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Rezumat

Ne confruntdm cu din ce in ce mai multe cazuri de
rezistenfd la antifungice a tulpinilor patogene de Candida
albicans. Lucrarea include o mentionare succintd a
aspectelor generale morfologice si clinice ale tulpinilor de
Candida albicans, urmdnd apoi o prezentare sinteticd a
antifungicelor celor mai utilizate in candidoze, a
mecanismelor celulare si moleculare care determind
rezistenta diverselor clase de antifungice. Tendinta
evolutivdi a  rezistentei la antifungice in populatii
experimentale pe tulpini de Candida albicans, precum si
strategii pentru prevenirea si combaterea rezistenfei sunt de
asemenea prezentate.
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Summary

There are more and more cases of antifungal resistance
of Candida albicans pathogen strains. The paper includes a
succinct drawing of the morphological and clinical aspects
of Candida albicans strains, followed by a synthetic
presentation of the most used antifungal drugs, of the cell
and molecular mechanisms which lead to resistance,
considering the class they belong to. The evolution of
antifungal resistance on experimental Candida albicans
strain populations and the prevention and fight strategies
against the resistance are also depicted.
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l. Introducere

Genul Candida cuprinde ciuperci levuri-
forme care se Inmultesc prin inmugurire si
formare de blastospori. Acest tip de ciuperci a
fost prima datd izolat de Langenbeck in 1839.

Exista numeroase specii de Candida: Candida
albicans, Candida tropicalis, Candida pseudo-
tropicalis, Candida krusei, Candia guilliermondi,
Candida parapsilopsis, Candida stellatoidea.

Specia Candida albicans a fost prima data
izolatd de Berckhout in 1923. La om, este un
organism comensal al mucoasei bucale, tractului
gastro-intestinal, exacerbarea sa cu aparitia

manifestdrilor clinice de boald fiind favorizata de
distrugerea florei microbiene antagoniste in urma
tratamentelor indelungate cu antibiotice cu
spectru larg de activitate, tratamentului cu
imunosupresoare (ex. corticoterapia) care scad
capacitatea de apdrare a organimului, dar si in
urma stdrilor dispeptice si bolilor generale
precum diabetul zaharat, alcoolismul, obezitatea,
avitaminozele, hemopatiile maligne, bolile
hepatice, neoplasmele viscerale, tuberculoza,
infectia HIV. Alti factori de risc sunt reprezentati
de: prezenta unor traumatisme, in special arsuri,
malnutritie, interventii chirurgicale majore la
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nivelul abdomenului, contaminarea cu fecale a
peritoneului, insuficienta renald acutd, ventilatia
mecanicd, catetere venoase sau urinare, hemo-
dializa, diaree (18).

Il. Aspecte generale morfologice si clinice

La examenul direct, Candida albicans se
prezintd in general sub forma de celule levurice
sau pseudomicelii. Celulele levurice sunt mici,
rotunde sau ovale, de 2-5 i, cu perete subtire.
Pseudomiceliile sunt constituite din blastospori
aldturati. Ramurile pseudomiceliilor se formeaza
in grupuri de cate 4-6 la capatul unora dintre
celulele care le constituie. Ramurile alcdtuiesc o
coroand (verticiliu), fiecare dintre ramuri putand
forma noi coroane. Rareori pot apare la examenul
direct si filamente miceliene veritabile.

Mediul de culturd specific este mediul
Sabouraud cu cloramfenicol, cultura dezvol-
tandu-se in 24-48 de ore la 30°C. In practica
medicald, se chemd bolnavii pentru rezultat dupa
48 de ore. Coloniile de Candida sunt rotunde,
mici, de culoare crem sau crem-galbuie, reliefate,
convexe, umede, lucioase, de consistenta
cremoasd ca untul, neaderente de mediu.
Aspectul microscopic al culturilor este variat.
Astfel, se pot observa:

- celule levurice (blastospori), cu un diametru de
2-4 1, rotunde sau ovalare, multe in curs de
inmugurire;

- filamente, filamentarea fiind caracteristica
pentru Candida;

- clamidospori, care apar numai la Candida
albicans - celule sferice de 20 — 22 i in
diametru, refringente, cu dublu contur, ce
se gdsesc la extremitatea unor ramuri
pseudomiceliene (6).

Existd o multitudine de candidoze cutaneo-
mucoase. Ele pot fi clasificate dupa sediu si
aspectul clinic astfel:

- candidoze ale mucoasei bucale: muguetul,
glosita candidozicd, stomatita candidozica,
perlesul candidozic;

- candidoze cutanate: intertrigoul candi-
dozic, perionixisul si onixisul candidozic;

- candidoze ale mucoasei genitale: balano-
postita candidozica si vulvovaginita candi-
dozics;

- candidoza muco-cutanatd cronicd: candi-
doza muco-cutanatd cronicd a adultului,
granulomul candidozic;

- candidoze sistemice: pulmonara, intesti-
nald, urogenitald si septicemia candidozica
(11).

Datele din literatura aratd ca candidoza
invazivd nosocomiald apare mai ales la pacientii
cu boli maligne, in timp ce candidoza oro-
faringiand este comun la pacientii cu SIDA. In
cazul pacientilor cu cancer, infectiile cu Candida
spp., In special cu Candida albicans sunt printre
cele mai frecvente cauze de morbiditate (15- 70%).
(5) Dar, ca frecventa, diabetul zaharat este boala
de fond care ocupa primul loc in favorizarea
instal&rii unei candidoze cutaneo-mucoase, aceste
manifestdri fiind adesea un indicator al unui
diabet zaharat nediagnosticat.

lll. Antifungice utilizate in candidoze -
aspecte generale

In general, cand se indica un tratament oral
cu antifungic, trebuie sd tinem seama de urma-
toarele aspecte: eficacitatea, profilul farmacologic,
dozele, siguranta, reactiile adverse, interactiunile
medicamentoase si contraindicatiile, costul si
complianta.

Eficacitatea si siguranta medicamentelor
antifungice depind de: spectrul de activitate,
modul lor de actiune, concentratia minima
fungicidd, concentratia minima inhibitorie.

Un rol important il are si absorbtia la nivelul
intestinului subtire, care poate fi inhibatd in
prezenta altui medicament (ex. ketoconazol si
antiacide) sau factori serici. Concentratia poate sa
fie redusd semnificativ dacd antifungicul este
rapid metabolizat sau preluat de tesutul adipos.
in cazul micozelor de la nivelul tegumentelor,
ajuns in circulatie, antifungicul este eliberat catre
tegument prin mai multe mecanisme (12):

- concentrarea si secretia in sudoare;

- concentrarea si secretia in sebum,;

- difuziunea pasivd prin membrana dermo-
epidermica;

- depozitarea si concentrarea in celulele
dermului si in stratul bazal al epidermului;
migrarea in timpul turn-over-ului normal al
keratinocitelor.
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Cu exceptia 5-flucitozinei, majoritatea
antifungicelor actuale au drept tintd ergosterolul,
component esential al peretelui celular fungic,
analog al colesterolului de la mamifere.

Dintre clasele de antifungice folosite in
terapie, de mentionat ar fi urmatoarele:

Polienele

Amfotericina B este principalul antifungic
polienic in cazul candidozelor sistemice. Efectul
sdu este fungicid. Amfotericina B formeaza canale
la nivelul peretelui si membranei celulare a
fungului, determinand efluxul ionilor de potasiu
si a altor componente celulare, ducand la o
afectare ireversibila a echilibrului ionic al celulei.
Amfotericina B are afinitate crescutd pentru
ergostreol si mult mai mica pentru colesterol. S-a
considerat cd amfotericina B ar determina stres
oxidativ la nivelul celulelor antifungice, dar s-a
demonstrat cd in realitate efectul ei este
antioxidant. (38)

Azolii (fluconazolul, itraconazolul si keto-
conazolul)

Sunt folositi cu succes in majoritatea
infectiilor fungice, deci si in cazul candidozelor.

