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Rezistenta biofilmelor de Candida la antifungice
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The resistance of Candida biofilms to antifungal drugs

Abstract: The fungi of the genus Candida are endogenous commensals of the gastrointestinal tract, vagina and skin in
healthy individuals. In certain circumstances, however, they can cause a wide range of diseases, from mucosal
candidiasis to severe, disseminated infections. The increased incidence of Candida infections in the last decades was
linked to the increased use of medical implant devices, especially in patients with impaired host defenses. One of the
main virulence factors of Candida is its ability to produce surface attached microbial communities, known as biofilms.
The biofilms are defined as microbial communities encased in a matrix of extracellular polymeric substances (EPS) and
displaying phenotypic features that differ from their planktonic or free-floating counterparts. The clinical consequences
of Candida biofilm formation on medical devices are very important because of their increased resistance to most
antifungal drugs (except echinocandins and liposomal formulations of amphotericin B). They also represent a reservoir
and source for future continuing infections, and can cause the failure and need for the replacement of medical devices.
The mechanisms of Candida biofilm resistance are complex, multifactorial and not completely explained. Several
explaining factors have been proposed for the increased antifungal resistance of Candida biofilms, such as: altered
growth, metabolic rate of biofilm cells, presence of extracellular matrix, expression of resistance genes, changes in
sterol composition, presence of persister cells (a subpopulation of highly antifungal tolerant cells), and mixed species
biofilm.
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Rezumat: Fungii apartindnd genului Candida sunt levuri ubicuitare, la om fiind membri ai florei normale de la nivelul
tractului gastrointestinal, vaginului, pielii. in anumite circumstante, ei pot determina infectii (candidoze), constand fie in
afectari superficiale, ale pielii sau mucoaselor, fie in procese patologice severe, sistemice.

Cresterea frecventei infectiilor cu Candida in ultimele decenii a fost influentata de utilizarea pe scard larga a diverselor
tipuri de dispozitive medicale (catetere, sonde, proteze, stenturi etc.), mai ales la pacienti cu deficiente ale sistemului
imun. Unul din principalii factori de virulenta ai fungilor din genul Candida este capacitatea lor de a forma biofilme pe
suprafata diferitelor dispozitive implantate. Biofilmele sunt structuri tridimensionale compuse din levuri si hife, fixate
intr-o matrice extracelulara care actioneaza ca o bariera impotriva efectorilot imunitari si antifungicelor.

Formarea biofilmelor are o importanta clinica deosebita, deoarece s-a dovedit ca aceste structuri prezinta rezistenta la
majoritatea antifungicelor (cu exceptia formei lipidice a amfotericinei B si a echinocandinelor), sunt o continua sursa de
infectie i importanta cauza de esec terapeutic, determinind necesitatea inlocuirii dispozitivului implantat. Rezistenta
biofilmelor de Candida la antifungice este un fenomen complex si multifactorial, inca incomplet elucidat. intre factorii
posibil implicati se numira rata diferitd de crestere a subpopulatiilor de celule prezente in biofilm, matricea
extracelulara, expresia la nivelul celulelor din biofilm a genelor care codifica pompele de eflux, reducerea nivelului
sterolilor 1n etapele intermediare si de maturare a biofilmelor, prezenta unor celule persisteri (o subpopulatie de celule
cu o rezistenta crescuta la antifungice), biofilmele mixte, bacteriene si fungice.

Cuvinte cheie: Candida, biofilm, rezisten¢a, antifungice

Introducere (candidoze), de la infectii superficiale ale pielii sau
Fungii din genul Candida sunt levuri mucoaselor pana la infectii severe, sistemice , mai
ubicuitare, la om fiind membri ai florei normale de  ales la pacientii imunodeprimati (1).
la nivelul tractului gastrointestinal, vaginului, pielii. Speciile de Candida sunt de asemenea
Ca si oportunisti pot sa determine diferite infectii recunoscute ca agenti etiologici ai infectiilor
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nosocomiale, situdndu-se pe locul 4 in USA ca si
cauza de septicemii (bloodstream infections) dupa
stafilococii  coagulazo-negativi, Staphylococcus
aureus si enterococi (2, 3, 4, 5). Levurile, mai ales
Candida albicans, se situeaza intre primele locuri
privind cauzele infectiilor cu punct de plecare la
nivelul unor catetere, in aceste cazuri rata
mortalitatii printre pacientii cu candidoze ajungand
la un nivel ridicat, in ciuda tratamentului (6, 7, 8, 9).

