iodura
de propidiu marcheazi doar membranele
citoplasmatice degradate, iar S5-cyano-2,3-ditolyl-
clorurd de tetrazolium este redus la 5-cyano-2,3-
ditolyl-clorura de tetra-zolium — formazan doar de
catre celulele cu sistem citocromic functional.
Utilizand astfel de markeri este posibild studierea
biofilmelor prin vizualizarea tuturor celulelor
componente si identificarea celor viabile (2).

Studii recente care au utilizat microscopia
confocald cu laser au demonstrat faptul ca
biofilmele continand celule de Candida albicans si
Candida dubliniensis au structurd 3D similara, ce
constd in existenta de microcolonii inconjurate de
canale de apa. De asemenea, a fost demonstrata
structura bistratificatd a hifelor de Candida albicans
atunci cand biofilmele cresc pe suprafete din plastic
(51, 52).

Pentru a caracteriza  proprietatile
biofilmelor de Candida sunt utilizate diferite
modele experimentale. Majoritatea sunt adaptari ale
metodelor utilizate pentru studiul biofilmelor
bacteriene. Cele mai simple si mai des utilizate
implici favorizarea cresterii de comunitati
populationale pe suprafata unor portiuni de cateter.
Cresterea este apreciatd cantitativ prin utilizarea
unor metode colorimetrice care depind de reducerea
unei sari de tetrazolium sau prin incorporarea de H-
leucind. Ambele metode redau cu precizie
dimensiunile biofilmelor.

Un model experimental similar, a utilizat,
fragmente de materiale acrilice destinate protezelor
dentare amovibile pentru obtinerea de biofilme in
vitro. Pentru o expeditivitate a procesdrii unui
numdr mare de probe, biofilmele pot fi cultivate in
microplaci de titrare cu 96 de godeuri. Aceastd
metoda este recomandatd pentru testarea suscep-
aceste metode au rolul de a permite obtinerea
biofilmelor in conditii statice de incubare (27, 53,
54, 55).

In vivo, dezvoltarea biofilmelor se
realizeazi in conditii de flotatie. In laborator, aceste
conditii de crestere pot fi mimate prin imersionarea
si usoara agitare a portiunilor de cateter in interiorul
unui mediu de cultivare aflat in stare lichidd. De
asemenea, au fost realizate si sisteme sofisticate de
cultivare, care presupun formarea biofilmelor pe
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suporti de natura celulozica in biofermentatoare -
dispozitive specializate, cu parametri controlabili,
destinate obtinerii 1n conditii artificiale a
biofilmelor. Biofermentatorul este cel mai
specializat sistem prin care se poate aprecia cu
acuratete gradul de crestere a biofilmelor (56, 57,
58, 59).

Existda numerosi factori care pot afecta
cresterea si dezvoltarea biofilmelor. S-au stabilit
deja corelatii intre abilitatea de a forma biofilme si
patogenitate, atunci cand specii diferite ale genului
Candida au fost testate prin metoda cresterii pe
discuri din catetere. Izolate clinice apartinand
speciilor C. parapsilosis, C. kefyr si C. glabrata au
manifestat o capacitate redusd de a forma biofilme
comparativ cu indivizii apartinand  speciei
C.albicans. Pe de alta parte, celulele levurice
apartinand speciilor C. tropicalis si C. parapsilosis
formeazd mult mai rapid biofilme atunci cand
mediul contine 8% glucoza. Aceastd proprietate
poate fi folositd pentru prevenirea aparitiei
candidemiilor la pacientii alimentati parenteral cu
solutii ce contin cantitati ridicate de glucoza (60, 61,
62).

Materialul din care este confectionat
cateterul influenteaza formarea biofilmelor de C.
albicans, fapt demonstrat prin metoda ce utilizeaza
discuri din cateter. Formarea biofilmelor a fost mai
crescutd pe latex sau elastomerii din silicon
comparativ cu cea observatd pe clorura de polivinil,
dar considerabil scazuti pe poliuretan sau silicon
pur. In vivo, cateterele sau alte implanturi absorb
rapid proteinele gazda, care formeazd un substrat
favorabil pentru aderarea ulterioard a levurilor pe
suprafata implantului. O preincubare a discurilor
din catetere confectionate din clorurd de polivinil
impreund cu un amestec format din fibrinogen si
colagen, Imbunatateste formarea biofilmelor de C.
albicans. In conditii similare se formeazi biofilmele
pe proteze dentare de  acrilat sub influenta
proteinelor serice sau a salivei (60, 63, 64, 65).