Fluconazolul este un bi-triazol, fungistatic, cu
doud grupe triazol, fiecare continind 3 atomi
nitrogen. Atomii fluorinati in pozitiile 2 si 4 ale
inelului fenil contribuie la lipofilia scidzutd a
fluconazolului si determina rezistenta la
metabolizare, specificitate crescutd si potenta mai
inaltd In comparatie cu alti agenti antifungici.
Fluconazolul are un volum de distributie in
organism similar cu acela al apei. Concentratia
sericd este proportionala cu doza.(4) El actioneaza
prin inhibarea 14alfa dimetilazei, enzima care
converteste lanosterolul in dimetillanosterol,
inhiband astfel formarea ergosterolului, com-
ponent esential al membranei fungice, care
asigurd integritatea si cresterea fungilor (15).
Inhibarea enzimei are drept rezultat depletia
ergosterolului si acumularea in celuld a sterolilor
140 metilati. Acest mecanism are drept rezultat
stoparea cresterii celulare si nu moartea celulard,
azolii avand efect fungistatic (23). Fluconazolul se
elimina mai lent din piele decit din plasma,
explicandu-se astfel eficacitatea terapeuticd
prelungitd, chiar si dupa incetarea tratamentului.
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Deoarece eliminarea medicamentului este in
primul rand pe cale renald, este necesara ajustarea
dozelor in caz de insuficientd renalda (10).
Fluconazolul este considerat cel mai eficient
impotriva tulpinilor de Candida albicans,
datoritd lipsei efectelor adverse grave si modului
flexibil de administrare atit in forma orala cat si
intravenoasa.

O tulpind de candida este consideratd
rezistentd la fluconazol daca un organism izolat
in timpul terapiei aratd o crestere semnificativa a
concentratiei minime inhibitorii pentru fluco-
nazol comparativ cu nivelul determinat anterior
sau la inceputul terapiei. Valori mai mari de 64
ug/ml ale CMI sunt corelate cu aparitia
rezistentei.

Itraconazolul este un agent antifungic triazolic,
fungistatic in vitro. El impiedica sinteza
ergosterolului in celula fungicd prin blocarea
enzimei lanosterol C14 alpha demetilaza
dependentd de citocromul P450. Astfel, are loc
scdderea ergosterolului si cresterea lanosterolului
pe membrana celulei fungice, determinand
alterarea permeabilitatii si functiei acesteia. Este
greu solubil in apd, dar biodisponibilitatea creste
dacd este administrat cu grasimi sau dupa o masa
principald. Deoarece este lipofilic, se gaseste in
concentratie foarte mare iIn grdsimi, vagin,
tegument, unghii. Concentratia la nivelul
tegumentului este de 3-10 ori mai mare decat cea
plasmatica, iar o concentratie utila poate persista
in tegument pand la 4 sdptamani de la incetarea
tratamentului, In timp ce nivelele plasmatice
devin nedetectabile In 7 zile de la incetarea
tratamentului (13). Nu este necesar a se ajusta
dozele in caz de insuficienta renald sau hepatica.

In cazul administrarii sale pe cale orala
nivelele variabile de absorbtie duc adesea la
concentratii plasmatice suboptimale, iar o forma
intravenoasd nu este inca disponibila.

Ketoconazolul este primul antifungic cu
spectru larg din grupul azolilor, disponibil pentru
administrare orald din 1980. Este in principal
fungistatic. Inhiba lanosterol 14 demetilaza din
citocromul P450 si consecutiv conversia lanoste-
rolului in erogosterol (20). Are loc acumularea
sterolilor C14 cu depletia membranard de
ergosterol. In interiorul celulei fungice se petrece
o inhibitie a sintezei de trigliceride si fosfolipide.
Sinteza de chitind este de asemenea inhibata.
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Permeabilitatea si sinteza membranei sunt
afectate. Este bine absorbit in prezenta aciditatii
normale gastrice si in timpul unei mese bogate in
grasimi. El suferd o transformare de prim pasaj
hepatic cu ruperea inelelor imidazolic si
piperazimic (8). Nu este necesard ajustarea
dozelor la pacientii cu insuficienta renald,
deoarece medicamentul este metabolizat rapid si
eliminat prin excretie biliard. Are dezavantajul
unui potential crescut de hepatotoxicitate.

Alilaminele (terbinafina)

Terbinafina are un mecanism de actiune
diferit de cel al azolilor. Blocheaza sinteza
ergosterolului prin inhibitia squalen — epoxidazei
fungice, enzimd care nu apartine familiei
citocromului P450. Aceasta inhibitie duce la
acumularea intracelulard a unor cantitdti mari de
squalen si scdderea sintezei ergosterolului.
Efectul fungicid al terbinafinei s-ar datora mai
degrabd acumuldrii de squalen decat scadderii
sintezei ergosterolului. Terbinfina este bine
absorbita dupa administrarea orald, atinge peak-
ul plasmatic in aproximativ 2 ore si are o
biodisponibilitate de 70-80%, indiferent daca
administrarea se face pe stomacul gol sau
postprandial (10). Este foarte lipofilica si
keratofilica (16). Se leagad puternic de proteinele
plasmatice si numai in proportie de circa 8% in
globulele rosii (17). Desi reactiile hepatice sunt
rare, este necesara monitorizarea functiilor
hepatice si a parametrilor hematopoietici.

Morolfinele (amorolfina) inhiba doua enzime
din calea de biosintezd a ergosterolului, C-14
sterol reductaza si C- 8 sterol izomeraza.

5-flucitozina

Are un mecanism diferit de celelalte anti-
fungice. Aceasta este preluata in celula

si transformatd in 5 fluorouracil care poate
trece in 5-fluoro-dUMP (uracilmonofosfat), inhi-
bitor specific al timidilat sintetazei, esentiala
pentru sinteza ADN. (18, 38)

Echinocandinele (caspofungin si mica-
fungin)

Reprezintd o noud clasd de medicamente
antifungice. Acestea inhiba sinteza 1,3- beta- D-

glucanului, o componentd esentiald a peretelui
celular fungic, prin inhibarea enzimei 1, 3-beta-D-
glucan sintetaza, o enzimad complexa care
formeaza polimeri ai glicanului in peretele celular
si este absenta in celulele de mamifere. Inhibitia
este eficace si specificd, o expunere scurtd ducand
la moartea celulara. Excelenta activitate in vitro a
echinocandinelor demonstratd pe tulipinile de
Candida albicans rezistente la fluconazol, de-
monstreazd cd echinocandinele sunt foarte
promitatoare ca agenti antifungici noi. Modul lor
unic de actiune caracterizat de specificitatea
marcata asupra peretilor celulari fungici duce
la o toxicitate minimd la nivelul celulelor de
mamifere. (21)

In tabelul 1 sunt prezentati agentii anti-
fungici: activitate, mod de actiune, meca-nisme
de rezistentd impotriva lor:

IV. Factori generali care determina
rezistenta la antifungice

Primele cazuri de rezistentd la antifungice in
cazul Candida albicans au fost identificate la
pacienti cu defecte imunitare congenitale (1980)
predispusi la candidoze mucocutanate cronice:
pacientii primeau initial azoli locali (clotrimazol,
miconazol), apoi pe cale orald ketoconazol si
fluconazol in doze din ce in ce mai mari pe
masura ce boala progresa. Aceastd administrare
de lungd duratd avea drept efect cresterea
numdrului de recurente. Actualmente, majo-
ritatea cazurilor de rezistentd sunt asociate cu
tratamentul candidozelor orofaringiene Ia
pacientii cu SIDA, desi s-a constatat cd rezistenta
apare in mai putin de 10% dintre cazuri;
adevarata cauza a acestui fenomen biologic nu
este de fapt elucidata (10, 18)

Din punct de vedere clinic, rezistenta poate fi
definitd ca persistenta sau progresia unei infectii
in ciuda terapiei administrate (38). Rezistenta la
un anumit antifungic este un proces complex care
implicd mai multi factori:

Factori dependenti de microorganism

Acestia sunt de doud tipuri: factori celulari si
factori umorali.

