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In prezenta lucrare sunt analizate cele mai relevante publicatii din literatura medicald selectate printr-0 cercetare utili-
zand bazele de date PubMed, EMBASE, HINARI si site-urile web ale OMS, CDC privind unul dintre factorii de viru-
lentd a fungilor precum formarea biofilmelor. Scopul acestui review este de a furniza informatie stiintifica actuala refe-
ritore la acest subiect. Au fost revizuite un sir de studii si s-a constatat ca ambele tipuri de fungi — atit levuriformi, cat si
filamentosi — pot adera la suprafete biotice si abiotice, dezvoltandu-se in comunitati extrem de organizate, rezistente la
preparatele antimicotice si la factorii de mediu.
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FUNGAL BIOFILMS — CURRENT CHALLENGE WORLDWIDE

This paper is a literature review that analyzes the most relevant publications in the medical literature, selected through a
search in databases such as PubMed EMBASE, HINARI, WHO and CDC websites regarding one of the fungal virulence
factors - biofilm formation. The purpose of this review is to provide up-to-date scientific information on this topic. In
carrying out these objectives, a series of studies were reviewed and it was found that both yeasts and filamentous fungi
can adhere to biotic and abiotic surfaces, developing in highly organized communities, resistant to antifungal drugs and
environmental factors.
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Introducere

Biofilmele microbiene constituie in prezent o problema de sanatate publica care afecteazd populatia din toate
tarile, indiferent de gradul de dezvoltare al acestora.

Conceptul de biofilm reprezintd o noud paradigma in microbiologie: 99% din bacteriile de pe Terra traiesc
asociate 1n consortii complexe, atasate suprafetelor, iar abordarea lor indica noi perspective de cercetare [1,2].

Studiul biofilmelor devine astfel un domeniu interdisciplinar si multidisciplinar, antrendnd microbiologi,
ingineri, medici, ecologi, specialisti in evolutionism, microscopie, geneticieni, chimisti, fizicieni, matematicient,
igienisti, toxicologi din intreaga lume [3,4].

Biofilmele au subminat granita biologica Intre eucariote si procariote [5]. Aceste consortii reprezintd niste
structuri complexe de microorganisme legate in mod ireversibil de suprafete solide inerte sau vii si inconjurate
de o matrice polimerica organica amorf, fiind o secretie extracelulard a microorganismelor — substante poli-
merice extracelulare. Autorii studiilor definesc biofilmul microbian ca o structurd tridimensionala care adera
atat la suprafetele vii, cat si la cele inerte, fiind constituitd din agregate de celule microbiene (proteine si ADN)
incorporate intr-0 matrice polimerica, extracelulara, exopolizaharidica, autosecretata [6,7].

Aderarea microorganismelor la o suprafata si dezvoltarea biofilmului reprezintd una dintre ,,strategiile” de
supravietuire a acestora la actiunea factorilor de mediu. In natura biofilmele sunt raspandite pretutindeni fiind
constituite din bacterii, protozoare, actinomicete, ciuperci si alge microscopice aflate in relatii de mutualism
si comensalism, care se exprima prin cooperarea reciproc avantajoasa pentru consorti, cu referire la hrana, apa,
protectie, transport etc. [8].

Natura prezintd biofilmele, adesea multispecifice, de aceea aceasta forma de existenta a fost studiatd pe
larg 1n ultimul timp. Cercetatorii au evidentiat in structura biofilmelor agenti microbieni cu expresie genetica
si fenotipica si ratd de multiplicare diferita de ale celor aflati in stare planctonica. Biofilmele sunt considerate
ca un stil de viatd universal pentru supravietuirea microbilor in actiunea preparatelor antimicotice si predomina
in naturd comparativ cu celulele planctonice [9,10].

Biofilmele au fost studiate pe larg in ultimul timp si s-a demonstrat implicarea acestora in dezvoltarea unui
spectru larg de maladii infectioase, inclusiv fungice. Totodata, biofilmelor le datoram atat rezistenta la antimi-
crobiene, mecanisme de aparare a organismului, precum si persistenta portajului [10].
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Implicarea biofilmelor microbiene in aparitia infectiilor persistente si evolutia microorganismelor rezistente
la antimicrobiene este astazi o certitudine. Biofilmele fungice au fost raportate a fi de pana la 1000 de ori mai
rezistente la antifungice decat celulele planctonice, dar mecanismul acestei rezistente ramane neclar [10-12].

