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Rezumat

Prin acesta sinteza se doreste evidentierea posibilelor alternative in terapia antifungica, in contextul
rezistentei la antifungice. Existd tot mai multe studii referitoare la rezistenta antifungicelor clasice
folosite in medicina veterinara. Astfel, ne-am propus o prezentare a cazurilor de rezistenta din literatura a
unor antifungice clasice, la care daca adaugam numarul limitat de antifungice conventionale folosite, se
observa necesitatea indreptarii atentiei catre alte grupe de substante cu eficacitate impotriva fungilor.
Principalele substante si produse alternative cu efect antifungic descrise in aceasta lucrare de sinteza
sunt compusii naturali precum: principii activi din plante, propolisul si spirulina, dar si nanoparticulele
conjugate si hidrogelul cu plasma rece.

Abstract

This review aims to highlight possible alternatives in antifungal therapy, in the context of antifungal
resistance. There are more and more studies on the resistance of classical antifungals used in veterinary
medicine. Thus, we proposed a description of cases of resistance to some classic antifungals from the
literature, to which if we add the limited number of conventional antifungals used, there is a need to
focus on other groups of substances effective against fungi. The main alternative substances and
products with antifungal effect described in this review are natural compounds such as active
ingredients from plants, propolis and spirulina, but also conjugated nanoparticles and plasma activated
hydrogel.

1. Introducere pentru a rezolva aceastad problem&, deoarece

. _ _ ~ dupa cum s-a observat, rezistenta Ila
Infectiile fungice reprezinta o problema din  gntifungice reprezinta o provocare clinicd

ce in ce mai dificil de gestionat in medicina  najorg pentru practicieni in special in tratarea

veterina!'é, mai ales la .Ia anir.n.alel?. de infectiilor fungice invazive, o cauza fiind
companie, unde apar o serie de dificultati de  numarul  limitat de substante  antifungice
diagnostic ~s¢i de tratament, datorita gistemice disponibile.

fenomenului de rezistenta la antifungice. In plus, medicamentele actuale sunt
Rezistenta la antifungicele conventionale |imitate prin  interactiunile  legate  de

apare .de cele mai multe  ori Secf{”da_'f medicament si efectele adverse / toxicitatile
mecanismelor dobandite, in urma utilizarii care Tmpiedicé utilizarea lor prelungité sau

nerationale ale acestora [13, 14, 77]. In mod  ¢resterea dozelor [8, 10, 77]. Un pas important
clar, sunt necesare noi strategii de tratament pentru limitarea problemelor legate de
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rezistenta la antifungice s-a facut in anul 2010,
cand s-a infintat The ISHAM Veterinary
Mycology Working Group (ISHAM-VMWG).

Acesta reprezinta un grup de lucru
specializat in micologia veterinara si care face
parte din Societatea Internationald de
Micologie Umana si Animala.

A fost creat de catre un grup de experti
pentru a sprijini toate aspectele stiintifice care
se ocupa cu micologia si stiintele veterinare,
inclusiv: diagnosticul si identificarea agentilor
patogeni fungici de importanta veterinara,
fiziopatologia si imunologia in bolile fungice la
animale, epidemiologia, prevenirea, controlul
si eradicarea micozelor si micotoxicozelor
animale [65].

In continuare vor fi prezentate date
referitoare  la  rezistenta  antifungicelor
conventionale in practica, dar si posibilele
alternative si noile directii de cercetare in
terapia antifungica.

2. Importanta mijloacelor antifungice
alternative: Rezistenta la antifungicele
clasice

Agentii fungici dezvolta mecanisme pentru
a contracara efectele fungicide sau
fungistatice ale tuturor claselor de antifungice.

In general, fungii se bazeazi pe trei
mecanisme majore, vezi Fig. 1, si anume:
reducerea acumularii medicamentului
in celula fungica,
scdderea  afinitatii
pentru tinta si
modificari ale metabolismului pentru a
contrabalansa efectul medicamentului
[16, 58, 74].

In prezent sunt publicate tot mai multe
date referitoare la rezistenta fungilor, astfel,
sunt descrise tendinte crescute referitoare la
rezistenta antifungica dobanditd care include
rezistenta crescutd la azoli a speciilor non-

medicamentului

Candida albicans, rezistenta la azoli a
Aspergillus ~ fumigatus si  rezistenta la
echinocandina la C. glabrata.

Unele specii fungice sunt rezistente

intrinsec la anumite medicamente (de exemplu
C. krusei la fluconazol sau C. lusitaniae la
amfotericind B), in timp ce altele
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demonstreaza rezistentd microbiologica la

toate antifungicele disponibile clinic.

increased expression of efflux pumps
reduction of intracellular accumulation of the drugs

O

Resistance

Figura 1. Mecanismele generale de rezistenta la
antifungice [32]

De asemenea, apar noi specii care pot
avea rezistentd la mai multe clase de agenti
disponibili (de exemplu, Candida auris) [16,
28, 77].