Din categoria factorilor celulari fac parte:

- substitutia tulpinilor sensibile de Candida

albicans cu alte subspecii (C. kruseii,

262



Tabelul I
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Agent antifungic

Spectru

Mod de actiune

Mecanism de rezistenta

Poliene: Amfotericina B

Activa impotriva Candida
spp., C.neoformans si
fungi filamentosi

Legarea la ergosterol si
destabilizarea functiilor
membranei celulare

Modificari in calea de biosinteza
a ergostreolului

Analogi pirimidinici:
5-Fluorocitozina

Activd impotriva Candida
spp. si Cryptococcus spp.
Totusi, rezistenta se poate
instala rapid in cazul
monoterapiei cu 5-FC

Intreruperea biosintezei acizilor
nucleici prin formarea unor
antimetaboliti pirimidinici
(FdUMP)

Descresterea preludrii 5-FC in
celuld; descresterea formarii
compusilor antimetabolici

Azoli:
1. Fluconazol

Activ impotriva Candida
spp. si Cryptococcus spp,
mai putin activ imp.

C. glabrata, si inactive
asupra C. krusei si fungilor
filamentosi

Inhibarea citocrom P450- 140
lanosterol demetilazei

Modificdri prin mutatie ale
enzimei tinta.

Eflux crescut al azolilor din
celula prin reglarea genelor
pentru transportorii multidrug.
Modificari in calea de sintez3 a
ergosterolului

2. Itraconazol

Ca fluconazolul, dar active
si impotriva fungilor
filamentosi

Ca la fluconazol

Ca la fluconazol

3. Voriconazol

Ca fluconazolul, dar
activitate crescuta
impotriva fungilor fila-
mentosi

Ca la fluconazol

Ca la fluconazol

4. Posaconazol

Inrudit cu itraconazolul
dar mai activ

Ca la fluconazol

Ca la fluconazol

5. Alilamine: Terbinafina | Activitate slabd impotriva | Inhibarea epoxidazei scualenice | Necunoscut
C. spp, mult mai activ
asupra dermatofitilor
6. Morfoline: Amorolfina | Activitate slabd impotriva | Inhibarea sterol A14 reductazei | Necunoscut
Candida spp., mult mai si A20 izomerazei
activ impotriva dermato-
fitilor
Echinocandine: Activd impotriva Candida | Inhibarea enzimei -1,3 glucan | Necunoscut
Caspofungina spp. cu activitate fungicida, | sintazd implicate in sinteza
activitate moderata asupra | peretelui celular
Aspergillus si slaba asupra
C. neoformans
(33)

Candida glabrata) sau dezvoltarea in cadrul
populatiei de Candida albicans a unei clone

rezistente;

- modificarile genetice; exprimari genetice
tranzitorii care duc la aparitia unor

- alterari ale expresiei enzimei 14 o sterol
demetilaza sau a altor enzime implicate in
biosinteza ergosterolului;

- activarea transportorilor la nivelul mem-
branei care impiedicd acumularea anti-
fungicului in celuld. (10, 38)

tulpini cu rezistenta temporard; modificari

la nivelul subspeciei (microevolutie). In
categoria factorilor moleculari ne putem

confrunta cu:

Factori dependenti de gazda

Este important sd se facd o distinctie intre
rezistenta microbiologica si factorii specifici
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gazdei care pot determina o recurenta: gradul de
imunosupresie, locul si gravitatea infectiei,
defecte fiziologice, parametri farmacocinetici,
precum absorbtia orald scdzutd si interactiuni
medicamentoase, etc. (10, 18)

V. Mecanismele celulare prin care tulpi-
nile de Candida albicans pot deveni
rezistente sunt multiple (38):

Inlocuirea tulpinilor sensibile de Candida albicans
cu tulpini rezistente ale altor subspecii (C. krusei sau
Candida glabrata). Acestea pot supravietui prin
comensalism la persoane sdndtoase, dar pot
deveni o problemd la pacienti cu imunitatea
afectatd la care s-au administrat perioade lungi
antifungice de tip fluconazol contra Candida
albicans.

Dezvoltarea unor clone rezistente de Candida
albicans in populatii heterogene

Dobandirea umnei rezistente secundare la un
anumit medicament, ca urmare a perioadelor lungi
de expunere la acest antifungic. Mutatii genetice
au loc cu o frecventd foarte scazutd in populatiie
de Candida albicans, dar este posibil ca anumite
celule sd dobandeasca prin mutatie avantajul
rezistentei si sd se selecteze astfel o tulpina
rezistenta.

Exprimare tranzitorie a unor gene care pot
determind rezistenta temporard a anumitor tulpini,
fenomen reversibil cand nu mai este prezenta
presiunea indusd de medicament.

Modificari ale serotipului celular: Candida
albicans prezintda doud serotipuri, A si B in
functie de markerii carbohidrati de la suprafata
membranei. Serotipul B este mai sensibil la azoli,
in timp ce A este mai sensibil la 5-flucitozina (17).
Intre cele doui serotipuri existd diferente
marcante ale profilurilor biochimice. Serotipul A,
susceptibil la 5 FC, prezintd totodatd, toleranta
mlt mai micad decét serotipul B la sdruri, este mai
putin rezistent la safraning, iar capacitatea sa de a
asimila citratul este mai mica (30).

VI. Mecanisme moleculare prin care tul-
pinile patogene de Candide albicans
pot deveni rezistente la azoli

In tabelul II sunt rezumate principalele
mecanisme implicate in rezistenta la azoli (13):

Supraexprimarea enzimei tintd pentru azoli, 14-o
sterol dimetilaza citocrom P-450 dependenta sau
lanosterol dimetilaza (P450DM); activitatea
antifungicd a azolilor consta in inhibarea
P450DM, enzima importanta in biosinteza
ergosterolului la fungi (spre deosebire de
P450DM de la mamifere care catalizeaza sinteza
colesterolului) (18). Au fost identificate izolate
clinic tulpini de Candida albicans ce prezentau
mutatii la nivelul genei ERG11 ce codifica enzima,
mutatia fiind prezenta la amfotericina B pe alele
ale genei, enzima nemaifiind astfel inhibata de
azoli (29). In cazul mutatiilor erg11/erg 11 homo-
zigote la care enzima devine nefunctionald,

Tabelul IT

Mecanism Cauzat de

Comentarii

Alterarea tintei agentului antifungic
(140 demetilaza) sau supraexprimarea
acesteia

ale enzimei tinta

Mutatii care altereaza legarea
medicamentului, dar nu si a substratului

enzimei; cresterea numarului de copii

in cazul mutatiilor, enzima ramaéne activa,
dar are o afinitate scazuta pentru azoli;
Cresterea numarului de copii determina
cresterea productiei de ergosterol, acest
mecanism fiind implicat in cross-
rezistenta la fluconazol si itraconazol

Modificari in biosinteza sterolilor

Leziuni la nivelul A ; . desaturazei

Are loc acumularea de 140 metal

fecosterol in loc de ergosterol

Reducerea concentratiei intracelulare
a antifungicului
(CDR, MDR)

1. Supraexprimarea pompelor specifice
pentru efluxul medicamentelor

1. Eflux activ, ATP dependent al azolilor
din celula

2. Modificari in compozitia lipidica si

sterolicd a membranei

2. Diminuarea patrunderii antifungicelor
la nivelul membranei
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rezistenta la azoli este corelatd cu anumite
dezavantaje pentru celulele fungice: in primul
rand, celulele care prezintd aceastd mutatie nu
sunt In general capabile sd supravietuiasca in
conditii aerobe, decat dacd mutatia la nivelul Erg
11 este Insotita de o mutatie la nivelul genei Erg 3;
in al doilea rand, rata de crestere a celulelor care
prezintd mutatia Erg 11 este mult diminuats,
celulele fiind mai putin competitive in vitro si in
vivo decat cele normale. In general, mutatiile erg
11 + erg 3 sunt rezistente la azoli, dar devin mai
susceptibile decat fenotipul sdlbatic la inhibitori
metabolici (cicloheximida, flufenazina, higro-
micina B). (34). In ceea ce priveste supraexpri-
marea enzimei 140 sterol demetilaza, anumite
studii au aratat cad o crestere de 20 de ori a
nivelului acestei enzime determina o crestere de
numai 5 ori a nivelului MIC pentru fluconazol.
Acest lucru dovedeste cd mecanismul respectiv
nu poate fi singur responsabil de nivelele inalte
de rezistentd si ca probabil sunt antrenate si alte
procese.(2)