Studiile recente subliniaza ca o buna parte din patologia infectioasa este generata si/sau intretinutd de bio-
filme, acestea fiind implicate in cel putin 60% din totalul cazurilor de infectii cronice sau recurente [ 12].

Celulele persistente din biofilme formeaza cel putin 1% din populatie. Acestea sunt celule latente, care asi-
gura supravietuirea chiar si dupa un curs extensiv si pe termen lung de terapie antifungica, acest aspect si duce
la recurentd si recidiva [14].

Fungii formeaza biofilme pentru cooperare metabolicd, dobandirea de noi trasaturi genetice si cresterea re-
zistentei la factorii de mediu. Actualmente se atestd cresterea ponderii infectiilor fungice. Medicina moderna
a furnizat fungilor multe nise, cum ar fi catetere, sunturi, tuburi, implanturi, lentile de contact, proteze si dis-
pozitive protetice. Dispozitivele sunt colonizate de fungi si formeaza biofilme pe suprafetele abiotice [12,15].

Biofilmele au fost in atentia multor savanti renumiti, care descriu procesul de formare a acestora intr-0
maniera secventiala: (a) aderenta si adsorbtia. Fixarea initiald: Incepe cu o atasare reversibila de o suprafata
a microorganismelor. Acesti primi colonisti aderd slab la suprafata, legandu-se prin forte Van der Waals.
Atasarea ireversibild: daca colonistii nu sunt Indepartati imediat de pe suprafata, ei se pot ancora mai ferm,
folosindu-se de structurile de adeziune celulara, cum sunt pilii; (b) stadiul intermediar (maturizarea I) are o
activitate metabolicd maxima. Matricea polimericd extracelulara (PME) fiind imbunatatita, reprezinta sursa
de nutrienti si protejeaza comunitatea biofilmelor de desicare, radiatii ultraviolete, celulele imune si antimicro-
biene; (c) stadiul de maturizare (I, Il). Primii colonisti faciliteaza sosirea altor celule prin furnizarea diverselor
situsuri de adeziune, prin inceperea constructiei matricei care tine unit biofilmul. Cateva specii nu sunt capa-
bile sa se atageze prin suprafetele lor, dar adesea sunt capabile sa se ancoreze la matrice sau direct la primii
colonisti. In timpul colonizarii aceste celule sunt capabile sd comunice prin ,,molecule semnal” — quorum sensing
sau folosind produsi ca lactonele homoserin acilate. in a doua faza de maturizare, biofilmul creste prin com-
binatia dintre diviziunea celulara si recrutarea de noi celule, procesul de formare a biofilmulului este stabil si
se poate modificd numai in forma si dimensiune; d) etapa de eliberare si diseminare de celule din colonia
biofilmului. Aceasta etapa permite biofilmelor sa se raspandeasca si sd colonizeze noi suprafete, constituind
o etapa esentiald a ciclului de viata al biofilmelor [16-18].

Formarea biofilmului nu este un factor clasic de virulenta. Cu toate acestea, biofilmele conduc la cresterea
patogenitatii, deoarece comunitatea celulelor devine prea mare pentru a fi fagocitata. Fungii din biofilme sunt
mai rezistenti la stres oxidativ, iar PME afecteaza recunoasterea epitopilor fungici de suprafata de catre celu-
lele imune [17].

Biofilmele formate de fungi sunt subiectul unui sir de cercetari demonstrand implicarea celor mai importanti
fungi din punct de vedere medical in formarea biofilmelor, precum Candida, Aspergillus, Cryptococcus, Trichos-
poron, Coccidioides, Pneumocystis. Biofilmele fungice au implicatii notabile din punct de vedere clinic si re-
prezinta o forma specifica de crestere microbiana si veriga principala in dezvoltarea infectiilor fungice [19-24].

Studiile realizate in ultimul deceniu au listat principalele caracteristici ale biofilmelor fungice importante
pentru evolutia infectiilor invazive: desprinderea agregatelor de biofilme, care pot genera infectii de flux sangvin
sau embolii, schimbul intercelular de plasmide ce este implicat direct in transmiterea rezistentei antimicrobiene,
microbii din biofilm sunt protejati de actiunea antimicrobiana, biofilmele nu sunt afectate de clearance-ul sis-
temului imun al gazdei [25].