O caracteristica esentiala in formarea unui
biofilm este prezenta matricii extracelulare
polimerice produsd de microorganisme si in care
acestea sunt inglobate. Matricea extracelulara se
evidentiazd mult mai bine atunci cand biofilmele de
C. albicans sunt incubate sub agitare usoara, decat
in cazul pozitionarii statice. In aceste conditii,
microorganismele sunt practic ascunse si protejate
in reteaua polizaharidica dezvoltata (67).

Multi cercetatori au demostrat faptul ca
biofilmele de C. albicans prezintda o rezistentd
crescutd la actiunea agentilor antifungici. Cu toate
acestea, formule medicamentoase nou aparute pe
piata farmaceutica - cum ar fi echinocandinele si
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formele lipozomale ale amfotericinei B prezinta
eficientd crescuta asupra acestor biofilme (68, 69).
Determinarea eficientei unor antifungice asupra
biofilmelor de C. albicans prezintd importanta
clinica prin ghidarea alegerii procedurii terapeutice
la pacientii ce suferd de aceste afectiuni ,,greu
tratabile”.
Folosind metoda experimentald de realizare
a biofilmelor prin tehnica microplacilor de titrare,
urmatd de addugarea in mediul respectiv a unor
antifungice, in diferite etape de crestere, a fost
determinatd si  standardizatd  susceptibilitatea
microorganismelor incluse in biofilm la actiunea
antifungicelor testate. Experimentul a dovedit faptul
ca activitatea metabolicd a celulelor din structura
biofilmului se poate evalua prin reductia 2,3-bis(2-
metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolium-5-
carboxanilidei (XTT), produsul rezultat putand fi
dozat cu ajutorul unui spectrofotometru (67).
Rezistenta biofilmelor se datoreaza unui
complex de fenomene care nu sunt incd pe deplin
cunoscute (68,69). Multe mecanisme pot fi
responsabile de rezistenta intrinsecd a biofilmelor
formate de specii ale genului Candida. Intre acestea
se remarca :
e Densitatea crescutd a celulelor in structura
biofilmului
e Reteaua matriceala extracelulara
e Rata de crestere scazutd si
nutritionald
e Existenta genelor de rezistentd, in special a
celor care codifica pompele de eflux
Multe dintre aceste mecanisme, relatate in
cazul biofilmelor bacteriene, apar si in cazul
biofilmelor levurice sau a celor mixte, levuro —
bacteriene.
Matricea exopolimericd este produsa de
celulele microbiene ,,capturate” in biofilm si poate

limitarea

actiona ca bariera in difuzia substantelor
antimicrobiene si/sau ca o ,,rezind schimbatoare de
ioni” care cupleaza antibioticele. In cazul

biofilmelor levurice, care se dezvoltd in conditii
diferite (mediu lichid sau solid), rezistenta la
antifungice datoratd matricii extracelulare este la fel
de ridicata. In cazul izolarii de celule din interiorul
biofilmului si testarii lor separate la actiunea
fluconazolului si a amfotericinei B, acestea au
prezentat de asemenea rezistenta, dar nu la acelasi
nivel ca biofilmele din care au fost prelevate.

Studii numeroase au urmadrit examinarea
efectelor pe care le au rata de crestere si limitarea
nutritionald Intalnite In biofilme asupra rezistentei
acestora la actiunea substantelor antifungice. Baillie
si Douglas au demonstrat faptul ca biofilmele
ajunse la faza de maturitate au prezentat o rezistenta
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crescutd la actiunea amfotericinei B, indiferent de
modul lor de obtinere (55). Chandra et al., dupa
numeroase studii, au ajuns la concluzia ca rezistenta
biofilmelor la actiunea antifungicelor se datoreaza
activitatii metabolice crescute din timpul cresterii
biofilmului, iar gradul cel mai ridicat de rezistenta
apare In cazul maturizarii totale a biofilmului (59).
Aceiagi autori au realizat un model experimental
simplu si usor reproductibil, prin crearea
biofilmelor dentare de C. albicans. In acest
experiment, a fost inoculata pe o suprafata acrilica o
suspensie de 1 x 107 celule levurice / ml. Timpul de
contact cu suprafata solidd (necesar aderarii
levurilor) a fost de 90 de minute, iar perioada de
crestere si dezvoltare a biofilmului a fost de 72 de
ore. Suprafata acrilicd a fost pretratatd cu saliva,
pentru o mai buna fixare, §i incubata intr-un mediu
lichid imbunatatit cu glucoza. Aceste biofilme au
fost puse in contact cu diferite concentratii de
antifungice. Celulele de C. albicans dezvoltate in
interiorul biofilmului au manifestat rezistentd la
amfotericina B, nistatin, clorhexidina si fluconazol,
cu o reducere a ratei metabolice de 50% la
concentratii de 8, 16, 128, respectiv >64 pg / ml. In
cazul formelor plactonice ale aceleasi specii
levurice, reducerea ratei metabolice la 50 % a avut
loc la concentratii de 0.25, 1.0, 4.0, respectiv 0.5 pg

