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Articolul reprezinta revista literaturii in baza analizei surselor literare, selectate printr-o cercetare in bazele de date
Web of Science, PubMed/MedLine, EMBASE, Scopus, HINARI, care contin cele mai recente si relevante informatii. Au
fost revizuite studiile privind factorii de virulenta a fungilor si metodologiile de detectare. In lucrare sunt prezentate datele
cercetarilor privind urmatorii factori de patogenitate: mecanismele de adeziune, sinteza enzimelor hidrolitice, responsa-
bile de leziunile tesuturilor gazda, efectele imunomodulatoare, deteriorarea eficacitatii rezistentei antimicrobiene a gazdei,
mecanismele de formare a biofilmelor. Sunt listate si metodologiile de cercetare in vitro a acestor factori. Capacitatea
unor fungi de a provoca boli este conditionata de factorii de virulenta, care ajuta la supravietuirea fungilor si la persistenta
lor in gazda, ducand la afectarea tesutului si la boald. Detectarea factorilor de virulenta si persistenta acestora permite
medicilor microbiologi si clinicieni sa faca distinctia dintre colonizare si infectie fungica.
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VIRULENT FACTORS OF PATHOLOGIC FUNGI:

CLINICAL MEANING AND PHENOTIPICAL DETECTION

The article represents the review based on the analysis of literary sources, selected through documentary research into
Web of Science, PubMed/MedLine, EMBASE, Scopus, and HINARI databases containing the most recent and relevant
information. Studies concerning the fungi virulent factors and the methods of their detection. In the paper, data on the
following pathogenicity factors are presented: adhesion mechanisms, synthesis of hydrolytic enzymes responsible for
host tissue lesions, immunomodulatory effects, deterioration of the antimicrobial resistance of the host, mechanisms of
biofilm formation are presented. The in vitro research methodologies of these factors are listed. The ability of fungi to
cause disease is due to virulence factors that help the survival of fungi and persistence in the host, resulting in tissue
damage and disease. Detection of virulence and persistence factors allows microbiologists and clinicians to distinguish
between colonization and fungal infection.
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Introducere

Cercetarile stiintifice studiate prezinta dovezi ca pe pamant exista aproximativ 1,5 milioane de specii de
fungi, dar numai 600 sunt patogene pentru om, dintre care 30 sunt implicate in maladii umane. Afectiunile
fungice sunt in general cunoscute sub numele de micoze. Capacitatea fungilor de a provoca boli si factorii de
virulenta a acestora sunt un rezultat al strategiilor de depasire si supravietuire in mediul dur al gazdei [1,2].

Autorii studiilor de baza propun a defini fungiile ca eucariote, care se raspandesc prin producerea de spori,
si mentioneaza ca majoritatea acestora se pot reproduce atat sexuat, cat si asexuat, fiind raspanditi pretutindeni
in mediul inconjurator. Exista trei increngaturi majore de fungi, la care apartin majoritatea fungilor patogeni
umani. Acestea sunt Ascomycota, Basidiomycota si Zygomycota [3].

Infectiile fungice sunt tot mai frecvent raspandite, asociate cu o crestere a mortalitatii si a morbiditatii.
Majoritatea infectiilor fungice sunt superficiale si relativ usor de tratat. Totusi, exista si milioane de infectii
fungice invazive ce pot pune in pericol viata, mai cu seama a persoanelor cu imunodeficienta, cancer si
transplant. Aceste infectii sunt favorizate de utilizarea irationala a antimicrobienelor cu spectru larg, a cortico-
steroizilor si a terapiei imunosupresoare [4-7].

Actualmente, un sir de cercetari stiintifice au fost orientate spre studierea factorilor de virulenta a fungilor.
Studiind factorii de virulentd si mecanismele de patogenitate se va putea identifica noi tinte pentru actiunea
antifungica [8,9].

Studiul realizat a pus accent pe analiza articolelor ce au abordat preponderent determinarea factorilor de
virulenta a genului Candida, deoarece este genul cel mai frecvent implicat in etiologia si dezvoltarea micozelor
umane, dar in acelasi timp au fost analizati si cei specifici altor fungi [10].
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La moment, in toata lumea sunt raportari oficiale, studii si alte lucrari care elucideaza cauzele, factorii de
virulenta si relevanta lor clinica in aparitia si manifestarea clinica a acestora, estimeaza incidenta si prezinta
impactul social si economic al infectiilor micotice [11].

Autorii unor studii comprehensive privind infectiile micotice mentioneaza ca infectiile cauzate de levuri
din genul Candida sunt unele dintre cele mai raspandite infectii micotice la om si la animale, de la cele
superficiale la cele diseminate. Ele se gasesc in general la persoane cu un sistem imunitar slabit sau chiar
compromis, la un contingent foarte larg, precum copiii si nou-nascutii, la bolnavii diabetici, la persoanele care
au facut terapie cu antibiotice timp indelungat [12,13].

Conform datelor unor autori, colonizarea reprezinta capacitatea fungilor patogeni de a supravietui si de a se
multiplica in organismele gazda sensibile, totodata reprezentand etapele esentiale ale procesului infectios [14].