Formarea biofilmelor de catre tulpinile relevante clinic pe endoproteze, catetere, suprafata dispozitivelor medi-
cale, ventilatoarelor mecanice, precum si masurile de combatere a formarii acestora au fost descrise intr-un
sir de cercetari din ultima perioada. Alti cercetatori descriu consecintele clinice semnificative ale infectiei
asociate cu biofilmele mature. Astfel, tratamentul antimicrobian de durata este adesea necesar pentru eradica-
rea acestor infectii (osteomielita, endocardita etc.); din pacate, chiar si aceasta strategie de multe ori esueaza,
necesitand excizia chirurgicala a biofilmului contaminant [25-27].

Savanti din diferite tari cu puternic potential de cercetare au semnalat necesitatea si urgenta studiilor privind
elucidarea aprofundatd a biofilmelor si a celor de dezvoltare a strategiilor eficiente de prevenire a formarii
biofilmelor si/sau de tratamente pentru infectiile cauzate.

Material si metode
Lucrarea analizeaza cele mai relevante publicatii din literatura medicala din tard si de peste hotarele ei
utilizand bazele de date PubMed, EMBASE, Scopus, HINARI, Google Academic si site-urile web ale orga-
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nizatiilor internationale in domeniu. Pentru elicidarea acestui subiect au fost revizuite si sistematizate 98 de
surse bibliografice, informatiile publicate in ultimele decenii. In procesul de analizi au fost excluse 5 articole
vechi care nu s-au gasit a fi sugestive. Astfel, in final au fost selectate 87 de publicatii actuale si relevante, 6
articole mai vechi dar foarte demonstrative (in total 93 de lucrari stiintifice) privind structura, compozitia, me-
canismele de formare, factorii ce influenteaza formarea si inlaturarea biofilmului.

Rezultate si discutii

Istoricul biofilmelor si gradul de investigare a problemei la momentul actual

Microorganismele au fost descrise sub forma planctonica si caracterizate pe baza proprietatilor lor culturale,
perceptia clasica a microorganismelor unicelulare. Van Leewenhoek a fost primul savant care a descris feno-
menul prin care aceste microorganisme adera si se multiplica pe majoritatea suprafetelor, atat cele exterioare,
cat si in organism, dand nagtere biofilmului [2].

Termenul ,,biofilm” a fost introdus de Costerton in 1985. Autorul a definit biofilmul drept ,,0 comunitate
sesild microbiand caracterizata prin celule care sunt atagate ireversibil de un substrat sau una de cealalta, intr-
o matrice de substantd polimerica extracelulara si prezintd un fenotip modificat in raport cu rata de crestere si
transcriptia genelor” [28].

Primele biofilme au fost descrise in secolul al XIX-lea pe placi dentare, apoi fibroza chistica a oferit modele
de biofilme viabile, cu status sesil, fixat permanent sau temporar de substrat, constituind comunitati celulare,
comparative cu cele planctonice ce nu aderau la suprafata [11, 29].

In alte studii se subliniaza ca biofilmele au devenit un domeniu de studiu incepand cu sfarsitul anilor saptezeci,
cand aceste structuri au fost aduse 1n atentia publicului de Bill Costerton si colaboratorii in 1978 [30].

Din acea perioada pana in prezent au aparut numeroase articole stiintifice, monografii ce abordeaza prob-
lema privind formarea biofilmelor si o parte din ele vor fi prezentate in prezenta lucrare. Interesul sporit al
cercetatorilor fata de biofilme se explica prin semnificatia medicala, ecologica, biotehnologica si teoretica a
fenomenelor de aderenta si agregare microbiana.

Unele particularitati ale biofilmelor formate de fungi din genul Candida

Evidentele publicate privind biofilmelor fungice atesta o predominare a speciilor din genul Candida in etio-
logia patologiei infectioase de origine micotica. Speciile genului Candida, reprezentant ai microflorei comen-
sale, frecvent sunt implicate si in patologia infectioasa. Dispozitive de tip: stent, sunt, proteze, implante sonde
endotraheale, catetere etc., sunt frecvent colonizate de aceste tulpini si reprezintd surse pentru dezvoltarea de
biofilme candidozice. Practic ultimul deceniu a cunoscut o crestere exponentiald a infectiilor de flux sangvin
cauzate de Candida spp. (predominant Candida albicans), in paralel cu utilizarea pe scara tot mai larga a dis-
pozitivelor mai sus amintite, astfel incat in acest moment fungii (si in special Candida albicans) reprezinta
cea de-a treia cauza de infectii de cateter, soldate cu rata inalta de mortalitate [12].

in colonizarea suprafetelor celulele fungice trebuie si adere la o suprafata hidrofoba a unui biomaterial, aspect
mediat de fortele electrostatice, dar si adezine fungice, ce recunosc liganzi din suprafata de aderat (fibrinogen,
fibronectind) etc. [53,56].