Mutatii la nivelul cdii de biosintezd a ergo-
sterolului, prin implicarea altor enzime care sa
compenseze inhibarea P-450DM. (18) In corelatie
cu rezistenta la azoli, s-au determinat modificari
la nivelul unor proteine implicate In biosinteza
ergosterolului (ex erg 10, erg 3), precum si a altor
tipuri de proteine (Grp2p, lfdlp, Ifd4p, Ifd5p).
S-au identificat, de asemenea, modificdri in
mecanismele de reglare (“up” si “down”) pentru
o serie de enzime a cdror activitate este legata
periferic de sinteza ergosterolului, cum ar fi
S-adenozil homocistein-transferaza, aspartat
aminotransferaza, sterol C-24 metil transferaza si
acetilcoenzima A acetil transaminaza si pentru
enzimele implicate in metabolismul carbo-
hidratilor. (10, 19) Mutatia la nivelul genei Erg3
care codificd enzima 5,6 A desaturaza (Erg3p) are
ca rezultat aparitia rezistentei la tulpinile de
Candidei albicans. La mutantele la care enzima
este modificatd devenind nefunctionald, se poate
constata depletia ergosterolului si acumularea in
celuld a ergosta- 7, 22- dienolului (34). Interesant
este faptul cd aceste mutante devin rezistente si
fata de amfotericina B Intrucat ergosterolul este
absent in membrana lor celulari. in orice caz,
acest tip de rezistentd apare rar, sugerand ca
probabil este corelat cu anumite dezavantaje
pentru agentul patogen. (Fig. 1) (33).
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Reducerea nivelului de acumulare a medica-
mentului in celulele de Candida albicans prin
cresterea dependentd de energie a efluxului
acestuia, pe calea unor transportori de membrana
implicati in rezistenta “multi-drug”. Se pare ca
patrunderea azolilor in celuld este un mecanism
pasiv, dat fiind faptul cd alterdri ale peretelui
celular constdnd in modificarea glicozilarii
proteinelor de suprafatd, au cd rezultat
modificarea susceptibilitatii fata de azoli. In
schimb, efluxul azolilor din celuld este un proces
activ, care necesitd consum de energie. (33). S-au
descris doua tipuri de transportori activi:

- un tip codificat de genele cdr (Candida
Drug Resistance) (superfamilia ABC: ATP-
Binding Cassette)

- un tip codificat de genele mdr1 (Multi Drug
Resistance) ( clasa MF: Major Facilitators)
(10)

De exemplu, In anumite tulpini izolate clinic

s-a identificat supraexprimarea genelor MDRI1 si
CDR1 care codificdi pompe de eflux ATP
dependente pentru azoli Identificarea s-a facut
prin determinarea unei cantitdti crescute de
ARNm pentru proteine din familiile CDR si MDR
(CaMDR1, CDR1 si CDR2). (2, 10) Se pare ca
supraexprimarea transportorilor codificati de
genele mdr confera rezistenta doar la fluconazol,
in timp ce supraexprimarea genelor cdr confera
rezistenta incrucisata la toti azolii (5). In anumite
studii s-a observat cd un rol important in
rezistenta la fluconazol il are proteina -
transportor CaMDR1 din clasa MF. Deletia genei
care codificd aceasta proteind a fost urmatd de

.....

cresterea susceptibilitatii fata de fluconazol a
tulpinilor aflate in studiu (33). In ceea ce priveste
modificarea sau degradarea agentului antifungic,
mecanism important in cazul rezistentei la
bacterii, acest aspect este in continuare subiect de
studiu. S-a demonstrat, totusi, cd azolii sunt inerti
la metabolismul fungic.. (15, 38).

Aparitia unor fenotipuri mutante rezistente la
tratamentul antifungic este rar intalnitad la
Candida albicans. Spre deosebire de alte
subspecii (ex Candida glabrata), Candida
albicans este diploida, fird un stadiu sexual
haploid, astfel incat pentru exprimarea unui
fenotip mutant este necesara prezenta unor gene
alele homozygote. De aceea, Candida albicans
este mai putin susceptibila la mutatii ca un
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Fig. 1. Calea de sintezi a ergosterolului si punctele la nivelul cdrora actioneazd agentii fungici de tip azol

organism haploid. De asemenea, fungii difera de s-au identificat fenotipuri mutante de tip
bacterii in ceea ce priveste capacitatea de a “mating- type-like” (MTL) - dupd numele genei
transfera material genetic intre tulpini, devenind
astfel rezistenti. Neavand plasmide si nici
capacitatea de transductie, Candida albicans nu
poate deveni rezistenta prin transfer de material antifungic cu un mod de actiune total diferit de al
genetic, precum in cazul bacteriilor.(12,18) Totusi, fluconazolului (15) si al azolilor in general. (29)

omologe de la Sacharomices cerevisia - care sunt
rezistente atat la fluconazol cat si la flucitozina,

266




Modificiri ale fazei lipidice si de asimetrie la
nivelul membranei celulare.

S-a sugerat cd schimbarile statusului lipidic al
membranei si/sau ale asimetriei acesteia pot
contribui la rezistenta fatd de azoli la Candida
albicans. Aparent, activitatea MDR1 ar putea fi
influentata de statusul lipidic al membranei. (22).
Fluiditatea si asimetria membranei sunt
influentate de interactiunile dintre fosfolipide si
steroli, acestea influentand implicit si transportul
moleculelor prin membrane. Profilele alterate ale
fosfolipidelor si acizilor grasi ai C. albicans
afecteazd permeabilitatea membranei fatd de
azoli determinand aparitia rezistentei. S-a aratat
cd tulpini de C. albicans rezistente atat la azoli cat
si la AmB prezentau un continut mai ridicat de
lipide decat tulpinile sensibile si totodatd un
continut mai sciazut de lipide polare. Paternul
sterolic al membranei pare de asemenea sa fie
corelat cu rezistenta. Mutantii la care ergosterolul
este inlocuit In membrane cu metilfecosterolul
prezintd o rezistenta sporitd fata de antifungice
(13).

Studierea anumitor tulipini de C. albicans a
condus la concluzia cad in majoritatea cazurilor nu
doar un singur mecanism este implicat in aparitia
rezistentei. Se pare cd nivelele crescute de
rezistenta sunt corelate cu actiunea combinata a
mecanismelor mai sus mentionate, rezistenta
dovedindu-se un proces multifactorial. S-a aratat
cd circa 85% dintre izolatele clinice prezentau up-
reglarea genelor pentru transportorii activi, iar
65% dintre acestia prezentau si mutatii la nivelul
genei Ergll, codificatoare pentru sterol
demetilaza. (24) Alte studii au demonstrat cd la
circa 75% dintre izolate rezistenta era rezultatul
combindrii mecanismelor si nu al unui singur
mecanism. (33)

Fiecare din aceste mecanisme confera
rezistenta incrucisata la diversii agenti antifungici
disponibili comercial, dar existd diferente de
susceptibilitate de la o tulpind la alta si de la un
agent la altul. Astfel, s-au separat tulpini
rezistente la fluconazol, ketoconazol, itraconazol
si voriconazol care rdmaneau sensibile la
amfotericina B, precum si tulpini rezistente la
ketoconazol si fluconazol, dar sensibile la
itraconazol, voriconazol si amfotericina B. S-a
observat ca In general tulipinile rezistente la
ketoconazol sunt de asemenea rezistente si la

DermatoVenerol. (Buc.), 53: 259-276

fluconazol. Rezistenta la itraconazol este, de
asemenea, asociatid de cele mai multe ori cu
rezistenta la ketoconazol. Alte studii au aratat ca
voriconazolul poate fi activ impotriva tulpinilor
fluconazol- rezistente de Candida albicans.
(12, 28)

Nu numai expunerea prelungita la un anumit
antifungic determind rezistenta la acesta, ci si
dozajul utilizat. Astfel, un studiu a evidentiat
faptul ca rezistenta la fluconazol era mai crescuta
la pacientii care au primit o dozd cumulativa de
fluconazol, de mai mult de 10 g, indicand
influenta dozajului total asupra dezvoltarii
rezistentei la azoli . Alte studii efectuate in vitro
folosind tulpini de C. albicans expuse Ila
concentratii de fluconazol > 8 ug/ml au aratat ca
acestea devin rezistente dupd cateva pasaje (cca.
15- 20 zile) pe mediul cu fluconazol. Daca
tulpinile sunt expuse la concentratii de 4 pug / ml
fluconazol, ele riman susceptibile chiar dupa 10
astfel de pasaje (25 de zile). In concluzie, este
posibil ca aceastd concentratie sd nu exercite o
presiune suficient de mare asupra culturii incat sa
inducd rezistenta tulpinilor de C. albicans sau
poate este necesara o perioadd mai mare de timp
in cazul acestei concentratii pentru aparitia
rezistentei. (2).