Dintre speciile de Candida izolate din
diferite infectii, pe langa C. albicans, care se
mentine pe primul loc (10, 11), s-au izolat si
Candida krusei, Candida glabrata, Candida
lusitaniae (12), Candida parapsilosis (13) (mai ales
in sectiile de neonatologie, asociatd cu utilizarea
cateterelor venoase centrale si nutritia parenterald),
Candida tropicalis (1, 14) (pacienti oncologici,
pacienti spitalizati, infectii urinare la pacienti
spitalizati), precum si alte specii emergente de
Candida: Candida dubliniensis (12, 15).

Factorii ai
Candida

Factorii favorizanti ai infectiilor cu Candida
includ: terapia imunosupresoare, tratamentul cu
antibiotice, infectia cu HIV, transplantele, diabetul,
varsta inaintatd, spitalizarea de lungd duratd in
sectiille de terapie intensiva (16). Utilizarea
diverselor dispozitive medicale (catetere, sonde,
diverse dispozitive protetice intracardiace, proteze
articulare etc.) este unul dintre factorii care au
determinat cresterea infectiilor cu Candida in
ultimele decenii (17, 18, 19, 20). Biodispozitivele:
proteze (articulare, valve cardiace, de voce),
implanturile (lentile de contact, dentare), sunturile,
stenturile, tuburile endotraheale, pace-makerele,
diversele tipuri de catetere permit colonizarea si
formarea de biofilme de Candida pe suprafata lor.
Se presupune cd un procent ridicat (pana la 65%)
din infectiile microbiene s-ar datora biofilmelor
(21). Biofilmele de Candida sunt implicate nu
numai in infectiile cu punct de plecare dispozitive
biomedicale implantate: endocardita cu Candida
poate aparea la pacienti cu afectiuni cardiace
preexistente ca urmare a formarii biofilmului pe
endoteliul valvular distrus (19).

Definitie: Biofilmele sunt comunitati
microbiene compuse din levuri si hife alcatuind o
retea tridimensionald atasatda de o suprafata, fixate
intr-o matrice extracelulara, care actioneazi ca o
bariera impotriva anticorpilor si antifungicelor (22,
23). Celulele din alcatuirea biofilmului (sesile)
prezintd caracteristici  distincte fenotipice si

favorizanti infectiilor cu
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genotipice fatd de celulele microbiene care nu sunt
atasate de o suprafata (planctonice)

Importanta clinicad deosebita a biofilmelor
este datd de faptul cd ele prezintd o rezistentd
crescutd la majoritatea antifungicelor, sunt o
continua sursa de infectic si importantd cauza de
esec terapeutic determiniand inlocuirea
dispozitivului implantat, ceea ce nu este totdeauna
usor de realizat (24).

Etapele dezvoltarii  biofilmelor de
Candida

Producerea biofilmului de C. albicans a fost
descris ca un proces treptat, care incepe cu aderarea
la un substrat (tesutul gazdei sau un dispozitiv
biomedical), urmat de proliferarea celulelor levurice
pe intreaga suprafatd a substratului si inceperea
dezvoltarii hifelor (2, 16). Biofilmele de C. albicans
se dezvoltd in 3 faze: faza incipientd (0 = 11 h) in
care are loc adeziunea celulelor fungice de substrat;
faza intermediara (12 h-> 30 h) in timpul careia
blastosporii  coagregd, prolifereazd  formand
comunitati si produc o matrice extracelulara bogata
in carbohidrati; faza de maturare (31 h = 72 h), in
care celulele fungice sunt complet inglobate in
matricea extracelulard foarte groasa (25). In etapa
finald, de maturare a biofilmului, cresterea sub
forma de levuri pare regresata, cresterea sub forma
de hife este accentuatd, iar matricea extracelulara
imbraca biofilmul (26).