Material si metode

Au fost analizate ca surse reviste si website-uri medicale si au fost selectate cele mai recente si relevante
articole la subiectul abordat, cu revizuirea si sistematizarea informatiilor publicate in ultimii 10 ani. Studiul s-a
bazat pe analiza a 65 de surse bibliografice privind factorii de virulenta a fungilor si metodologiile de detectare.

Rezultate si discutii

In aceasta lucrare sunt prezentate datele studiilor privind cercetarea factorilor de virulenta a fungilor, pre-
cum: capacitatea de a adera la tesuturile gazdei; sinteza enzimelor hidrolitice care provoaca leziuni tisulare si
interferenta directa cu sistemul de aparare a gazdei; dimorfismul — capacitatea de existenta in doua forme si
trecerea de la o forma la alta, termotoleranta la cel putin 37°C contribuie la diseminarea infectiei; efectele
imunomodulatoare; deteriorarea eficacitatii rezistentei antimicrobiene a gazdei; mecanismele de formare a
biofilmelor [8,15,16].

Studiile cu referire la notiuni si definitii privind subiectul abordat relateazd urmatoarele [17].

Patogenitatea (gr. pathos — boala, suferinta; gr. geneia, fr. génie — nascut, produs al) este proprietatea
esentiala a oricarui agent patogen de fungi si consta in capacitatea acestuia de a genera un proces infectios,
acelasi din punct de vedere clinic, manifestat prin starea de boala, atunci cand patrunde in organismul sensibil
pe cale naturala sau pe cale experimentala. Un microorganism patogen este capabil sa induca leziuni tisulare
la 0 gazda receptivd. In mod obisnuit, patogenitatea este asociatd, inexact, cu modul de viatd parazitard a
microorganismelor, dar calitatea de patogen nu se asociaza totdeauna cu parazitismul. Patogenitatea a aparut
in cursul co-evolutiei gazda-parazit si implica existenta a patru proprietati esentiale: patrunderea si localizarea
in tesuturile gazdei; multiplicarea si producerea de toxine/invadarea gazdei; inducerea unui raspuns imun si
rezistenta la mecanismele de aparare a gazdei; producerea leziunilor specifice [18].

Virulenta (Ib. latind virulentus — otravitor) este capacitatea relativa a unei tulpini patogene de a determina
leziuni tisulare (de a coloniza, de a se multiplica si, eventual, de a invada celulele si tesuturile gazdei si/sau de
a produce toxine), determinand o stare patologica la 0 gazda receptiva. Virulenta exprima cantitativ gradul de
patogenitate a unei tulpini pentru o anumitd gazda si este o proprietate multifactoriala, dependenta de
particularitatile structurale si fiziologice ale agentului patogen, materializate in: infectiozitate (capacitatea de
colonizare), agresivitate (invazivitate), toxigenitate [18].

Infectia (I0. latind inficere — otrava) este determinatd de capacitatea agentului patogen de a patrunde, de a
se localiza si multiplica in organismul-gazda sensibil [19].

Factori de virulenta sunt niste structuri fungice ale unor proteine membranare sau cu unele particularitati
fiziologice si de sinteza (sinteza exotoxinelor sau a exoenzimelor), care determina producerea unor leziuni in
organismul gazdei [20].

Adezinele. Studiile realizate in ultimul deceniu subliniaza semnificatia si capabilitatea fungilor patogeni de
a provoca boli printr-un arsenal de factori de virulenta [10].

Cercetarile in domeniu au stabilit ca primii factori de virulenta implicati in invazivitatea fungului prin
colonizarea gazdei sunt structurile specializate de pe suprafata fungilor numite proteinele de adeziune. Prima
etapa a colonizarii unui tesut este aderenta fungilor la celulele gazdei, in cazul de fata, in mod special la epiteliu
si endoteliu. Aderenta asigura colonizarea anumitor situsuri din organism, multiplicarea fungilor, sinteza
toxinelor si desfasurarea reactiei inflamatorii de aparare [21,22].

Studiile in domeniu denota ca aderenta impiedica indepartarea fungilor prin fluxul secretiilor, tuse, motilitatea
cililor. Structurile fungice de aderenta, anatomice sau moleculare, sunt de cele mai multe ori adaptative. Ele
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dispar prin cultivarea succesiva in vitro conditionata de complementaritatea sarcinilor electrice ale celor doua
suprafete. Aderenta reprezinta un avantaj ecologic major pentru fungii patogeni, cu privire la asigurarea
nutrientilor, protectia fata de anticorpi si lizozim etc. Multiplicarea lor, dupa aderenta, are loc cu o rata net
superioara fata de cea a celulelor neaderente [23].

Autorii altor studii afirma ca factorii de adeziune nespecifici la etapa initiala permit fungilor sa se ataseze
si sa supravietuiasca pe suprafata epiteliului; astfel, fibrile glicoproteice cu centru hidrofobic al peretelui
celular nu asigura doar adeziunea la tesuturile gazdei, dar si la multe materiale plastice, utilizate in catetere,
sisteme de transfuzie si endoproteze. Adeziunea specifica este determinata de receptorii de adeziune [24,25].