/ ml (69, 70).
In cazul microorganismelor aflate in stare
planctonicd, unul din cele mai importante

mecanisme de rezistentd la chimioterapice este cel
al pompelor de eflux, prin care moleculele
xenobiotice indezirabile sunt dirijate catre exteriorul
celulei. Genele care codifica aceste pompe de eflux,
CDR si MDR, au fost identificate si in cazul
biofilmelor, dezvoltate atat in vivo cat si in vitro
(71).

Analiza sterolilor a evidentiat un nivel mai
crescut de ergosterol in etapele intermediare si de
maturare a biofilmelor, comparativ cu stadiile
incipiente de crestere. Cunoscandu-se faptul ca
metabolismul sterolului este primul afectat de
actiunea medicamentelor antifungice de tip azolic,
nivelul scazut de ergosterol in primele faze de
dezvoltare a biofilmelor denotd un grad scazut de
rezistenta la tratamentele antifungice a celulelor de
C. albicans in aceste etape (72, 73).

Abilitatea levurilor de a forma biofilme este
strans legatd de capacitatea de a cauza infectii
profunde, invazive, uneori deosebit de grave. Prin
manifestarea unei rezistente crescute la actiunea
substantelor antifungice si la mecanismele de
aparare proprii organismului contaminat, biofilmele
ce au in structura lor intima levuri apartinand
genului Candida reprezintd permanent pentru
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clinicieni o provocare in stabilirea protocolului
terapeutic corespunzitor candidemiilor catetero-
induse.

Pentru cunoasterea mecanismelor intime ce
intervin in exprimarea rezistentei la actiunea
substantelor antifungice, studiile de biologie
moleculard efectuate asupra celulelor din structura
biofilmelor reprezintd varianta optimd de studiu.
Astfel, vor fi cunoscute toate conditiile ce
favorizeaza aparitia biofilmelor microbiene in vivo
dar si crearea de materiale si strategii terapeutice
care pot inhiba formarea si dezvoltarea biofilmelor.

Bibliografie

1. Douglas L J — Candida biofilms and their role in
infection; Trends in Microbiology. 2003;
11(1):30-37.

2. Donlan R M, Costerton J] W — Biofilms: survival
mechanisms of clinically relevant micro-
organisms; Clinical Microbiology Reviews
2002; 15(2):167-193.

3. Costerton ] W, Lewandowski Z, Caldwell D E
et al. — Microbial biofilms; Annual Reviews of
Microbiology 1995; 49:711-745.

4. McLandsborough L, Rodriguez A, Perez-
Conesa D et al. — Biofilms: at the interface
between Biophysics and Microbiology; FOBI
2006; 1:114 -119.

5. Donlan L J — Biofilms: microbial life on
surfaces; Emerging Infectious Diseases 2002;
8(9):881-890.

6. Frank J F — Microbial attachment to food
contact surfaces; Advances in Food and
Nutrition Research 2001; 43:319-370.

7. Kumar C G, Anand S K — Significance of
microbial biofilms in food industry: a review;
International Journal of Food Microbiology
1998; 42(1-2):9-27.

8. Jenkinson H F, Lappin-Scott H M — Biofilms
adhere to stay; Trends in Microbiology 2001;
9(1):9-10.

9. Vediyappan G, Chaffin W L — Non-glucan
attached proteins of Candida albicans biofilm
formed on various surfaces; Mycopathologia
2006; 161:3-10.