Biofilmele C. albicans sunt formate pe diverse suprafete abiotice si biotice [31-33,43]. Alte specii de Candida,
incluzand C. tropicalis, C. parapsiloza si C. glabrata, formeaza biofilme care contin ECM, dar nu produc o
hifa adevarata. Totodata, aceste specii pot coagrega bacterii, cu formarea de biofilme polimicrobiene: bacte-
riene si fungice. Aderarea celulelor la un substrat este urmata de diviziune celulara, proliferare si dezvoltarea
biofilmului, structura tridimensionald complexa, cu aranjament spatial optim pentru transportul nutrientilor si
eliminarea deseurilor [35].

Studiile analizate demonstreaza implicarea biofilmelor formate de microorganismele din genul Candida
la bolnavi cu dispozitive implantabile (proteze valvulare, endovasculare, articulare, dar, mai ales, catetere ve-
noase centrale). Autorii subliniazad ca patrunderea acestora in circulatia sistemica constituie adesea puncte de
plecare pentru infectii micotice invasive [12, 33, 43].

Cercetarile evidentiaza in dezvoltarea biofilmelor de Candida spp. unele particularitati, aderarea celulelor
fungice fiind urmata la 3-6 ore de formarea structurilor tubulare. Dupa o incubatie de 24-48 ore biofilmele ma-
turate de Candida albicans dispun de o retea densa de celule fungice, hife si pseudohife si matrice polimerica
extracelulara. Dat fiind faptul ca filamentarea nu a fost descrisa la formele planctonice, este posibil ca acest
aspect sa fie favorizat de formarea biofilmului. Microscopia electronicd a permis vizualizarea de canale hi-
drice ramificate in biofilm, cu dimensiuni de 25-450 um [36].
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Capacitatea de a se transforma reversibil din celule fungice in filamente a celulelor de C. albicans (conversia
morfogenetica) are rol decisiv In dezvoltarea biofilmului. Autorii studiilor axate inclusiv pe conversia morfo-
genetica denota ca hifele constituie elemente esentiale pentru integritatea structurald, arhitectura multistratificata
ce caracterizeaza biofilme maturate [37].

Ramage si col. au demonstrat ca substratul molecular al filamentarii celulelor de Candida si dezvoltarii bio-
filmelor mature, 1nalt structurate, este asigurat de prezenta proteinei Efgl [38].

Majoritatea studiilor analizate subliniaza rolul decesiv al comunicarii intercelulare (quorum sensing-QS)
in procesul de formare a biofilmului. QS controlat de proteina de transductie Chklp asigura monitorizarea
multiplicarii celulare pentru a evita suprapopularea, dar si competitia pentru nutrienti, cu implicatii serioase
pentru procesul infectios, in special n diseminarea infectiei si aparitia de emboli septici la distanta. Un exemplu
interesant de comunicare intercelulara in biofilm este dat de interactiunea Candida albicans si Pseudomonas
aeruginosa. Celulele de Pseudomonas formeaza un biofilm extrem de dens pe filamentele de Candida si distruge
fungii, dar bacteriile nu distrug formele celulare de Candida. Totodata, celulele de Candida spp. pot stopa
filamentarea ca raspuns la expunerea contactului cu molecule de comunicare cu Pseudomonas de tip 3-oxo-
C12homoserin lactona. Studiile demonstreaza ca morfogeneza Candidei albicans se afld sub controlul mediului
inconjurator al biofilmului [39-41].

Arhitectura biofilmului fungic pathogen

Dezvoltarea arhitecturii biofilmelor este in mare masura legata de producerea matricei polimerice extracelu-
lare (MPE) de cétre microorganisme. MPE retine apa si nutrientii obtinuti din materialele matricei hidrolizate
de enzimele produse de microorganisme [12,42].