Cercetdrile in domeniu denota ca capacitatea de aderare a reprezentantilor diferitelor specii de Candida
variaza considerabil, fiind mai accentuata la Candida albicans, Candida tropicalis, Candida dubliniensis si
mai scdzuta la speciile Candida glabrata si Candida krusei [26].

Autorii studiilor comprehensive in acest domeniu mentioneaza accentuarea proprietatilor adezive ale
fungilor la actiunea asupra organismului uman a antibioticelor, hormonilor glucocorticoizi, citostaticelor,
precum si a conditiilor de cultivare si a varstei culturii [24].

Sursele analizate atribuie rolul moleculelor de adeziune ale Candidei albicans capacitatii de a se atasa de
dispozitivele medicale, formand biofilmul ce sporeste patogenitatea acestuia [10]. Aceste moleculele de
adeziune includ proteinele Als, Hwplp, Eaplp, Cshlp si altele [27,28].

Conform datelor unui sir de cercetari, s-a stabilit ca existd opt gene care codifica proteinele Als. Aceste
proteine mediaza adeziunea la colagen, celule endoteliale, celule epiteliale si agregare celula-celula, Hwplp
mediaza legarea la epiteliu, in timp ce Intlp mediaza aderenta la trombocite [29]. Cercetarea suprimarii Als3
este esentiala in dezvoltarea unui vaccin pentru prevenirea candidozei invazive [30].

Studii relevante evidentiaza printre fungii patogeni ce poseda adeziune Aspergillus fumigatus, Histoplasma
capsulatum si Paracoccidioides brasiliensis. Conidiile de Aspergillus fumigatus sunt acoperite cu proteine
hidrofobe cunoscute sub denumirea de bastonase. Aceste proteine sunt codificate de catre genele RODA si
RODB si mediaza aderarea conidiei la albumina si colagen. Receptorii de pe suprafata hifelor includ galacto-
mannanul si chitina din Aspergillus fumigatus, care mediaza aderenta la complement, fibrinogen, imunoglo-
bulina si surfactantul A si D [31].

Un grup de cercetatori aduc dovezi ca Blastomyces dermatitidis adera prin BAD1, care leaga CR3 si CD14
de fagocite si moduleaza, de asemenea, raspunsurile imune ale gazdei [32]. Alti cercetatori descriu ca Histoplasma
capsulatum foloseste pentru adeziune HSP60 [33], in timp ce Paracoccidioides brasiliensis foloseste 3-fosfat
dehidrogenaza (GAPDH) si polipeptidele p19, p30, p32 [34], iar Coccidioides immitis utilizeaza peretele
exterior sferic (sferule) (SOW) pentru a adera la celula gazda [35].

Exista alte studii analizate pe un sir de proteine fungice, numite analogi de integrine. Acestea prezinta
similaritati structurale cu receptorii pentru complement CR3 si CR4, ceea ce faciliteazi adeziunea la celulele
epiteliale. Partea proteica prezentata de o glicoproteina de suprafata a fungului adera la structurile epiteliului
(fibronectine, colagen, laminine etc.) [36,37].

Cercetarile tintite ofera exemplu de interactiune proteina-proteina ce serveste interactiunea demonstrata in
vitro a proteinei candidozice Gpml (Phosphoglycerate mutase 1), care ajuta fungul sa se ataseze la celule
endoteliale, keratinocite si monocite prin intermediul vibronectinei, proteina care apartine gazdei [38].

Dimorfismul. Acest factor de virulenta este un alt subiect abordat de cercetatori si reprezinta una dintre
modalitatile prin care fungii patogeni pot deveni virulenti. Majoritatea fungilor patogeni prezinta dimorfism,
adica pot trece de la o forma, care nu este patogena, la 0 forma patogeni. In mediu poate exista ca un tip
morfologic, precum microflora comensala, insa atunci cand provoaca infectie, exista ca alt tip morfologic. Prin
urmare, fungii dimorfici reprezinta o categorie aparte de microorganisme, care pot aparea sub doua forme, in
functie de conditiile de mediu. Autorii dau exemplu de fungi dimorfici, precum Blastomyces dermatitidis,
Coccidioides immitis, Paracoccidioides brasiliensis si Candida albicans. Ele pot exista in forma de levuri sau
filamentoasa. Fungii in forma de levuri se gasesc in tesuturile organismelor parazitate sau la 37°C in vitro, iar
forma filamentoasa apare cand sunt cultivate la temperatura camerei sau la 30°C, pe medii uzuale. Unii fungi
pot avea alte tipuri morfologice, de exemplu Coccidioides immitis poate forma sferule mari prin endosporulare.
Formele intermediare, cum ar fi pseudohife, pot exista, asa cum se observa, la Candida albicans [39-42].