10. Elving G J, Mei H C van der, Busscher H J et
al. — Comparison of the microbial composition
of wvoice prosthesis biofilms from patiens
requiring frequent versus infrequent
replacement; Annals of Otology Rhinology
Laryngology 2002; 111(1):200-203.

11. Gottliecb K, Mobarhan S - Review:
microbiology of the gastrostomy tube; Journal
of the American College of Nutrition 1994;
13(4):311-313.

Copyright © 2007,

Romanian Society for Medical Mycology and Mycotoxicology

12

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

Kojic E M, Darouiche R O — Candida infections
of medical devices. Clinical Microbiology
Reviews 2004; 17(2):2558-267.

Branda S S, Vik A, Friedman L et al -
Biofilms: the matrix revisited; Trends in
Microbiology 2005; 13(1): 20-26.

Sutherland I W — The biofilm matrix - an
immobilized but dynamic microbial
environment; Trends in Microbiology 2001;
9:222-227.

Baillie G S, Douglas L J — Matrix polymers of
Candida biofilms and their possible role in
biofilm resistance to antifungal agents; Journal
of Antimicrobial Chemotherapy 2000; 46:397-
403.

Marshall K C — Interfaces in microbial
ecology; Cambridge: Harvard University Press;
1976.

Costerton J W, Geesey G G, Cheng G K — How
bacteria stick; Scientific American 1978;
238:86-95.

Costerton J] W, Cheng K J, Geesey G G ef al. —
Bacterial biofilms in nature and disease; Annual
Reviews of Microbiology 1987; 41:435-464.
Characklis, W G, Marshall K C. Biofilms: a
basis for an interdisciplinary approach. In:
Characklis W G, Marshall K C (eds). Biofilms;
London: John Wiley & Sons Publisher, 1990: 3-
15.

Ramage G, Saville S P, Thomas D P ef al. —
Candida Dbiofilms: an update — minireview;
Eukariotyc Cell 2005; 4(4):633-638.

Chandra J, Kuhn D M, Mukherjee P K et al.
Biofilm formation by the fungal pathogen
Candida albicans: development, architecture,
and drug resistance. Journal of Bacteriology
2001; 183:5385-5394.

Hawser S - Adhesion of different Candida spp.
to plastic: XTT formazan determinations —
Journal of Medical and Veterinary Mycology
1996; 34:407-410.

Hawser S - Comparisons of the susceptibilities
of planktonic and adherent Candida albicans to
antifungal agents: a modified XTT tetrazolium
assay using synchronised C. albicans cells;
Journal of Medical and Veterinary Mycology
1996; 34:149-152.

O'Toole G, Kaplan H B, Kolter R - Biofilm
formation as microbial development - Annual
Reviews of Microbiology 2000; 54:49-60.
Ramage G, Vande Walle K, Wickes B L ef al. -
Standardized method for in vitro antifungal
susceptibility testing of Candida albicans
biofilms. Antimicrobial Agents and Chemo-
therapy 2001; 45:2475-2479.

Ramage G, Tomsett K, Wickes B L ef al. -
Denture stomatitis: a role for Candida biofilms.
Oral Surgery Oral Medicine Oral Pathology
Oral Radiology and Endodontics 2004; 98:53-
59.



27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

Sbarbati A, Fanos V, Bernardi P ef al. - Rapid
diagnosis of fungal infection of intravascular
catheters in newborns by scanning electron
microscopy; Scanning 2001; 23:376-378.
Schinabeck M K, Long L A, Hossain M A et al.
- Rabbit model of Candida albicans biofilm
infection: liposomal amphotericin B antifungal
lock therapy. Antimicrobial Agents and
Chemotherapy 2004; 48:1727-1732.

O’Toole G A, Kaplasn H B, Kolter R — Biofilm
formation as microbial development; Annual
Reviews of Microbiology 2002; 54: 69- 79.

Van Loosdrecht M C M, Eikelbook D, Gjaltema
A et al. - Biofilm structure, Water Science and
Technology 1995; 32:35-39.

Purevdorj — Gage L B, Stoodley P. Biofilm
structure, behaviour, and hydrodynamics; In:
Ghannoum M, O’Toole G A (eds.). Microbial
biofilms; Washington: ASM Press, 2004:160-
162.