Prin urmare, matricea include toate elementele biofilmului si este compusa in principal din apa (pana la
97%), polimeri polizaharidici secretati de microorganisme si produse de degradare a substantelor din mediul
extern si alte componente, cum ar fi ADN, ARN si lipide. Spre deosebire de culturile clasice de microorga-
nisme din mediile lichide agitate, biofilmul nu este un mediu omogen, deoarece prezintd zone cu continut va-
riabil de oxigen si nutrienti, pH diferit [42—44].

Regiunile din centrul agregatelor bacteriene sunt in general anaerobe si sdrace in nutrimente, in timp ce
cele situate in vecindtatea canalelor sau la interfata dintre biofilm si lichid sunt mai bine oxigenate si mai bo-
gate in nutrienti [45].

Biofilmul este acoperit in intregime de MPE, astfel protejeaza si ofera o structura idealad pentru coeziunea
si adeziunea celulelor [42]. Cea mai relevanta functie din punct de vedere medical a matricei extracelulare este
capacitatea sa de a oferi o bariera fizica intre celulele de biofilm si sistemul imunitar si adesea medicamentele
utilizate pentru tratament [46].

MPE este autoprodusa si poate contine proteine, polizaharide, lipide, acizi nucleici si alte molecule care pot
interactiona intre ele si cu suprafata celulei pentru a forma o retea rigida de protectie [47]. Compozitia MPE
variaza in functie de specii si chiar de conditii de crestere; cu toate acestea, pentru multe biofilme compozitia
MPE ramane necunoscuta [42,48].

Functional, MPE poate servi drept bariera protectoare impotriva agentilor antimicrobieni, chimici si biologici,
inclusiv catre preparate antimicotice prescrise [48,49].

Biofilmele, fiind populatii complexe de celule asociate suprafetei inglobate intr-un MPE, poseda fenotipuri
distincte in comparatie cu omologii lor celulari planctonici. Elementele nutritive, moleculele sensibile la cvorum si
contactul cu suprafata sunt factori favorizanti. Biofilmele de C. albicans sunt constituite in principal din celule
sub forma de levuri si hife, ambele fiind necesare pentru formarea biofilmului [19].

MPE se acumuleaza pe masura ce biofilmul se maturizeaza si contribuie la coeziune [50]. Biofilmele de
Aspergillus se pot forma atat pe suprafetele abiotice, cat si pe cele biotice. Celulele initiale colonizatoare care
adera la substrat sunt conidii. Micelia (forma hifala) se dezvolta pe masura ce biofilmul se maturizeaza [51].

MPE care incheaga biofilmul a fost observat in vitro si in vivo. Organizarea hifala este diferita in cele doud
forme ale infectiei cu biofilm de A. fumigatus: infectiile cu aspergillom prezintd o minge de hife interconectate;
infectiile cu aspergiloza prezinta hife separate individuale [42,51,52].

Hifele C. albicans si A. fumigatus pot forma pori sau canale pe suprafete biotice [43,75]. Patogenul fungic
emergent T. asahii formeaza biofilme compuse din levuri si celule hifale incorporate in matrice, la fel ca cele
ale Coccidioides immitis [22,53-55].
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C. neoformans formeaza biofilme constand din celule de drojdie pe multe substraturi abiotice, iar poliza-
haridul capsular sintetizat formeazd ECM. Cu toate ca C. neoformans formeaza hifa in cursul gruparii, pana
in prezent nu s-au observat hife in biofilmele de C. neoformans [21].

In mod similar, speciile Pneumocystis nu produc structuri hifale ca parte a biofilmelor lor. Astfel, formarea
hifala nu este o caracteristica uniforma a biofilmelor fungice [24].

Comunicarea intercelulari prin semnale (quorum sensing - QS)

In biofilme QS este gandit s joace un rol in productia de biofilme sanitoase si pe deplin dezvoltate. Aceste
complexe microbiene definesc structuri multistratificate arhitectural formand comunitati bacteriene relativ
stabile ce traiesc in sesile intr-un mediu protejat [28, 56-59].

Comunicarea intercelulara, este legata de mecanismul prin care microorganismele comunica si isi coordo-
neaza comportamentul prin secretia de molecule de semnalizare [60,61].

Sistemele QS par sa fie implicate in toate etapele de formare a biofilmelor. Ele regleaza densitatea populatiei i
activitatea metabolica in biofilmul matur pentru a se potrivi cu cerintele nutritionale si resursele disponibile.
Bacteriile care locuiesc in biofilme au programe semnificativ diferite de transcriptie fatd de bacteriile plancto-
nice vii libere ale aceleiasi tulpini. Dovezi recente privind Streptococcus pneumoniae indica faptul ca orga-
nismele existente intr-o stare sesila in biofilm sunt mai in masura sa stabileasca infectii localizate (de exemplu,
in tesutul pulmonar) decat microorganismele izogenice intr-0 Stare planctonica fiziologic [62—65].