Termotoleranya este un factor de patogenitate aparte descris de autorii unor studii cu referinta la factorii de
virulenta. Acest factor de virulenta se manifesta prin abilitatea de a creste la temperatura ridicata. Fungii, care
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cauzeaza infectii sistemice, pot sa creasca la temperatura corpului si chiar si la temperaturi febrile de 38-42°C.
Aspergillus fumigatus este evident termofil si poate sa creasca la temperaturi de pana la 55-77°C [8]. Studiile
in domeniu au demonstrat ca HSP70 (proteine de soc termic) sunt prezente la unii fungi, inclusiv la Aspergillus
fumigatus, si este necesar pentru ca sa se adapteze la temperaturi ridicate [43].

Studiile stiintifice accentueaza ca fungii patogeni se schimba de la 0 forma la alta in cazul devierilor de
temperatura; majoritatea din ei exista in forma filamentoasa la temperatura mediului ambiant si devin levuri
la temperatura mamiferului. Atunci cand tranzitia de la forma filamentoasa la cea levuriforma este blocata,
precum in cazul Histoplasma capsulatum, microorganismul continua si creasca la 37°C, dar in acest caz este
prezenta forma avirulenta [44].

Autorii relateaza ambele forme patogene pentru Candida spp. Ea isi modifica forma ca raspuns la modi-
ficarile din mediul existent (temperatura scazuta, pH acid si altele), ca levura unicelulara, ulterior raspandindu-
se in mediu si ca forma hifala destinata invaziei tisulare [27].

Capsula este listatd de majoritatea studiilor la factorii de patogenitate cu implicare semnificativa in dezvol-
tarea unor micoze. Cercetarile analizate accentueaza ca forma capsulata a fungilor este de obicei prezenta la
fungii patogeni. Criptococcus neoformans se acopera cu 0 capsula glucoronoximannan (GXM), cu care rezista
fagocitoza. Capsula de tip polizaharidic este de obicei proeminenta in izolatele care cauzeaza infectii, in timp
ce Criptococcus neoformans din mediul inconjurdtor este slab incapsulat. Tulpinile lipsite de capsula nu sunt
virulente, deoarece sunt usor fagocitate. Genele responsabile pentru incapsulare sunt CAP59 si CAP64. Capsula
epuizeaza, de asemenea, complementul si provoacd o dereglare a retelei de citokine. Capsula inhiba, de
asemenea, mobilizarea leucocitelor in locul infectiei [45-49].

Capacitatea fungilor de a producere enzime a fost cea mai cercetata din sirul factorilor de virulenta. S-a
constatat ca fungii patogeni produc enzime degradante, care le permit si stabileasca boala si sa disemineze.
Aceste enzime provoaca leziuni ale tesutului gazdei si afecteaza imunitatea gazdei. Pentru a invada, fungii
penetreaza epiteliul/endoteliul cu ajutorul enzimelor hidrolitice, asa ca: aspartil proteaze (codificate de genele
SAP), fosfolipaze si lipaze. Candida spp. secreta fosfolipaze extracelulare, lipaze si proteaze. Candida pato-
gend secreta mult mai multa fosfolipaza decat tulpinile comensale, iar fosfolipazele A, B, C si D actioneaza
prin ruperea legaturilor de ester. Aceste enzime sunt, de asemenea, importante pentru nutrigie si absorbtia
fierului [8,50].

Candida spp. secreta, de asemenea, SAP (aspartat-proteaza), care hidrolizeaza proteinele matrixului extra-
celular, factori de coagulare, cum ar fi factorul Hageman si factorul X, proteinele de aparare a gazdei, de ex.
mucin, IgA, lactoferina si complemente [51].

Aspergillus fumigatus secreta proteaze (serina si aspartat-proteaza, metaloproteaza) si fosfolipaze, care
degradeaza elastina prezenta in tesutul pulmonar. Proteazele serine degradeaza colagenul, fibrina si fibrino-
genul [8].

In ceea ce priveste activitatea proteazelor asupra epiteliului, studiile subliniazi actiunea de stimulare,
colonizare si apoi de penetrare a membranelor mucoaseli, pielei de catre fungi. Este descris efectul de cavitatie,
in care se formeaza 0 cavitate in jurul celulei fungice adiacenta epidermului datorita actiunii proteazelor
[52,53]. In opinia altor autori, distrugerea mucinei de catre proteaze asigura adeziunea celulelor Candida spp.
la epiteliul intestinal, iar activitatea proteazelor impotriva proteinelor endoteliale vasculare duce la penetrarea
in patul vascular si la declansarea candidozei diseminate. Proteazele din componenta celulei fungice asigura
nu doar colonizarea cu agenti patogeni a tesuturilor gazda, dar si protectia acestora impotriva factorilor imuno-
logici. Efectul enzimelor proteolitice este orientat spre consolidarea capacitatii de adeziune si de penetrare a
fungilor in raport cu diverse tesuturi si substraturi ale organismului [50].