Astfel, biofilmele mature (48 h) de C.
albicans sunt o retea densa de levuri, hife si
pseudohife (27). Aceastd retea de levuri, hife si
pseudohife nu este observata cand Candida creste in
vitro, pe medii lichide de cultura sau pe medii
solide, ceea ce sugereazd cd& morfogeneza
biofilmului este declansatd de contactul candidei cu
suprafata substratului, iar stratul bazal de celule
poate avea un rol important 1n ancorarea
biofilmului de suprafata (2, 16, 20).

La nivelul biofilmului interactiunile celuld
fungica-substrat, interactiunile dintre celulele
fungice din interiorul biofilmului, producerea de
hife si a matricei extracelulare reprezintd etape
cheie in dezvoltarea biofilmului (26).

Desi bacteriile si majoritatea fungilor exista
ca celule izolate, ele sunt capabile si-si coordoneze
activitatile prin secretia de factori de semnalizare si
sa raspunda la aceste semnale. ,,Quorum sensing”
descrie un set larg de fenomene in care raspunsurile
sunt dependente de densitatea celulara si controlate
prin semnale moleculare. Comunicarea intercelulara
este deosebit de importantd 1n dezvoltarea
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biofilmelor microbiene: previne suprapopularea din
interiorul biofilmului, controleaza competitia pentru
nutrienti, joacd un rol important in diseminarea si

producerea de noi focare infectioase la distanta (26,
28).

Implicatiile  clinice ale  formarii
biofilmelor de Candida

Dezvoltarea biofilmelor de Candida are
implicatii clinice importante datoritd rezistentei
crescute la antifungice si protectia Tmpotriva
apararii gazdei (12). Prima raportare de rezistenta a
biofilmelor de Candida la antifungice a fost
realizata in 1995 (29). De atunci biofilmele de
Candida au fost intens studiate pentru a se gasi
cauzele acestei rezistente crescute la antifungice,
care are importante implicatii terapeutice (30).

Studierea biofilmelor de Candida s-a
realizat prin utilizarea diverselor modele in vitro:
modele dentare, catetere (25). Astfel s-a demonstrat
ca biofilmele de C. albicans au o rezistenta crescuta
la actiunea Amfotericinei B, Clorheximidei,
Nistatinului, Fluconazolului (16, 31, 32, 33). Pentru
0 mai buna intelegere a fenomenelor care au loc in
vivo au fost dezvoltate si modele animale,
studiindu-se infectiile de cateter cu Candida Error!
Bookmark not defined.. Diverse grupuri de
cercetatori au descris ca biofilmele de Candida pot
prezenta o rezistentd de pana la 4000x mai mare la
Fluconazol decat celulele planctonice (29, 31, 34,
35, 36, 37).

Mecanismele de rezistenta a biofilmelor
de Candida la antifungice

Rezistenta biofilmelor de Candida la
antifungice este un fenomen complex si
multifactorial, inca incomplet elucidat (30). Dintre
factorii care se presupune ca sunt implicati se
numara:

- matricea extracelulara

- rata diferita de crestere a
subpopulatiilor de celule prezente in
biofilm

- expresia la nivelul celulelor din biofilm
a genelor care codifica pompe de eflux

- reducerea nivelului sterolilor in etapele
intermediare si de maturare a
biofilmelor

- prezenta unor celule numite ,,persisteri”
(o subpopulatie de celule cu o rezistenta
crescuta la antifungice)

- existenta biofilmelor mixte, compuse
din bacterii si fungi.

Copyright © 2009,

Matricea extracelulara

Matricea extracelulara este produsa de
celulele sesile din biofilm pe care le Inconjoara. S-a
presupus ca ar putea actiona ca o bariera,
impiedicand difuzia antibioticelor/antifungicelor
si/sau ar putea actiona ca o rasind schimbatoare de
ioni, legand moleculele incarcate de antibiotice (28,
38). In biofilmele mixte, bacteriene si fungice,
matricea extracelularda produsd de bacterii intarzie
difuziunea antifungicelor, dar nu are un rol
determinant in rezistenta biofilmelor de Candida la
antifungice (39, 40). S-a presupus o perioada lunga
de timp ca matricea extracelulara polimerica poate
exclude sau limita accesul antifungicelor la
microorganismele din profunzimea biofilmului (2).
Diverse studii au demonstrat cd rezistenta la
antifungice nu depinde doar de marimea matricei
formate (35). Astfel, desi din punct de vedere
structural biofimele de C. parapsilosis sunt mai
putin complexe si au o matrice extracelulard in
cantitate mai redusad decat C. albicans sunt si ele la
fel de rezistente la actiunea antifungicelor ca si
biofilmele de C. albicans (32).