QS joaca rol in mai multe mecanisme, inclusiv dezvoltarea biofilmului, morfogeneza, limitarea populatiei
celulare si, 1n special, pentru diseminarea procesului infectios [61,63]. Detectarea QS este de o importanta funda-
mentald si este datorata rolului specific ce il determind in fiziologia biofilmului. Celulele persistente reprezinta
0 mica subpopulatie de celule care intra spontan intr-o stare latentd ce nu divizeaza. Atunci cand o populatie
este tratatd cu antimicrobiane, celulele normale pier, in timp ce cele persistente supravietuiesc. In cazul in care
terapia este Intrerupta, celule persistente pot reface biofilmele, inducénd recurenta infectiilor [66].

Mecanismele moleculare care promoveaza rezistenta antifungica in biofilmele fungice nu sunt complet elu-
cidate. Unele studii au aratat cd pompele de eflux contribuie la dezvoltarea rezistentei fatd de azoli numai in
faza initiald a formarii biofilmului. In plus, continutul de sterol in membrana contribuie la rezistenta anti-azoli,
ce apare in timpul fazelor intermediare $i mature [67].

Conform Soto si col., reglarea pompelor de eflux medicamentos determina, de asemenea, rezistenta la anti-
microbiene la majoritatea microorganisme ce formeaza biofilm [68].

Aceste pompe sunt impartite in doua grupuri: primul este legat de transportoarele- casetd ATP-ligande co-
dificate de genele CDR, in timp ce al doilea este compus din facilitatorul principal codificat de genele MDR
[49].

Activarea pompelor de eflux are loc prin ,,expulzarea” preparatelor antifungice dupa contactul cu biofilmul.
Totodata, creste expresia genelor CDR1 si MDRI, care a fost corelata cu rezistenta fungilor la azoli. Unele
studii privind rezistenta la biofilm demonstreaza expresia inaltd a genelor pompei de eflux in primele ore de
formare a biofilmului [49].

Semnificatia biofilmelor in dezvoltarea rezistentei antifungice

Majoritatea cercetdrilor descriu rezistenta antifungica a biofilmelor ca un fenomen complex multifactorial
cu multe aspecte neelucidate.

Microorganismele din structura biofilmelor 1si incetinesc rata de multiplicare, ceea ce face mai greu de distrus
de antimicrobiene. Prezenta microorganismelor faciliteazd dezvoltarea matricei polimerice care protejeaza
microbii din fluxul sangvin de actiunea preparatelor antifungice. In acelasi timp, se atestd modificiri de com-
portament microbian tipice germenilor din biofilm si faptul ca majoritatea acestora suferd de modificari la ni-
velul genelor (de tip up- sau down-regulation) caracteristice fiecarei clase in parte, evidentiaza ca biofilmele
reprezintd o modalitate de crestere a rezistentei antimicrobiene si se contureaza ca o problema de sanatate pub-
lica, mai ales pentru bolnavul critic si pentru cel cu imunodepresie severa de diverse cauze [69].

In biofilm, este facilitat transferul de ADN extracromozomial (plasmide) intre celule, element care de asemenea
favorizeaza aparitia si raspandirea rezistentei antimicrobiene. Agregatele de biofilm se pot desprinde si celu-
lele microbiene isi pot relua rapid proprietitile planctonice sau de aderare la alte suprafete. In ambele situatii,
aceste structuri poseda potential de a transfera la distanta si genele de rezistentd antimicrobiana. Astfel, dupa
cum a fost evidentiat si de alti savanti, microorganismele din structura biofilmului sunt o populatie cu metabo-
lism diferit de al celor in stare planctonica si pot declansa infectii grave [70].
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Totodatd, aglomerarile de celule ce formeaza biofilme sunt mult mai rezistente la preparatele antifungice
decat celulele planctonice. Factorii care contribuie la acest fenomen includ complexitatea structurala a biofil-
mului, prezenta matricei extracelulare (ECM), heterogenitatea metabolica intrinseca a biofilmelor si reglarea
asociatd genelor generatoare de biofilm cu efect asupra pompei de eflux. Nivelul de rezistenta variaza in de-
pendenta de preparatul antifungic si specia de micete [70—72].