Cercetarile complexe denota cé eterogenitatea stabilitd a enzimei pe contul izoformelor existente a aratat
ca productia enzimei este reglata de cel putin 10 gene si activarea sau inhibarea unuia sau a mai multor
izoforme duce la o scadere/crestere a virulentei atat a aceleiasi, cét si a altor tulpini, apartindnd unei singure
specii de fungi. Rolul dovedit al proteazelor in realizarea proprietatilor patogene de catre fungii din genul
Candida, activitatea proteolitica determinata in vitro nu se coreleaza intotdeauna cu virulenta lor [54].

Alte studii mentioneaza rolul Criptococcus neoformans in invadarea sistemului nervos central prin produ-
cerea ureazei. Cercetdrile recente in acest domeniu au demonstrat ca productia de ureaza este, de asemenea,
utilizata de Coccidioides immitis, crescand alcalinitatea in locurile de infectie si tulpinile cu deficit de ureaza
nu se pot disemina [55].
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Unii autori au prezentat date bazate pe dovezi, in care mentioneaza cazeinaza ca enzima proteolitica ce
hidrolizeaza cazeina, principala proteina din lapte [56].

Referindu-ne la un sir de cercetiri privind lipazele si f-hemolizinele, studiile analizate au demonstrat rolul
acestor enzime ca toxine formatoare de pori ce pot contribui la simptomele severe ale infectiei. Acestea
actioneaza asupra membranei celulei fungice, determinand pori la nivelul acesteia, mecanism prin care are loc
diseminarea infectiei in organismul uman [52,53,57].

Studii similare s-au efectuat pentru a stabili actiunea esculinazei sau a -D-glucozidazei, care hidrolizeaza
esculina pana la esculetin si glucoza. Esculetinul se remarca prin legarea ionilor de fier si astfel se formeaza
un complex cu implicatii insemnate atat in cresterea fungilor, cét si in virulenta acestora. Fierul este un compus
esential cresterii si virulentei microorganismelor. In mediul extracelular fierul se afla intr-0 forma care nu
poate fi asimilatd de catre celula fungica, pentru absorbtia acestuia fiind necesari sideroforii (precum
transferina). S-a dovedit ca agentii chelatori ai fierului pot fi fixati de esculetol, asa ca esculinaza are un rol
important in asimilarea Fe necesar activarii unor gene bacteriene si exprimarii unor factori de virulenta [58].

Majoritatea cercetarilor au demonstrat ca DN-zele asigura reducerea Viscozitatii secretiilor in care se
acumuleaza ADN din celulele lizate, permitand diseminarea bacteriilor si asigurandu-le totodata mononucleo-
tide pentru propriile sinteze. Metodologiile de detectare a producerii acestor enzime la tulpinile de fungi
dovedesc potentialul de virulenta al acestora [59].

Studiile analizate subliniaza ca neutrofilele si macrofagii utilizeaza mecanisme oxidative (ROS si RNS)
pentru a distruge fungii prin peroxidarea lipidelor si prin distrugerea acidului nucleic. La randul lor, fungii
patogeni produc enzime cu care pot fi protejate de efectele oxidarii. Acestea produc catalaze pentru protectie
impotriva speciilor reactive la oxigen (ROS) [60].

Alte studii au demonstrat ca Candida spp. utilizeaza superoxid dismutaza (SOD) si HSP (proteine de soc
termic) pentru a se proteja impotriva (ROS) [61], in timp ce Criptococcus neoformans utilizeaza producerea
de cupru, zinc si peroxidaza pentru a rezista la oxidare [62]. Aspergillus fumigatus produce trei catalaze: Cat -
A asociat cu conidia, Catlp si Cat2p asociate cu hifele [31], precum si superoxid dismutazele (continand Mn,
Cu si Zn), care il protejeaza de deteriorarea oxidativa [63].

Cercetarile in acest domeniu au identificat melanina ca o substanta produsa de un sir de fungi patogeni,
fiind hidrofoba; ea protejeaza impotriva unor conditii nefavorabile, cum ar fi radiatiile UV si temperaturi
ridicate, de asemenea protejeaza impotriva ROS [31].

In Criptococcus neoformans s-a demonstrat ca melanina evita deteriorarea antimicotica si inhiba fagocitoza
mediatd de anticorpi [64]. Melanina este, de asemenea, sintetizati de Aspergillus fumigatus de la acetat,
utilizand o cale cu ajutorul a sase gene [31]; Histoplasma capsulatum, Blastomyces si Paracoccidioides
brasiliensis sunt alte ciuperci patogene, care produc melanina [65].

Autorii unui studiu complex au categorisit capacitatea fungilor de a obtine Fe ca 0 necesitate pentru proce-
sul de crestere, respiratie si alte procese metabolice, dar, in acelasi timp, acesta nu este disponibil in forma
libera in gazda. Prin urmare, capacitatea de a obtine Fe din formele de depozitare sau de transport in gazda
este un factor de virulenta. Studiile au demonstrat ca Aspergillus fumigatus foloseste trei mecanisme de
absorbtie a Fe: absorbtia de Fe reductaza, absorbtia de Fe mediata de siderofor si mecanismele de absorbtie a
Fe feros [66].

Studiile realizate au identificat la Aspergillus nidulans doi siderofori: triacetil fusanina C (TAFC) si des-
ferriferricrocina [67].