Rezistenta la antifungice ar putea fi
influentata nu doar de grosimea biofilmelor ci si de
compozitia lor. Biofilmul de C. tropicalis,
caracterizat printr-o concentratie mai crescuta in
hexozamina decat cel produs C. albicans, este slab
penetrat de antifungice si este mai rezistent la
actiunea antifungicelor decat cel produs de C
albicans (41). Toate aceste studii demonstreaza ca
matricea extracelulard nu este singura raspunzatoare
de rezistenta la antifungice a tulpinilor de Candida.

Rata diferita de crestere a
subpopulatiilor de celule prezente in biofilm

Alt fenomen implicat in rezistenta
biofilmelor de Candida la antifungice este rata
diferitd de crestere a subpopulatiilor de celule
prezente in biofilm. In interiorul biofilmului este un
mediu modificat, ceea ce determind existenta de
zone de crestere lentd si zone fara crestere (40).
Celulele din biofilm se presupune cd se dezvolta
mai greu datoritd cantitatii scizute de nutrienti, mai
ales la baza biofilmelor (2). O incetinire in ritmul de
crestere este frecvent acompaniatd de modificari in
structura de suprafata a celulelor de Candida, ceea
ce le-ar putea afecta sensibilitatea la antifungice
(19, 42). Diverse experimente au demonstrat ca
biofilmele sunt rezistente la antifungice indiferent
de rata de crestere, pe cand celulele planctonice de
Candida au fost rezistente la antifungice doar la rate
scazute de crestere (34). De asemenea s-a
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demonstrat ca biofimul matur este rezistent la
Amfotericina B, indiferent de rata de crestere si
nivelul nutrientilor (28, 34). Progresia rezistentei la
antifungice a fost asociatd cu cresterea activitatii
metabolice pe masura dezvoltarii biofilmului =>
rezistenta la antifungice se dezvolta treptat, In
paralel cu dezvoltarea biofilmului (16).

Expresia la nivelul celulelor din biofilm a
unor gene care codificd pompe de eflux

Celulele fungice din alcatuirea biofilmului
(sesile) prezintd caracteristici genotipice distincte
fata de celulele care nu sunt atasate de o suprafata
(planctonice). Astfel s-a presupus ca expresia unor
gene diferite fatd de celulele planctonice de
Candida au rol in rezistenta la antifungice a
biofilmelor. Activarea genelor care codifica pompe
de eflux in faza timpurie de dezvoltare a biofilmului
poate determina aparitia de fenotipuri multiplu
rezistente la azoli (2, 12). Rezistenta biofilmelor de
C. albicans la Fluconazol a fost demonstrata prin
cresterea efluxului de antifungic, mediat mai ales de
ATP-binding — cassette (ABC) si de transportori din
superfamilia de facilitatori majori (major facilitator
superfamily transporters -MFS) (17, 43, 44, 45, 46).
ABC transporter —la C. albicans constituie o familie
multigenica si include cateva gene CDR (Candida
drug resistance), cu un rol demonstrat in rezistenta
la azoli. Mai multe antifungice pot fi substrat pentru
acesti transporteri,  supraexpresia genelor care
codifica transporterii ar putea explica rezistenta
incrucisata Intre diferite antifungice.

Dintre MSF: genele MDR1 (multidrug
resistance) codificd un facilitator major care ar
putea fi implicat in rezistenta C. albicans la azoli si
supraexpresia  acestora  determind  rezistenta
exclusiva la Fluconazol (47, 48) .

Pompele de eflux contribuie la rezistenta la
azoli doar in faza incipientd de formare a
biofilmului de C. albicans, dar nu intervin in fazele
tardive (25). Implicarea acestor gene in rezistenta la
Fluconazol a fost demonstratd si prin faptul ca
mutatii in genele MDR1 si CDR1 scad rezistenta
biofilmelor la Fluconazol si o dubla mutatie in
genele care codifica pompele de eflux anuleaza
rezistenta biofilmelor de Candida (in faza incipienta
de dezvoltare) la Fluconazol (26).