Intr-un studiu realizat pe 59 de tulpini de
Candida, din care 52 de C. albicans, 4 C.tropicalis
si 3 C. krusei, numai 8,47% si 5,08% au dovedit
rezistenta fatd de amfotericina B, respectiv
5-flucitozina, in timp ce frecventa rezistentei fata
de alti agenti antifungici de tip azol era mult mai
mare (25,42% la itraconazol, 45,76% la
ketoconazol, 66,10% la fluconazol) (32). In
graficul de mai jos sunt evidentiate datele
rezultate In studiul respectiv.

Comparativ cu alte subspecii de Candida, C.
albicans este nu numai cea mai frecvent intalnita,
dar, in general, si cea mai putin rezistenta. Dupa
cum se observé in tabelul III, C. albicans apare in
50% din cazuri intre tuplinile izolate, fiind
sensibild la toate tipurile de antifungice utilizate.
(26)

Interesantd este relatia dintre rezistenta si
patogenicitate, tulpinile de Candida albicans
azol-rezistente fiind mult mai putin patogene in
vivo decat variantele lor sensibile la tratament. In
plus, capacitatea reproductivd a tulpinilor
rezistente este, de asemenea, redusd, in mod
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Fig. 2
Tabelul III
Specie Frecventa aparitiei Interpretare, bazatd pe CMI
la nr. cazuri Fluconazol Itraconazol AmB 5FC

C. albicans 50% S S S S
C. parapsilopsis 10-20% S S S S
C.tropicalis 10-20% S S S S
C. glabrata 10-30% S-DD S-DD I S
C. krusei £1% R S-DD S R
C. lusitaniae £1% S S-DD R R

S -sensibild S-DD - sensibild in functie de doza I - sensibilitate intermediara

reversibil insa, dupd o expunere prelungitd la
medicament revenind la nivelul normal.

Experimental, compararea tulpinilor sensibile
si a celor rezistente de Candida albicans a aratat
cd expresia a nu mai putin de 301 gene a fost
alteratd semnificativ la populatiile care au devenit
rezistente. (29)

Rezistenta la azoli poate fi permanentd (la
pacientii cu sistemul imunitar afectat In mod
ireversibil) sau tranzitorie (cum ar fi la persoanele
care primesc un transplant sau la pacientii ce
primesc chimioterapie).

In ceea ce priveste rezistenta tranzitorie, se
presupune cd in cadrul unei populatii de Candida
albicans sensibile la tratamentul cu azoli,
dezvoltarea rezistentei este corelatd cu selectia

R - rezistenta

unei clone rezistente din populatia heterogena de
celule in urma expunerii indelungate la
medicament. Ca atare, intr-un astfel de caz,
celulele rezistente coexistd cu cele sensibile.
Culturile de Candida albicans, Candida glabrata
si Candida krusei contin populatii heterogene in
care coloniile sensibile la azoli alterneaza cu cele
rezistente. (12, 25) Cele mai multe tulpini de C.
albicans au capacitatea de a-si modifica fenotipul
spontan, reversibil, cu o inaltd frecventa (10-4- 10-
1), noul fenotip putand fi evidentiat pe baza
trasaturilor morfologice ale coloniei. Aceste
modificdri joacd un rol important in patogeneza,
fiind corelate in general cu cresterea virulentei,
modificari ale antigenicitatii, sensibilitdtii la
neutrofile si oxidanti, capacititii de adeziune,
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secretiei de aspartil proteinaze. Totodatd, s-au
identificat modificari ale genei CDR3 implicatd in
rezistenta la antifungice. Tulpinile cu fenotip
modificat prezintd ca atare o rezistenta crescutd la
o azoli, amfotericina B, 5 floucitozina (36). Se pare
cd subpopulatiile diferite de fungi, din punct de
vedere al rezistentei si al mecanismelor prin care
se dobandeste aceasta rezistenta, pot coexista la
un moment dat la acelasi pacient. (23)

Este posibil cd rezistenta la azoli a
populatiilor de Candida albicans sd se realizeze
prin mecanisme similare celor care determina
rezistentd la antibioticele B lactamice si glico-
peptidice a populatiilor de enterococi si stafilo-
coci. Aceste mecanisme presupun modificari la
nivelul peretelui celular si intrucat azolii au ca
tintd tocmai peretele celular, schimbari ale
componentelor acestuia ar putea determina
rezistenta la aceste antifungice. (10, 28)

Inainte, dar si pe parcursul tratirii unui
bolnayv, in special cand acesta a suferit o recidiva,
se recomandd a se efectua teste de susceptibilitate
la azoli: determinarea concentratiei minime
inhibitorii; cresterea concentratiei minime
inhibitorii marcheaza aparitia rezistentei fatd de
azoli.

In ultimii ani, in tara noastra, rezistenta
tulpinilor de Candida albicans fatd de azoli, a
devenit semnificativa. Intr-un studiu efectuat de
laboratoarele Synevo pe 114 tulpini de Candida si
facut public In noiembrie 2004, s-a ardtat cd
49,52% dintre bolnavii diagnosticati cu tulpini de
Candida prezentau rezistenta la fluconazol.
Rezistenta la econozal, a fost chiar mai mare, de
56,19%, in timp ce rezistenta la miconozol, a
intregistrat o valoare de 31,43%, aceste ultime
doud produse fiind disponibile iIn numeroase
forme farmaceutice cu aplicare topica. Din totalul
tulpinilor de Candida, 64 erau Candida albicans.
S-a observat o rezistentd de doar 1.9% la
amfotericind B si tot 1,9 % la flucitozing,
antifungice mult mai putin folosite pe scara
larga.

VIl. Rezistenta la amfotericina B

In ciuda utilizarii clinice intense a
amfotericinei B, rezistenta la acest antifungic
apare destul de rar. Mecanismul prin care se
dobandeste aceasta rezistenta nu este pe deplin
elucidat. S-a sugerat cd rezistenta la AmB ar
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putea sd apard prin selectia unei clone rezistente
intr-o populatie, cd urmare a unei mutatii,
identificindu-se diferente fenotipice intre
tulpinile sensibile si cele rezistente la amfo-
tericina.

O altd posibilitate este ca rezistenta sd apara
datoritda modificarilor, cantitative sau calitative,
ale continutului de steroli al membranei, intrucéat
ergosterolul este tinta AmB.

Conform acestei ipoteze, celulele rezistente cu
sterolii modificati ar trebui sd lege cantitdti mai
mici de antifungic decat cele sensibile, acest lucru
putand fi atribuit:

a) descresterii continutului total de ergo-
sterol al celulei, fard schimbari conco-
mitente In compozitia sterolilor;

b) inlocuirii unora sau tuturor sterolilor cu
afinitate crescuta pentru poliene cu altii
care leagd mai putin acesti compusi, cum
ar fi substitutia ergosterolului, coleste-
rolului sau stigmasterolului cu 3-hidroxi
sau 3-oxo sterol;

c) reorientarea sau mascarea ergosterolului,
astfel incat legarea amfotericinei B sa
devina dificila.