Alte cercetari au adus dovezi, prin care au demonstrat ca Candida spp. obtine fier prin diferite mecanisme,
precum utilizarea sideroforilor si absorbtia directa de la hem in celulele rosii din sange, folosind receptorii de
hemoglobina (familia RBT5) pe suprafata lor celulara [68]. Candida spp. utilizeaza, de asemenea, un meca-
nism reductiv, care utilizeaza reductazele Cfl1/Fre si Cfl95/Fre10/Rbt2 [69].

Alt factor de patogenitate studiat de cercetatori sunt toxinele. Autorii mentioneaza ca Aspergillus fumigatus
secreta asa toxine, cum ar fi aflatoxina si gliotoxina. Aflatoxina nu are nicio influenta asupra virulentei
Aspergillus fumigatus, in schimb este hepatotoxica si carcinogena. Gliotoxina este imunosupresoare, inhiba
fagocitoza de catre macrofage si activarea celulelor T [70].

Alti cercetatori afirma ca toxinele de asemenea incetineSC miscarea ciliara, ceea ce face dificila indepartarea
celulelor fungice si provoaca deteriorarea epiteliului. Majoritatea altor fungi produc un numar de metaboliti
secundari, care au numeroase actiuni celulare, unele din ele sunt, probabil, importante in patogeneza infectiilor
micotice [71].
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Studii realizate in domeniul dat accentueaza rolul calcineurinei si al manitolului in patogenia infectiilor
fungice. Calcineurina actioneaza ca un senzor pentru fungii patogeni. Se considera ca influenteaza expresia
catorva factori de virulenta. Gena calcineurin (CNAA) este importanta pentru cresterea Aspergillus fumigatus
si contribuie ulterior la invazia tisulara [27,72].

Alti autori vin cu argumente ca manitolul este utilizat in special de Cryptococcus neoformans in infectiile
sistemului nervos central, unde protejeaza fungii prin prevenirea leziunilor oxidative. Este produs in cantitati
mari si poate contribui la dezvoltarea edemului cerebral [73].

Formarea biofilmelor. Intr-un numir considerabil de surse analizate este studiat procesul de formare a
biofilmelor. Aceste studii au demonstrat ca formarea biofilmelor are un rol important in patogenitatea fungilor.
Biofilmul este caracterizat ca un agregat de microorganisme atasate ireversibil la un substrat care comunica si
adera intre ele si la o suprafata biologica/non-biologica. Microorganismele produc o matrice extracelulara
polimerica (un amestec de proteine, polizaharide, ADN extracelular, detritusuri celulare) de care se inconjoara
si care ofera rezistenta. Aderenta la un substrat reprezinta 0 etapa initiala a formarii biofilmului microbian [10].

Capacitatea fungilor, in special din genul Candida, de a forma biofilme este semnificativa din punct de
vedere clinic, deoarece aceasta proprietate este 0 cauza probabild a candidemiei persistente ca rezultat al
rezistentei crescute la agentii antifungici traditionali [74].

In ce priveste metodologia de detectare a factorilor de virulenta, autorii sustin ca studierea in vitro a
factorilor asociati peretelui celular (capacitatea de a filamenta, de a adera la celule epiteliale si la substratul
inert), capacitatea de a secreta enzime solubile (proteaze, lipaze, fosfolipaze si DN-aze), capacitatea de a lega
Fe3*pot fi evaluate prin metode fenotipice [75].

Determinarea capacitatii de formare a hifelor. Cercetarile privind metodologiile de studiere a formarii
hifelor denota ca inducerea formarii acestora poate fi efectuata cu utilizarea mediului RPMI lichid, suplimentat
cu ser fetal bovin de 10%(vol/vol) (FBS). Mediul RPMI se va inocula cu celule din culturile de 16-18 ore
pentru a se obtine o densitate de pornire de 5x10° celule/ml si se va incuba la 37°C timp de 3 ore. Tuburile de
germeni sau formarea hifelor fiecarei tulpini se va evalua microscopic. Procentul de forme hifale se va
determina prin determinarea numarului de celule de crestere si hipal / pseudohipal, pe zece campuri microsco-
pice randomizate [76,77].

Determinarea factorilor de adeziune. In alte studii a fost analizata metodologia de detectare a factorilor de
adeziune la celule HeLa. Conform acestei metodologii, celulele trebuie crescute pana la confluenta de 80% in
vase cu culturi celulare de 75 cm?, utilizind mediul Eagle modificat de Dulbecco, suplimentat cu ser fetal
bovin de 10% la 37°C, intr-0 atmosfera cu 5% CO, si umiditate. Ulterior, la 80% confluenta celulele vor fi
tripsinizate si insaimantate pe placi cu 6 godeuri de poliviniliden-difluorura (PVDF) (10° celule/godeu) si vor
fi crescute pana la confluenta de 70%. Cultura proaspata a tulpinilor de fungi patogeni crescute in mediu lichid
YPG timp de 18 ore la 37°C va fi supusa centrifugarii timp de 5 minute la 6000 rpm si paleta trebuie resuspendata
in solutie salina izotonica tamponata de fosfati (pH 7,2) la o densitate de 0,5 McFarland. Vor fi folositi 300 pl
de tulpini microbiene pentru a infecta celule HeLa. Dupa incubare la 37°C, 5% CO, timp de 2 ore, placile vor
fi spalate de 3 ori cu solutie salind izotonica tamponata de fosfati (pH 7,2), apoi fixate cu metanol 95% la
temperatura camerei. Urmeaza etapa de uscare a placilor la temperatura camerei si colorarea dupa Giemsa.
Capacitatea de aderenta a fungului poate fi detectata microscopic prin numararea celulelor de fungi atasate la
celulele eucariote in zece cdmpuri microscopice randomizate per godeu. Fiecare determinare trebuie efectuata
de trei ori [78].