Evidentele 1n acest domeniu subliniaza ca modificarile sau supraexpresia moleculelor tintd, extruzarea activa
prin pompe de eflux, difuzia limitata, rezistenta si comunicarea intercelulara (quorum sensing) si matricea
polimerica extracelulara sunt mecanisme caracteristice fungilor pentru combaterea efectelor tratamentului
antimicotic [72, 73].

MPE este produsé de celulele aderente, constituind o bariera in difuziunea antifungicelor. Studiile denota ca,
in unele cazuri, MPE poate contribui la rezistenta antifungica prin legarea la antifungice, impiedicand astfel
accesul la suprafata tintei dorite sau la celulele fungice [74].

Actualmente o provocare aparte reprezintd dovezile stiintifice insuficiente privind rezistenta la antifungice a
acestor biofilme. Majoritatea standardelor internationale existente permit testarea formelor planctonice, dar
discrepanta dintre investigatiile de laborator si evolutia clinica a acestor infectii [75]. Actualmente exista putine
studii ce descriu astfel de metodologii, iar in unul dintre ele se propune folosirea microplacilor pe care se for-
meaza biofilme, ce sunt expuse ulterior la diverse antifungice. Biofilmele de Candida spp. sunt descrise de
un sir de autori ca una dintre cauzele evolutiei rezistentei antifungice. Este imbucurator faptul ca antifungice
noi, cum ar fi echinocandinele si forma liposomald a Amfotericinei B, au dovedit actiunea fungicida pentru
microorganismele din biofilme [76].

Celulele planctonice depind de modificari genetice ireversibile pentru a mentine un fenotip rezistent, in
timp ce biofilmele persistd din cauza prezentei lor fizice si a densitétii populatiei, oferind un fenotip rezistent
aproape indus, indiferent de modificarile genetice definite [77,78].

Mai multi factori ai mediului, inclusiv pH-ul, temperatura, disponibilitatea oxigenului si altii, modifica arhi-
tectura biofilmului si susceptibilitatea antifungica [79].

Rezistenta intrinseca a biofilmelor de Candida presupune diferite mecanisme: densitatea celulara mare a
biofilmului, reducerea ratei multiplicarii si limitarea nutrientilor, activitatea matrice polimerice extracelulare,
expresia genelor responsabile de rezistenta (in special a celor care codifica pompele de eflux) etc. [80].

Chandra si col. au demonstrat ca intensitatea ratei metabolice a biofilmului este corelatd cu cresterea rezis-
tentei antifungice. Reducerea semnificativa a cantitatii de ergosterol din biofilme in fazele intermediara si de
maturitate, face ca majoritatea antifungicelor care au mecanism fungicid (interferenta cu metabolismul stero-
lilor) sa reduca eficienta acestora [81].

Candida parapsilosis este relativ rezistentd la fluconazol, amfotericind B, nistatina, voriconazol si altele.
Biofilmele Aspergillus fumigatus sunt relativ rezistente la itraconazol si, intr-o oarecare masura, la caspofungina.
Biofilmele criptococice nu sunt afectate de fluconazol si voriconazol, iar biofilmele de Trichosporon asahii
prezintd o rezistentd crescuta la amfotericind B, caspofungin, voriconazol si fluconazol. Terapiile cu azoli si
amfotericind B sunt ineficiente impotriva biofilmelor de Pneumocystis carinii. Mecanismele de rezistenta
asociate biofilmului au fost caracterizate pentru C. albicans si A. fumigatus si includ legarea medicamentelor
prin MPE si producerea de celule persistente. Aceste mecanisme se pot referi si la alti fungi [20,82—84].

Antifungicele nu reusesc sa actioneze eficient, deoarece exista un gradient de mediu (heterogenitate) in
cadrul biofilmelor. Aceste biofilme fiind dupa structura asemanatoare cu fungii duc la formarea gradientului
de concentratie sub forma de gradient de oxigen chimic, pH sau gradient de nutrienti. Diferite concentratii de
antimicrobiene ating diverse celule individuale 1n diferite straturi de biofilme. Aceastd concentratie suboptima
actioneaza ca stimul pentru formarea suplimentara a biofilmului si, de asemenea, duce la dezvoltarea rezistentei
la antimicrobiene [85].