S-a aratat ca peretele celular joacd un rol
important In ceea ce priveste rezistenta la
amfotericina B. Prin compararea rezistentei
tulpinilor in faza stationard si in faza de crestere
exponentiald, s-a observat faptul ca in faza
stationara, rezistenta este mai crescuta decat in
cea exponentiald. Aceastd observatie a fost pusa
pe seama faptului cd in faza exponentiald
distrugerea si refacerea peretelui celular au loc la
un nivel mult mai inalt decét in cea stationard,
astfel incat accesul AmB in celuld este crescut. (13)

Rezistenta la tratamentul cu azoli a tulpinilor
de Candida albicans nu este corelata cu rezistenta
la amfotericina B. Experimental, s-a demonstrat
cd tulpini rezistente la fluconazol, ketoconazol si
itraconazol sunt iIn continuare sensibile la
tratamentul cu amfotericina B. (15, 25) De altfel,
Candida albicans si Candida tropicalis sunt cele
mai susceptibile dintre subspeciile de Candida la
tratamentul cu amfotericina B . Dup4 circa 6 ore
de expunere iIn vitro a acestor subspecii la
amfotericina B, mai putin de 1% din populatie
supravietuieste.

S-a observat insa cd, dacd 1In prealabil
tulpinile de Candida albicans sunt expuse unor
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concentratii subinhibitoare de fluconazol sau
itraconazol (chiar dacd expunerea este de numai
3 ore), acest lucru are drept rezultat cresterea
pronuntatd a rezistentei fatd de amfotericind B.
Imediat dupd expunerea la azoli, tulpinile de
Candida albicans sunt capabile sa creasca pe
medii care contin amfotericina B. Aceastd
rezistenta se poate mentine cateva zile dupa
indepdrtarea azolilor, dar nu este permanenta.
Acest antagonism in vitro Intre azoli si amfo-
tericina B poate demonstra cd anumite combinatii
antifungice nu sunt benefice in tratamentul
pacientilor. Dacd un pacient nu raspunde trata-
mentului cu azoli, terapia imediatd cu amfo-
tericina B se poate dovedi ineficientd (cel putin
temporar) din cauza efectului protectiv al azolior.

De asemenea, se poate concluziona ca
rezistenta la amfotericina B se datoreazd mai
degrabad utilizarii prelungite a azolilor decat
terapiei In sine cu amfotericina B. Mecanismul
prin care se dobandeste aceastd rezistenta nu este
elucidat. Este posibil cd expunerea la azoli sa
determine anumite modificari ale ergostreolului
din peretele celular fungic, principala tintd a
amfotericinei B. (15)

Rezistenta la amfotericina B este crescuta la
pacientii cu cancer, desi nu se cunoaste modul in
care chimioterapia determina rezistenta la acest
antifungic.

Se presupune ca pre-expunerea la un alt
antifungic polienic, ex. nistatinul, ar avea ca
rezultat aparitia unor tulpini rezistente fatd de
amfotericina B. (20, 38)

VIIl. Rezistenta la 5-flucitozina

Apare destul de des in cazul monoterapiei cu
acest antifungic. 10% din tulpinile izolate de
Candida albicans prezinta rezistentd primara
(intrinsecd) la 5-flucitozina, alte 30% dezvolta
rezistenta secundard. Rezistenta la 5-flucitozina
are un caracter recesiv si poate sd apard prin
mutatie sau prin recombinare in timpul meiozei.
Rezistenta primard este urmarea unui defect la
nivelul citozin dezaminazei care determind
transformarea 5- flucitozinei in 5-fluorouracil, iar
rezistenta secundard implicd un defect al uracil
fosforibozil transferazei care determind trecerea
5-FU in FAUMP (20, 38) Cele doud serotipuri de la
C. albicans prezintd rezistentd diferitd la 5-
flucitozing, serotipul A fiind mult mai susceptibil

la acest antifungic decat serotipul B. (30)
Descresterea activitatii dezaminazei responsabile
de transformarea 5FC in 5FU este asociata cu
rezistenta intr-o manierd dependenta de genotip.
Homozigotii FCY/FCY prezinta activitate
dezaminazicd crescutd (tulpinile fiind sensibile la
5FC); heterozigotii FCY/fcy prezintd activitate
mai scazutd, iar la homozigotii recesivi fcy/fcy
activitatea dezaminazei este foarte slabd, aproape
nedetectabild, aceste tulpini izolate prezentand
rezistenta crescutd la 5 FC. (13)

IX. Rezistenta la alilamine

Alilaminele, cum ar fi terbinafina si naftifina
sunt o clasd de inhibitori ai biosintezei
ergosterolului distincti din punct de vedere
chimic si functional de alte tipuri de agenti
antifungici anti-ergosterol. Desi terbinafina este
eficientd mai ales impotriva dermatofitilor, a fost
utilizatd si in infectiile cu Candida. Terbinafina s-
a dovedit folositoare in cazul unor tulpini azol -
rezistente de C. albicans. Alilaminele actioneaza
prin inhibarea primelor etape ale sintezei
ergosterolului. Inhibarea coincide cu acumularea
in celuld a precursorilor de tip squalene si absenta
oricdrui alt intermediar sterolic, sugerand faptul
cd terbinafina actioneaza asupra enzimei squalen-
epoxidazd, inhiband-o. Acumularea squalenei in
celuld determind moartea acesteia mai degraba
decat absenta ergosterolului.

Utilizarea destul de scdzutd a alilaminelor in
cazul infectiilor cu Candida a facut ca pand in
prezent sd nu se identifice cazuri de rezistenta la
acestea. Este totusi de asteptat ca utilizarea din ce
in ce mai frecventd sd ducd la aparitia rezistentei,
fiind raportate cazuri de tulpini de C. glabrata
azol rezistente care exprimau rezistenta incruci-
satd la terbinafina. Unele studii au demonstrat ca
transportorii CDR1 pot folosi si terbinafina ca
substrat. (13)

X. Determinarea rezistentei la diverse
antifungice

Se face pe baza testelor de susceptibilitate ce
urmdresc valorile CMI in plasma. Sunt conside-
rate rezistente tulpinile care au valori ale CMI >
64 png/ml pentru fluconazol, itraconazol si
ketoconazol; > 32 pg/ml pentru 5 flucitozina
si >2 ug/ml pentru amfotericina B. (vezi
tabelul 1V) (32)
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Tabelul IV. Concentratia inhibitorie minima pentru Candida spp. din cadrul agentilor antifungici (25)

Ketoconazol Fluconazol Itraconazol Grad de

AmpB <0,-312- 2 5 -FC <0,0312- 64 o
<0,0312- 64 <0,0312- 64 <0,125-1 susceptibilitate
<0,125-4 <1-8 <0,125 <0,0123-1 <0,0312 Sensibila
Sensibilitate redusa
16- 32 16- 32 0,25-0,5 2 16 . .
(intermediar)
> 64 > 64 >1 >2 32- 64 Rezistenta

Xl. Rezistenta la antifungice datorata
capacitatii Candidei albicans de a
forma biofilme

Candida albicans are capacitatea de a forma
biofilme pe anumite suprafete (catetere, dinti,
epitelii). Biofilmele se formeaza in urma adoptéarii
unei fiziologii specifice prin trecerea de la forma
de drojdie la forma filamentoasd. Stransa
imbinare a hifelor duce la constituirea unui astfel
de biofilm in interiorul caruia celulele de Candida
albicans sunt protejate de antifungice, chiar daca
in mod normal ar fi sensibile. Ca atare, pot aparea
adesea recurente ale bolii chiar dupéa tratamente
antifungice aparent eficiente. (10, 21)

Este posibil sa existe diferente de
susceptibilitate fatd de antifungice chiar intre
cele doua fenotipuri, formele filamentoase
putand fi mai rezistente si mai patogene decat
cele lipsite de hife. (10, 21)

Biofilmele se formeaza in trei etape:

- timpurie (in care are loc adeziunea la

substrat);

- intermediara: blastomerele prolifereazad si
formeaza comunitdti ce produc o matrice
extracelulard bogatd in carbohidrati;

- faza de maturare in care celulele sunt
complet incapsulate In matrice.