Determinarea dezvoltarii biofilmului pe substratul inert. Testarea formarii biofilmului poate fi realizata in
microplaci de polistiren cu 96 de godeuri conform metodei putin modificate propuse de Y.Jin si colaboratorii.
Initial tulpinile de fungi trebuie crescute la 37°C timp de 18 ore in agar de dextroza Sabouraud (SDA). Cultura
de fungi obtinuta dupa 10 minute este supusa centrifugarii la 6500 rpm si spalarii de doua ori cu salina izotonica
tamponata de fosfati, cu resuspendarea in baza de azot de drojdie (YNB) suplimentata cu glucoza 50 mM.
Ulterior, in fiecare godeu se vor adiuga 200 ul de suspensie celulard de 18 ore (10° celule/ml) in YNB, care
vor fi incubate timp de 72 de ore la 37°C fara agitare. Dupa incubare, godeurile vor fi spalate usor de 4 ori cu
PBS pentru a indeparta celulele neaderente si fixate cu metanol timp de 5 minute. Se va indeparta metanolul
si in fiecare godeu se vor adauga 200 ul de violet cristal (2mg/ml), urméand incubarea timp de inca 15 minute
la temperatura camerei. Dupa colorare urmeaza etapa de spalare de 4 ori, cu salind izotonica tamponata de
fosfati, pentru a indeparta colorantul in exces si se va descreste cu 220 ul de 33% acid acetic. Formarea
biofilmului este evaluata prin masurarea absorbantei la 490 nm, utilizand un cititor de placi de microtitrare [16].
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Un sir de studii au realizat cercetari in scopul elaborarii metodologiei de detectare a enzimelor de virulenta
a fungilor. Conform celor mai relevante dintre aceste studii, evidentierea fenotipica a expresiei factorilor enzi-
matici solubili implicati in virulenta poate fi efectuata prin insamantarea tulpinilor de fungi pe un sir pe medii
de cultura cu diferite substraturi, pentru exprimarea anumitor enzime: hemolizine (mediu cu geloza sange),
amilaza (mediu cu amidon), cazeinaza (mediu cu lapte), gelatinaza (mediu cu gelatina), producerea de escu-
linaza, DN-aza (mediu cu ADN), lipaza (mediu cu tween) si molecule siderofor (mediu cu esculina), fosfoli-
pazele (mediu cu lecitind) [75].

Determinarea aspartil proteazei. Conform metodologei propuse de Mohan Vinitha, aspartil proteaza poate
fi determinata folosind mediu de albumina serica bovina (dextroza 2%, KH2P04 0,1%, MgS04 0,05%, agar
2%, amestecat dupa racire la 50°C cu fractiunea V de albumina serica de 0,5%). Autorii recomanda determi-
narea activitatii proteazei prin spotarea a 10 ul de suspensie microbiana de 16-18 ore (102 celule/ml), resus-
pendata in PBS pe suprafata mediului. Urmatoarea etapa este cea de incubare a placilor, care se realizeaza la
37°C timp de 7 zile. Dupa incubare, placile necesita fixare cu 20% acid tricloracetic, colorate cu 1,25%
amidoblack si destinate cu acid acetic 15%. Zona clara, corespunzatoare proteolizei in jurul petelor care nu
pot fi colorate cu amidoblack, indica degradarea proteinei [79].

Determinarea activitatii fosfolipazei extracelulare poate fi realizatd dupa mai multe metodologii. Dar ma-
joritatea studiilor recomanda tehnica ce necesita aplicarea, de 16-18 ore, la suprafata mediului cu galbenus de
ou a 10 pl de suspensie microbiana (108 celule/ml), resuspendata in PBS. Mediul de gilbenus de ou a constat
din 13 g/L agar de dextroza Sabouraud furnizat cu 11,7 g/l NaCl, 0,111 g/l CaCl, si 10% galbenus steril de ou.
Galbenusul de ou necesita a fi adaugat in mediu dupa sterilizare; cand media a atins 50°C, placile trebuie
incubate la 37°C timp de 48 de ore. Zona de precipitare din jurul coloniei corespunde productiei de fosfolipaza
(PL2z) si urmeaza a fi calculatd asa cum s-a mentionat mai sus pentru metoda de producere a aspartil proteazei [80].