Chaffin W L, Lopez-Ribot J L, Casanova M et
al. - Cell wall and secreted proteins of Candida
albicans: identification, function, and
expression. Microbiology and Molecular
Biology Reviews 1998; 62:130-180.

Li X, Yan Z, Xu J. - Quantitative variation of
biofilms among strains in natural populations of
Candida albicans; Microbiology 2003; 149:353-
362.

Kumamoto C A - Candida biofilms. Current
Opinions in Microbiology 2002; 5:608-611.
Green C B, Cheng G, Chandra J ef al. - RT-PCR
detection of Candida albicans ALS gene
expression in the reconstituted human
epithelium (RHE) model of oral candidiasis and
in model biofilms; Microbiology 2004;
150:267-275.

Li F, Palecek S P - EAPI, a Candida albicans
gene involved in binding human epithelial cells.
Eukaryotic Cell 2003; 2:1266-1273.

Cannon R D, Chaffin W L - Oral colonization
by Candida albicans; Critical Reviews in Oral
Biology & Medicine 1999; 10:359-383.

Holmes A R, Cannon R D, Jenkinson H F -
Interactions of Candida albicans with bacteria
and salivary molecules in oral biofilms; Journal
of Industrial Microbiology 1995; 15:208-213.
Millsap K W, Bos R, Mei H C van der,
Busscher H J - Adhesion and surface-
aggregation of Candida albicans from saliva on
acrylic surfaces with adhering bacteria as
studied in a parallel plate flow chamber;
Antonie van Leeuwenhoek 1999; 75:351-359.
Millsap K W, Bos R, van der Mei H C,
Busscher H J - Adhesion and surface-
aggregation of Candida albicans from saliva on
acrylic surfaces with adhering bacteria as
studied in a parallel plate flow chamber.
Antonie van Leeuwenhoek 1999; 75:337-343.

13

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

Luminita — Iuliana Malic ef al.

Chandra J, Mukherjee P K, Leidich S D et al. -
Antifungal resistance of candidal biofilms
formed on denture acrylic in vitro. Journal of
Dental Research 2001; 80:903-908.

Hawser S P, Baillie G H, Douglas L J -
Production of extracellular matrix by Candida
albicans  biofilms. Journal of Medical
Microbiology 1998; 47:253-256.

Hawser S P, Douglas L J - Biofilm formation by
Candida species on the surface of catheter
materials in vitro; Infection and Immunity
1994; 62:915-921.

Kuhn D M, Chandra J, Mukherjee P K et al. -
Comparison of biofilms formed by Candida
albicans and Candida parapsilosis on
bioprosthetic surfaces. Infection and Immunity
2002; 70:878-888.

Ramage G, Vande Walle K, Wickes B L ef al. -
Biofilm formation by Candida dubliniensis;
Journal of Clinical Microbiology 2001;
39:3234-3240.

Ramage G, VandeWalle K, Wickes B L et al. -
Characteristics of biofilm formation by Candida
albicans; Revista Iberoamericana de Micologia
2001; 18:163-170.

Jin Y, Samaranayake Y H, Yip H K,
Samaranayake L P — Characterization of swich
phenotypes in Candida albicans biofilms;
Mycopathologia 2005; 160:191-200.

Gow N A, Brown A J, Odds F C - Fungal
morphogenesis and host invasion. Current
Opinions in Microbiology 2002; 5:366-371.
Gristina A G, Shibata Y, Giridhar G et al. -
The glycocalyx, biofilm, microbes, and resistant
infection. Seminar in Arthroplasty 1994; 5:160-
170.

Espinel — Ingroff A F, Barchiesi F, Hazen K C,
Martinez — Suarez J V et al. - Standardization of
antifungal susceptibility testing and clinical
relevance; Medical Mycology 1998; 36:68-78.
Ghannoum M A — Susceptibility testing of fungi
and correlation with clinical outcome; Journal
of Chemotherapy 1997; 9:19-24.

Gristina A G, Hobgood C D, Webb L X, Myrvik
Q N — Adhesive colonization of biomaterials
and antibiotic resistance; Biomaterials 1987;
8:423-426.

Baillie G S, Douglas L J — Candida biofilms and
their susceptibility to antifungal agents;
Methods in Enzymology 1999; 310:644-656.
Baillie G S, Douglas L J — Iron - limited
biofilms of Candida albicans and their
suscepibility to amphotericin B; Antimicrobial
Agents and Chemotherapy 1998; 42:2146-
2149.