Modificarea compozitiei in steroli

Modificarea compozitiei in steroli este
implicata in rezistenta la azoli in fazele intermediara
si de maturare a biofilmului. Diferentele in
concentratia sterolilor este mai pronuntata la 12 h si
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48 h (faza intermediard si respectiv de maturare a
biofilmului), faze in care pompele de eflux nu par sa
mai joace un rol in rezistenta la azoli (25).

Alterarea compozitiei in steroli a fost legata
de rezistenta la azoli si a celulelor planctonice de
Candida (28). Peretele celular al celulelor sesile de
C. albicans contine o cantitate mai crescuti de
carbohidrati si B-1,3 glucan comparativ cu celulele
planctonice. Modificdrile din structura peretelui
celular al C. albicans din biofilm, mai ales in ce
priveste cantitatea de $-1,3 glucan, poate contribui
la rezistenta biofilmului de C. albicans la
antifungice. Ipoteza care se impune este ca glucanul

poate interactiona cu antifungicul si inhiba
penetrarea acestuia la locul de actiune (49).
Prezenta  persisterilor la  nivelul
biofilmelor
S-a  demonstrat existenta la  nivelul
biofilmelor de Candida a unor celule persisteri, care
sunt protejate impotriva agresiunilor

medicamentoase (40). O ipotezd propusa pentru
biofilmele bacteriene este aceea conform careia nu
este necesar ca majoritatea celulelor din biofilm sa
fie mai rezistente la actiunea agentilor antibacterieni
decat celulele bacteriene planctonice (12). Cateva
celule bacteriene pot supravietui (persisteri) si sunt
protejate de actiunea antibioticelor care le incetinesc
cresterea, in mod paradoxal ajutand acesti persisteri
sa reziste la distrugere. Acesti persisteri sunt
responsabili de nivelul inalt de rezistenta al
biofilmelor la actiunea antibioticelor (33, 36, 50).
Sub actiunea antifungicelor biofilmele de C.
albicans exprima un pattern bifazic de distrugere,
majoritatea celulelor fiind sensibile la antifungice si
o micd subpopulatie, 102-10® celule sunt inalt
rezistente la antifungice (51).

Biofilmele mixte, formate din bacterii si
fungi

In vivo, in biofilmele de Candida sunt
frecvent prezente si bacterii. Se presupune ca intre
bacterii si Candida au loc diverse interactiuni:
celulele fungice pot modula actiunea antibioticelor
si bacteriile pot afecta actiunea antifungicelor la
nivelul biofilmelor (2, 28). S-a observat ca
rezistenta Candida la Fluconazol a fost accentuata
de prezenta stafilococilor producatori de slime, dar
nu a fost afectatd de prezenta stafilococilor slime
negativi (39). Pseudomonas aeruginosa formeaza
un biofilm dens in jurul filamentelor de C. albicans
pe care le distruge, dar levurile de Candida nu sunt
distruse (52). Celulele de C. albicans sunt capabile
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sa-si inhibe procesul de filamentare ca raspuns la
moleculele de quorum-sensing eliberate de P.
aeruginosa (53). Aceste experimente si observatii
demonstreaza ca morfologia biofilmelor de Candida
se afla sub controlul conditiilor de mediu.

Exista studii care au investigat penetrarea
antifungicelor prin biofilmele produse de o singura
specie, respectiv biofilmele produse de mai multe
specii de Candida. Fluconazolul penetreaza
biofilmele produse de o singurd specie de Candida
mai rapid decét Flucitozina. Difuzia antifungicelor
prin biofilmele produse de C. glabrata si C. krusei a
fost mai rapida decat prin biofilmele produse de C.
parapsilosis, respectiv C. tropicalis (40).

Metoda dilutiilor pentru testarea

""" a Candida (CLSI)

poate fi unul din motivele de discordantd dintre
rezultatele antifungigramei efectuate conform CLSI
si rezultatele clinice (28, 54, 55). In prezent exista

biofilmelor de Candida la antifungice (36).