Determinarea activitafii lipazelor poate fi realizata dupa metodologia lui W.Rudek, care a propus o tehnica
prin utilizarea Tween 80 ca substrat pentru detectare. Astfel, agarul Sabouraud a fost suplimentat cu 1% Tween
80, care a fost adaugat dupa autoclavare la 121°C timp de 15 minute, cand mediul a atins 50°C. Ulterior, 10 pl
de suspensie de microorganisme de 16-18 ore (108 celule/ml), resuspendate in PBS, au fost repicate pe
suprafata mediului. Placile au fost incubate la 37°C timp de 48 de ore. Detectarea activitatii lipolitice (Lz) a
fost efectuata prin observarea zonelor de precipitare in jurul punctului de cultura. Precipitatul este reprezentat
de sarurile de calciu insolubile, formate ca urmare a reactiei chimice a ionilor de calciu cu acizii grasi eliberati
prin hidroliza Tween 80. Productia de liaza (Lz) a fost calculatd asa cum s-a mentionat in metoda de obtinere
a aspartil proteazei [81].

Determinarea activitagii hemolitice. Studiile analizate privind metodologiile de detectare a activitatii
hemolitice recomanda utilizarea mediului agar Sabouraud suplimentat dupa sterilizare, cand mediul a atins
45°C, cu sange de ovine defibrinat de 5%. 10 ul de suspensie microbiana de 16-18 ore (108 celule/ml) trebuie
resuspendate in PBS si repicate pe suprafata mediului. Ulterior, placile vor fi incubate la 37°C timp de 24 de
ore. Prezenta zonei distincte translucide in jurul coloniei indica o activitate hemolitica pozitiva (Hz). Analiza
trebuie efectuata in triplicat pe trei experimente separate pentru fiecare tulpina izolata si calculata conform
metodelor prezentate mai sus [79].

Determinarea producerii deoxiribonucleazei extracelulare (DN-azei). Autorii cercetarilor analizate pentru
detectarea activitatii DN-azei indica ca mediu de testare agarul pentru deionizare (Difco), suplimentat cu
solutie de toluen toluidind 0,01% (v/v). 10 ul de suspensie microbiand de 16-18 ore (108 celule/ml),
resuspendate in PBS, vor fi repicate pe mediu si placile vor fi incubate timp de 48 de ore la 37°C. Test pozitiv
se considera producerea de zone roz in mediu albastru de toluidina [59].

Determinarea producerii de siderofor. Publicatiile analizate in aceastd lucrare recomanda utilizarea
mediului agar de esculina pe baza de bile (BEA) pentru identificarea capacitatii unor tulpini de a produce
compusi implicati in chelarea fierului, rezultata din hidroliza esculinei. Agentii de chelare a fierului (esculetin)
pot fi detectati prin punerea a 10 pl de suspensie microbiana de 16-18 ore (108 celule/ml), resuspendatd in PBS,
pe suprafata mediului BEA. Placile vor fi apoi incubate la 37°C timp de 24 ore. Reactia pozitiva poate fi
observatd dupa pigmentarea neagra a mediului in jurul spotului de culturd prin interactiunea dintre esculetul
cu sarea de citrat feric de fier, adaugata la mediul de cultura. Cantitatea de productie asemanatoare siderofo-
rului (I1z) poate fi determinata raportand diametrul total la diametrul spotului de cultura [66].
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Concluzii

1. Infectiile fungice fac parte din grupul bolilor infectioase emergente si au pondere din ce in ce mai mare
in cadrul maladiilor infectioase, mai ales in contextul abuzului de antimicrobiene, corticosteroizi si
preparate imunosupresoare.

2. Capacitatea unor specii de fungi de a provoca boli este conditionata de factorii de virulenta, care ajuta
la supravietuirea acestora si la persistenta lor in organismul gazda, determinand afectarea tesuturilor cu
dezvoltarea micozelor superficiale sau generalizarea procesului, soldate cu infectii fungice invazive.

3. Virulenta fungilor este atribuita nu doar unui singur factor, ci unei combinatii a mai multor factori, cum
ar fi: fosfolipazele, lipazele, hemolizinele, aspartil proteazele, DN-azele, acumularea de fier, adezinele,
biofilmul si dimorfismul morfologic, rezistenta la preparatele antimicotice.

4. Gravitatea infectiilor micotice este determinata de echilibrul dintre patogenitatea microorganismului si
capacitatea de aparare a gazdei si apar mai frecvent in cazul afectarii sistemului imun.

5. Concentrarea atentiei cercetatorilor pe studii comprehensive ale factorilor de virulenta si ale mecanis-
melor de rezistenta la antifungice are ca beneficiu elaborarea vaccinurilor eficiente contra micozelor,
noi antifungice, stabilirea protocolului de utilizare clinica a acestora.

6. Studierea factorilor de virulenta a fungilor are si 0 importanta clinica majord in evaluarea corecta a
biosubstratelor cu rezultat pozitiv pentru fungi si initierea ulterioara a terapiei adecvate.
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