S-a observat de asemenea la nivelul celulelor
din biofilm activarea pompelor care realizeaza
efluxul de fluconazol. Spre deosebire de celulele
planctonice de C. albicans in care pompele sunt
exprimate in stadii mai tarzii, la nivelul
biofilmului, transportorii se exprima timpuriu si
apoi in toate stadiile de dezvoltare a biofilmului.
Aprecierea implicdrii acestora in rezistenta la
antifungice a biofilmului se poate face folosind o
proteina fluorescentd, rodamina 123, care este un
cunoscut substrat pentru pompele de eflux in

celula mamifera, bacteriand sau de drojdii.
Folosind rodamina 123 s-a demonstrat cd
transportorii contribuie la rezistenta biofilmului
in stadiile timpurii, dar nu si in faza de maturare.
in etapele intermediard si de maturare, se pare ca
fenotipul rezistent este datorat modificarilor care
au loc in compozitia sterolilor. Depletia genelor
cdr si mdr codificatoare pentru transportori nu
afecteaza capacitatea celulelor de a forma
biofilme (27).

Chiar daca pompele sunt deficitare, biofilmul
continua sa fie rezistent la antifungice, ceea ce
aratd ca rezistenta la nivelul acestei structuri este
un fenomen complex care implicd mai mult de un
singur mecanism. In ceea ce priveste ergosterolul,
s-a constatat o reducere a nivelului acestuia pana
la 50% in faza maturd fatd de cea timpurie, in
vreme ce in cazul celulelor planctonice reducerea
este de numai 18%. Nivelele altor steroli, atat in
celulele planctonice cat si in biofilm s-au dovedit
de asemenea modificate (zimosterol, 4,14-
dimetilzimosterol, obtusifoliol). Compozitia in
steroli a membranei celulare pare a fi un factor
critic asociat cu rezistenta la azoli a biofilmelor in
faza maturd. Modificari ale compozitiei sterolilor
pot conduce la alterarea permeabilitdtii mem-
branei ceea ce Incetineste patrunderea agentului
antifungic in celule(16). Cresterea rezistentei
antifungice in timpul dezvoltdrii biofilmului
aratd cd progresia rezistentei la medicament este
corelatd cu o activitate metabolicd crescuts;
rezistenta se dezvoltd deci in timp, odatd cu
maturizarea biofilmului. Biofilmul este rezistent
la majoritatea antifungicelor. Numai agentii
antifungici mai noi din familia echinocandinelor
si forma liposomald noud a amfotericinei B s-au
dovedit eficiente contra biofilmelor. (7, 20)
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XIl. Evolutia rezistentei la antifungice in
populatii experimentale de C. albicans

S-a demonstrat ca exista un patern evolutiv al
rezistentei fatd de un anumit antifungic care
implica selectia si perpetuarea unei tulpini la care
aleator a apdrut o mutatie ce conferd un avantaj
adaptativ. Adaptarea la concentratiile inhibitoare
ale antifungicelor a fost urmaritd in populatii
experimentale de celule sensibile la fluconazol de
Candida albicans. Intr-un astfel de studiu, s-au
folosit 12 populatii de C. albicans, dintre care 6 au
fost cultivate in mediu in care concentratia de
fluconazol era dubla fata de CMI, iar celelalte 6 au
fost mentinute in mediu fard antifungic.
Adaptarea la prezenta fluconazolului a fost
evidentiatd prin modificarea valorilor CMI, in
timp ce la populatiile crescute pe mediu fara
fluconazol nu s-a inregistrat nici o modificare a
CMI. Cresterea rezistentei la fluconazol a fost
insotitd in cazul tuturor celor 6 populatii de
rezistenta la ketoconazol si itraconazol. S-a
constatat cd cele 6 populatii prezentau nivele
diferite de rezistentd cu paternuri distincte de
supraexprimare a patru gene implicate in
rezistenta la fluconazol: genele pentru trans-
portorii ABC (cdrl si cdr2), gena ergll
codificatoare pentru Cl14 o demetilaza, enzima
tintd pentru fluconazol, si gena pentru major
facilitator MDR1. Adaptarile selective ale acestor
populatii au fost insotite de modificadri genomice
a caror legaturd cu dobandirea rezistentei raimane
incd necunoscutd: pierderea heterozigotismului
anumitor markeri genetici, alterdri ale cario-
tipului electorforetic si ale amprentelor AND
(DNA fingerprinting). Aceste rezultate au aratat
cd sansa aparitiei unor mutatii care conferd un
anumit avantaj este determinantd in evolutia
rezistentei la azoli in populatiile experimentale de
C. albicans (7)

XIll. Strategii pentru prevenirea si comba-
terea rezistentei la C. albicans

In ultimii ani incidenta infectiilor cu C.
albicans a crescut foarte mult in conditiile in care
s-au dezvoltat tulpini rezistente la antifungicele
actuale. Resursele de medicamente anti-Candida
se dovedesc destul de limitate, iar unii dintre
agentii antifungici folositi pot avea efecte adverse
grave. Dezvoltarea unor noi strategii pentru

preventia si tratarea candidozelor pare a fi o
provocare importantd in cadrul micologiei
moderne. O etapd preliminara in dezvoltarea
unor astfel de strategii este cunoasterea
amdnuntitd a modului in care Candida provoaca
boala si a mecanismelor prin care isi dobandeste
rezistenta. Pand recent, se presupunea cd infectiile
sunt produse de tulpini de Candida existente la
pacienti si anterior bolii in forma comensald. Au
aparut insa indicii care arata cd aceste tulpini sunt
de fapt inlocuite cu altele, mai virulente si mai
rezistente la antifungice determinand infectia. De
multe ori, o astfel de tulpina se dezvolta in cadrul
populatiei anterioare prin perpetuarea unei
mutatii ce conferd un avantaj selectiv. Aceste noi
tulpini sunt responsabile de o treime pana la o
jumdtate din candidoze.

In prezent, se fac cercetdri vizdnd compararea
acestor noi tulpini cu celelalte, in scopul
identificarii diferentelor genomice si secventelor
caracteristice tulpinilor mai virulente. Aceste
diferente sunt potentiali factori de virulenta si de
rezistenta si identificarea lor creste sansele
intelegerii modului in care se instaleaza infectia
cu Candida; totodatd, secventele identificate pot
servi cd tintd pentru dezvoltarea a noi anti-
fungice.

nr. cazuri

Fig. 3. Infectii cu Candida la nivelul pielii si al unghiilor
in anii 2000-2004 in Romdnia