Eficacitatea  diverselor
asupra biofilmelor de Candida

Kuhn et al 1in 2002 au demonstrat ca
biofilmele de C. albicans si C. parapsilosis sunt
rezistente la Fluconazol, Amfotericina B, Nistatin,
Clorhexidina, Terbinafina. De asemenea sunt
rezistente si la actiunea Voriconazolului si
Ravuconazolului, chiar daca atat tulpinile de C.
albicans cat si cele de C. parapsilosis sub forma
planctonica au fost sensibile la aceste antifungice.
In schimb complexul lipidic Amfotericina B si
forma liposomald a Amfotericinei B au o activitate
inhibitorie asupra biofilmelor de C. albicans la
valori ale CMI similare cu cele observate pentru
celulele de C. albicans planctonice. Biofilmele de
C. parapsilosis au fost sensibile la actiunea formei
lipidice a Amfotericinei B dar la concentrafii mai
mari decat cele necesare pentru formele
planctonice. De asemenea este prima raportare ca
Micafungina si Caspofungina sunt active Tmpotriva
biofilmelor de C. albicans si C. parapsilosis.
Echinocandinele inhiba producerea de 1,3 B-D
glucan, care este un component fundamental al
peretelui celular al fungilor (33). S-a demonstrat ca
echinocandinele afecteazd cinetica matricei
extracelulare s§i ca inhibarea productiei de
polizaharide poate determina liza si distrugerea
acesteia (12).

antifungice
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S-a demonstrat experimental cd expunerea
celulelor planctonice de C. albicans si C.
parapsilosis la concentratii subinhibitorii de
antifungice a determinat o scddere marcatd a
capacitatii levurilor de a forma biofilme, ceeea ce
ar putea avea rol in profilaxia infectiilor fungice de
cateter/bioproteze. Nivelele locale (nonsistemice)
scazute de antifungice ar putea fi suficiente pentru
inhibitia/perturbarea biofilmelor (50).

Intr-un experiment realizat de Bruzual et al
in 2007 Fluconazolul a fost introdus la inceputul
experimentului, inainte sa se formeze biofilmul de
Candida si s-a constatat cd Fluconazolul in
concentratic moderatd a inhibat dezvoltarea
biofilmelor de Candida, atat a tulpinilor sensibile la
Fluconazol cat si a tulpinilor rezistente la
Fluconazol. Dezvoltarea biofilmelor produse de
tulpini Fluconazol-sensibile si Fluconazol-rezistente
a fost inhibata de prezenta Fluconazolului in
concetratie moderatd (care se atinge in sangele
pacientilor ), ceea ce ar putea avea un rol in
profilaxie (56).

Farnesolul a fost identificat ca si un
component al culturilor microbiene cu densitate
crescutd, cu rol 1n inhibarea formarii hifelor. Studii
au aratat cd farnesolul controleazd expresia unor
gene importante pentru dezvoltarea hifelor,
rezistenta la antifungice si integritatea peretelui
celular. De asemenea s-a demonstrat ca Farnesolul
actioneaza ca o moleculd care inhiba filamentarea
C. albicans: preincubarea C. albicans cu
concentratii crescute de farnesol inhiba aproape in
totalitate formarea biofilmelor (57).

Concluzii

Rezistenta la antifungice a biofilmelor de
Candida este un fenomen complex, multifactorial,
care 1nca nu este pe deplin explicat. Capacitatea de
a forma biofilme (mai ales la suprafata unor
bioproteze) a tulpinilor de Candida este strans
legata de capacitatea de a produce infectii si
reprezintd un important factor de virulenta. Printre
importanta clinicd a formarii de biofilme se numara
rezistenta crescutd la actiunea antifungicelor si
protectia fata de sistemul imun al gazdei. Rezistenta
biofilmelor de Candida la antifungice ar putea
explica persistenta infectiilor in ciuda unei terapii
adecvate, mai ales cand este vorba de infectii cu
punct de plecare dispozitive bioprotetice, sau in
endocardite. In viitor este necesard investigarea
utilizarii unor materiale noi pentru realizarea
bioprotezelor si aplicarea unor strategii preventive
care sa inhibe dezvoltarea biofilmelor.
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