Baillie G S, Douglas L J — Effect of growth rate
on resistance of Candida albicans biofilms to
antifungal agents; Antimicrobial Agents and
Chemotherapy 1998; 42:1900-1905.



Fungi & Mycotoxins
Volume 1, N° 1, april 2007

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

Kuhn D M — Comparison of biofilms formed by
Candida albicans and Candida parapsilosis on
bioprosthetic surfaces; Infection and Immunity
2002 ; 70:878-888.

Shin J H — Biofilm production by isolates of
Candida  species recovered from non-
neutropenic patiens: comparison of blood-
stream isolates with isolates from other sources;
Journal of Clinical Microbiology  2002;
40:1244-1248.

Nikawa H — The role of saliva and serum in
Candida albicans biofilm formation on denture
acrylic surfaces; Microbial Ecology in Health
and Disease 1996; 9:35-48.

Chandra J — Antifungal resistance of Candida
biofilms formed on denture acrylic in vitro;
Journal of Dental Research 2001; 80:903-908.
Odds F C. Candida and Candidosis. A review
of bibliography; 2nd edn; Philadelphia:
Bailliere Tindall; 1988

Kullberg B J, Filler S G. Candidemia. In:
Calderone R (ed). Candida and Candidiasis;
Washington: ASM Press, 2002:327-340.
Chandra J — Biofilm formation by the fungal
pathogen Candida albicans: development,
architecture, and drug resistance; Journal of
Bacteriology 2001; 183:5385-5394.

Lamfon H, Porter S R, McCullough M, Pratten J
— Susceptibility of Candida albicans biofilms
grown in a constant depth film fermenter to
chlorhexidine, fluconazole and miconazole: a
longitudinal study; Journal of Antimicrobial
Chemotherapy 2004; 53:383-385.

Lewis R E, Kontoyiannis D P, Darouiche R O,
Raad I I et al - Antifungal activity of
amphotericin B, fluconazole, and voriconazole
in an in vitro model of Candida catheter-related
bloodstream infection; Antimicrobial Agents
and Chemotherapy 2002; 46:3499-3505.
Ramage B, Wickes B L, Lopez-Ribot J L —
Biofilms of Candida albicans and their

Copyright © 2007,

Romanian Society for Medical Mycology and Mycotoxicology

14

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

associated resistance to antifungal agents.
American Clinical Laboratory 2001; 20:42-44.
Hawser S P, Norris H, Jessup C J, Ghannoum M
A — Comparison of a 2,3-bis(2-methoxy-4nitro-
S-sulfophenyl)-5-[(phenylamino)carbonyl]-2H-
tetrazolium hydroxide (XTT) colorimetric
method with the standardized National Comittee
for Clinical Laboratory Standard method of
testing clinical yeast isolates for susceptibility to
antifungal agents; Journal of Clinical Micro-
biology 1998; 1450-1452.

Tellier R, Krajden M, Grigoriew G A, Campbell
I — Innovative endpoint determination system
for antifungal susceptibility testing of yeasts.
Antimictrobial Agents and Chemoterapy 1992;
36:1619-1625.

Jabra—Rizk M A, Falkler W A, Meiller T F —
Fungal biofilms and drug resistance; Emerging
Infectious Diseases 2004; 10:14-19.

Del Sorbo G, Schoonbeek H, De Waard M A —
Fungal transporters involved in efflux of natural
toxic compounds and fungicides; Fungal
Genetics and Biology 2000; 30:1-15.
Budtz-Jorgensen E. Candida associated denture
stomatitis and angular cheilitis. In:
Samaranayake L P, MacFarlane T W (eds). Oral
candidosis; Bristol: Wright, 1990:156-183.
Radfort D R, Radfort ] R — A SEM study of
denture plaque and oral mucosa of denture —
related stomatitis; Journal of Dentistry 1993;
21:87-93.

Ramage G, Bachmann S, Patterson T F, Lopez-
Ribot J L — Investigation of multidrug efflux
pumps in relation to fluconazol resistance in
Candida albicans Dbiofilms; Journal of
Antimicrobial Chemotherapy 2002; 49:973-
980.

White L S, Marr K A, Bowden R A — Clinical,
cellular and molecular factors that contribute to
antifungal drug resistence; Clinical
Microbiology Reviews 1998; 11:382-402.