Forma filamentoasd a C. albicans este mai
capabild de aderentd decat forma de drojdie si ca
atare, va invada mai usor tesuturile gazda
formand in plus biofilme care au ca rezultat o
rezistenta sporitd. Noile strategii terapeutice
trebuie sd ia In coniderare acest lucru, proiectand
agenti antifungici care sa aiba cd tinta stoparea
dezvoltarii hifelor. Desi fluconazolul si itra-
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conazolul s-au dovedit eficienti impotriva
formelor filamentoase ale C. albicans, In multe
cazuri aparitia rezistentei la aceste antifungice
genereaza probleme importante. Anumite studii
au demonstrat faptul ca lactoferina, o proteina
antimicrobiand identificatd in secretiile exocrine
la mamifere si in neutrofile prezintd activitate
anti-Candida. Lactoferina si lactofericina (peptida
rezultatd din capatul N-terminal al lactoferinei)
au fost testate pentru evaluarea capacitatilor
antifungice. S-a constatat cd lactofericina B
rezultata din lactoferina bovind prezinta
puternice efecte distructive asupra membranei
celulare fungice, avand activitate fungicida
impotriva C. albicans. In combinatie cu
fluconazolul si itraconazolul, lactoferina si
lactofericina B prezintd actiune sinergica
impotriva C. albicans. S-a constatat ca tulpinile
rezistente la azoli sunt mai degraba inhibate de
lactoferind si lactofericind decat cele susceptibile,
iar pe de altd parte efectul itraconazolului si
fluconazolului asupra acestor tulpini rezistente se
imbunatidteste In prezenta celor doi compusi.
Acest lucru indicd posibilitatea folosirii lacto-
ferinei si lactofericinei ca inhibitori ai cresterii
formelor filamentoase de C. albicans. Acest efect
al lactoferinei si lactofericinei asupra tulpinilor
rezistente de C. albicans nu este surprinzator.
Intrucat lactoferina se leags la membrana celulara
fungicd determindnd anumite modificdri, iar
lactofericina are chiar capacitatea de a distruge
membrana, este explicabil modul in care
combinarea lor cu azolii reface efectul acestora
asupra tulpinilor rezistente. Este de asemenea
posibil cd lactofericina B sd determine o reducere
a nivelului de ATP in celula fungicd, intrucat
disipeazd gradientul protonic de-a lungul
membranei celulare. In acest caz, activi-tatea
transportatorilor care realizeaza efluxul azolilor
din celuld se diminueaza si ca atare, rezistenta
fata de azoli scade. Este posibil ca la nivelul
organismului gazda lactoferina din mucoase si
din neutrofile sa determine ampli-ficarea actiunii
azolilor inhiband colonizarea gazdei de catre
tulpinile rezistente de C. albicans In cavitatea
bucald unde nivelul lactoferinei este scizut,
acesta fiind situsul primar in cazul infectiei cu
tulpini rezistente de C. albicans. Sunt necesare
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studii suplimentare pentru a evalua capacitatile
terapeutice ale acestor peptide si modul in care
ele pot fi exploatate (37).

Recent, s-au facut studii care indicd faptul ca
efectul azolilor impotriva tulpinilor rezistente de
C. albicans ar putea fi amplificat de combinarea
acestora cu un antiinflamator nesteroidian. S-a
constatat in vitro efectul sinergic al fluconazolului
cu ibuprofenul in cazul unor tulpini rezistente de
C. albicans, efect neevidentiat in cazul tulpinilor
sensibile la fluconazol. In plus, s-a observat ca
inhibarea cresterii tulpinilor rezistente are loc
numai in cazul in care concentratiile de
fluconazol si ibuprofen se mentin la nivel inferior
valorilor CMI. Studiile viitoare vor arata dacd o
atare combinatie este utild in tratarea infectiilor
Candida fluconazol-rezistente. (1)

Strategiile viitoare Impotriva infectiilor cu
tulpini rezistente de C.albicans trebuie si ia in
considerare mai multe directii:

- stabilirea dozelor si duratei optime de
actiune pentru un anumit antifungic la
fiecare pacient;

- profilaxie medicamentoasa la pacientii cu
risc crescut de aparitie a infectilor
rezistente;

- ameliorarea tolerabilitatii si accesibilitatii
pentru un anumit medicament;

- terapii combinate (amfotericina B, flucito-
zina, azoli) luand in considerare si even-
tualele interactiuni medicamentoase care ar
putea sa apara;

- cercetdri pentru descoperirea a noi agenti
antifungici, In special cu activitate fungi-
cidg;

- ameliorarea functiei imunitare.

Unele studii au aratat ca folosirea anti-
fungicelor sub forma de suspensie (AmB 100
mg/ml), itraconazol (10 mg/ml), fluconazol (10
mg/ml) sau sub forma lipidicd ( AmB) este mai
eficientd impotriva tulpinilor rezistente. (15)

Ca terapii alternative in cazul rezistentei la
fluconazol se pot folosi in mod practic:

- capsule de itraconazol (de obicei in doze

mari);

- doze marite de fluconazol;

- suspensie orald de fluconazol sau itra-
conazol;
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- suspensie orald amfotericina B;

- amfotericina B in forméd intravenoasa;

- un azol sau amfotericind B cu flucitozina

(26).

O noud tendintd in tratamentul infectiilor
fungice rezistente, mai ales la persoanele cu
defecte imunitare, este imunoterapia, Iin
incercarea de a ameliora sau amplifica functia
imunitars. In general, aceasta este orientata spre
corectarea defectului imunitar subiacent care
predispune la infectia fungicd, dar poate de
asemenea sa urmadreascd amplificarea functiei
imune contra agentului fungic. Citochinele,
factorii de crestere si leucocitele pot amplifica
apararea gazdei Impotriva unei largi varietati de
agenti patogeni si transfuziile cu aceste elemente
reprezintd un exemplu de imunoterapie non-
specifica.

Administrarea anticorpilor este un tip specific
de imunoterapie, orientata asupra unui anumit
agent patogen. Potentiala eficientd a anticorpilor
din ser impotriva fungilor a fost sugeratd de
prelungirea supravietuirii la soarecii cu infectii
Candida experimentale care au fost tratati cu
imunoglobuline intravenos in combinatie cu
amfotericind B. S-a sugerat de asemenea ca o
administrarea intravenoasa de imunoglobuline,
chiar si in doze mici, poate preveni infectiile
fungice la persoanele imunocompetente. Admi-
nistrarea de anticorpi bovini fatd de C. albicans la
pacienti cu transplant de maduvad a redus
colonizarea Candidei la 7 din 10 pacienti, ardtand
cd anticorpii specifici fatd de C. albicans pot fi
eficienti si la persoanele cu imunitatea afectata.(4)

XIV. Concluzii

Rezistenta tulpinilor de Candida albicans la
tratamentul antifungic este o realitate din ce in ce
mai prezenta. Ea apare prin mecanisme complexe
celuare sau umorale, pe un teren care tine fie de
fungul care determinad infectia, fie de organismul
gazda.

Pentru a scddea incidenta rezistentei la
antifungice, trebuie sd evaludm posibilitatile
terapeutice si trebuie sd tinem cont de anumite
aspecte practice:

1. Azolii, in special cei cu toleranta mai bund,

cum sunt fluconazolul, itra-conozolul, au

fost si sunt de ales cd prima optiune

entru tratamentul Candidei albicans.
Insa, folosirea pe scard larga a fluco-
nazolului in Romania, care a devenit
foarte accesbil dupd aparitia pe piata
farmaceuticd a produselor romanesti, a
determinat a crestere a resistentei tulpi-
nilor patogene de Candida albicans intr-o
proportie ingrijordtoare. Am mentionat un
studiu efectuat pe 114 tulpini de Candida,
dintre care 64 tulpini patogene de Candida
albicans, in care, 49.52% dintre pacienti au
prezentat rezistenta la fluconazol, 56,19%
la econozol si 31,43% la miconazol,
ultimele preparate gasindu-se in diverse
forme pentru tratament local. Acest studiu
ne releveaza o situatie de care trebuie sa
tinem seama pentru a institui un
tratament corect.

. Este imperios necesar a se efectua fungi-

grama oricdrui pacient care se prezintd la
medic cu infectii fungice recurente; vom
economisi astfel fondurile alocate de
bolnav inutil pentru tratamentul micozei
care il supara, dar mai important, putem
alege optiuni terapeutice care sa vindece
bolnavul.

. Tindnd cont de toate experientele efec-

tuate pentru determinarea rezistentei,
informatiile privind antigenicitatea com-
ponentelor peretelui celular la C. albicans
s-ar putea dovedi utile intr-o eventuald
abordare a posibilitatilor terapeutice. S-a
stabilit ca peretele celular este important
in aproape toate aspectele privind biologia
si patogenicitatea acestui fung. Proteinele
peretelui celular si manoproteinele consti-
tuie antigene majore si principalele
molecule de recunoastere. Marea lor
variabilitate poate ajuta celulele fungice sa
scape de mecanismele de aparare ale
gazdei. Caracterizarea componentelor
peretelui celular, mai ales a acelora care
prezinta proprietdti antigenice, se poate
dovedi o bazd pentru dezvoltarea strate-
giilor alternative in cadrul manage-
mentului global al candidozelor, in special
acelora provocate de tulpini rezistente la
antifungice.

Intrat in redactie: 12.11.2008
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