Alte mecanisme implicate in rezistenta la antimicrobiene sunt: densitatea celulard crescutd, modificarea
tintelor medicamentoase si reglarea pompelor de eflux pe masurd ce biofilmele se maturizeaza. MPE se ma-
nifestd ca o bariera fizica si impiedica patrunderea preparatelor antifungice in interiorul biofilmului. Existad o
concentratie crescutd de substante, cum ar fi beta-glucanii si mananele, in MPE, care actioneaza ca ,,bureti
medicamentosi” si sechestreaza azolii, pirimidinele sau polienele. MPE contine ADN extracelular. Daca se
adauga AND-aze la modelele de biofilm, CMI-ul antifungicelor scade semnificativ [73,86].
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Noi strategii alternative de control al biofilmelor

Majoritatea studiilor analizate propun noi strategii alternative de control al biofilmelor microbiene, precum
sunt compusii biologici cu proprietati antibacteriene si antibiofilme. Exista foarte putine preparate antimicotice
ca optiuni impotriva formelor de fungi incadrate in biofilm; printre ele se enumera amfotericina B si echino-
candinele. Prin urmare, este nevoie de mai multi agenti, care pot inhiba aderenta la biofilm sau pot elimina
sau perturba biofilmul deja format [87].

Civilizatiile antice au lasat informatii scrise legate de utilizarea produselor naturale in terapia maladiilor
infectioase. Cel mai vechi document scris dateaza de acum 4000 de ani, acesta contine informatii ce prevad
remedierea diverselor boli. Totodata, cercetarea metabolitilor biologici activi secundari pentru aplicatii folo-
sitoare este departe de a fi consideratd noua [88, 89, 90].

La moment au fost identificate mai multe tinte noi sub forma de componente ale MPE. Multe extracte ve-
getale, nanoparticule de argint, oxid nitric, chitosan etc. au fost incercate pentru a preveni formarea biofilmului
pe suprafetele cateterelor si dispozitivelor intravasculare [91].

Avantajul produselor naturale este dezvoltarea si perfectionarea continua, de-a lungul milioanelor de ani
de presiune evolutiva, pentru a ajunge puternice din punct de vedere biologic. Substantele obtinute natural,
comparativ cu cele artificiale, poseda potential de biodegradare mult mai inalt si rapid, fiind acceptate pe piata
mult mai usor din punct de vedere ecologic [88].

Produsele naturale sunt remarcabile prin diversitatea structurii si activitatii biologice, In contrast cu substan-
tele produse de industria farmaceutica, ce utilizeaza metode sintetice, care rareori prezintd o activitate puternica
si diversificata biologic [92].

Aceste ipoteze se bazeaza pe diversitatea si capacitatea microorganismelor de a se adapta si, prin urmare,
acestea reusesc sa degradeze majoritatea substantelor naturale. Istoric de mii de ani, produsele naturale au ju-
cat un rol foarte important in fortificarea sanatatii si prevenirea maladiilor infectioase [93].

In pofida faptului ci pana la moment existi multe studii ce tin de activitatea antimicrobiani a extractelor
vegetale asupra microorganismelor rezistente, totodata relativ putine din ele s-au dovedit a fi suficient de active
si inofensive pentru organismul uman.

Autorii acestui rewiu subliniaza necesitatea studiilor suplimentare privind metodele alternative de obtinere a
preparatelor cu actiune antifungica, naturale, ecologic standardizate, inofensive.

Concluzii

1. Biofilmele sunt omniprezente, aproape fiecare specie de microorganisme are mecanismele prin care acestea
pot adera la suprafete vii sau non-vii; ele pot fi raspandite pretutindeni in natura.

2. Majoritatea biofilmelor fungice sunt responsabile de infectii foarte rezistente la antimicrobiene, constituind
0 preocupare serioasa a serviciilor de sandtate publica, prin cresterea duratei de spitalizare, ratei de morta-
litate si a impactului asupra economiei nationale si globale.

3. Actualmente, pe plan mondial sunt disponibile noi strategii alternative de control al biofilmelor, cum ar fi:
substante biologic active de origine vegetald, enzime si bacteriofagi. Aceste studii sunt la etapa initiala, de
cercetare in vitro, si necesita studii clinice aprofundate.

4. In final transmitem recomandari cercetitorilor privind necesitatea studiilor ce tin de identificarea solutiilor
eficiente pentru prevenirea si controlul infectiilor cauzate de biofilm.
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