Cele mai importante mecanisme de
rezistenta la actiunea preparatelor antifungice

sunt procesul mutagen ori supraexpresia
enzimelor implicate in biosinteza
ergosterolului:  enzima  lanosterol  14a-
demetilaza citocrom P450-dependenta
(cunoscuta ca Erg11 la levuri, de ex. la
Candida albicans Si Cryptococcus

neoformans, gi ca Cyp51A la fungii filamentosi,
ca de ex. Aspergillus fumigatus). Azolii se
leaga cu fragmentele ferice ale site-urile de
legare a hemului si blocheaza substratul
natural al enzimei - lanosterolul, perturband
astfel procesul de biosinteza [16, 28].

Mecanismele de producere a rezistentei la
azoli au fost asociate cu susceptibilitatea
redusa la Candida albicans si sunt asociate cu
rezistenta la alte specii de Candida.

Modificarile enzimei tinta (lanosterol 14-a-
demetilaza) datoritd mutatilor genei de
codificare ERG11  determind scaderea
susceptibilitatii la azoli.

Supraexprimarea genelor CDR1, CDR2 si
MDR1 care codifica pompele de eflux duc de
asemenea la rezistenta la azoli.

Rezistenta la triazoli este cea mai
semnificativd problema, deoarece acesti
agenti antifungici sunt folositi in mod obisnuit
pentru tratarea Candida spp., care reprezinta
cele mai abundente micoze fungice.
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Medicamentele triazolice  (fluconazol,
voriconazol, itraconazol si  posaconazol)
interfereaza cu biosinteza ergosterolului prin

blocarea lanosterolul 14-alfa-demetilaza
(Erg11p).

Aplicarea pe scara larga a
medicamentelor antifungice triazole

promoveaza colonizarea cu specii mai putin
sensibile, cum ar fi C. glabrata sau C. krusei,
dar ajuta, de asemenea, la selectarea pentru
sub-populatii rezistente ale organismelor
normal sensibile, precum C. albicans.

Aparitia tulpinilor rezistente la azoli a avut
loc in paralel cu utilizarea lor. Deoarece toti
membrii familiei azolilor actioneaza asupra
aceleiasi tinte, rezistenta incrucisatd cu mai
multi azoli este comuna [21, 47, 65].

S-au efectuat o serie de studii care au
analizat diferite izolate fungice de la animale
cu privire la rezistenta agentiilor antifungici si
in multe dintre ele s-au raportat niveluri
surprinzator de mari de rezistenta la azoli a
levurilor.

Intr-un studiu retrospectiv, Beltaire Si
colab. [4] au analizat tulpinile fungice izolate
din uterul ecvin, recoltate intre 1999 si 2011 si
au prezentat o ratd de rezistenta de 19%
pentru itraconazol si 2% pentru fluconazol.
Cordeiro et al. [12] au investigat 59 de izolate
de C. tropicalis obtinute de la animale
sanatoase si au gasit rezistenta la fluconazol
si / sau itraconazol in proportie de 50% din
izolate, in timp ce toate izolatele erau
susceptibile la caspofungina si amfotericina B.

Folosind acelasi test de diluare ca in
studiul precedent, Brilhante si colab. [7] au
analizat izolate de Candida din canalul
nazolacrimal al cailor sanatosi si au constatat
ca 40% dintre izolatele de C. tropicalis erau
rezistente la fluconazol si itraconazol.

Acelasi grup au gasit proportii ridicate de
rezistenta la fluconazol si itraconazol tot pentru
izolate de Candida de la papagalul nimfa, iar
mecanismul major de rezistenta au fost
pompele de eflux. A fost descrisa o rezistenta
dobandita a speciilor de Candida tropicalis
multi rezistente in cazul infectiilor urinare la
caini [1, 65].

Utilizand un kit comercial care acopera 11
agenti antifungici utilizati frecvent, Lord si col.
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[36] au testat 144 izolate de Candida,
Cryptococcus, Rhodotorula si Trichosporon din
fecale de pasare pentru rezistenta antifungica.
Acestia au raportat ca 45,8% din tulpini erau
rezistente la cel putin patru dintre cele 11
medicamente si 18,1% erau rezistente la toate
antifungicele testate [65].

Un studiu recent a descoperit niveluri de
rezistentd similare pentru 111 izolate de C.
glabrata din fecalele pescarusilor si 79 izolate
de C. glabrata de la pacientii umani [2]. Aceste
studii indica faptul ca rezistenta la anumite
antifungice din clasa azolilor este un fenomen
comun pentru levurile patogene izolate de la
unele animale. Tn mod surprinzétor, rata de
rezistenta la azoli ale C. albicans si C.
tropicalis izolate de la animale sanatoase sunt
mai mari decat cele raportate in unele studii de
la om [22, 50].

Acest lucru indica faptul ca nivelurile
ridicate de rezistenta gasite la animale pot sa
nu reflecte pur si simplu o rezistenta naturala a
respectivelor specii. Cu toate acestea,
diferentele de metodologie, precum si numarul
limitat de izolate incluse Tn mai multe studii
asupra animalelor fac dificilda o comparatie
directa a datelor obtinute pentru izolatele de la
animale si de la om [65].

ntr-un studiu care a implicat peste
140.000 de izolate de Candida spp. colectate
pe o perioada de 8,5 ani, rezistenta totala la
fluconazol si voriconazol a fost de 6,2%,
respectiv 3,1%. Nivelul de rezistentd pentru
toate speciile de Candida a ramas relativ
constant peste un deceniu [49]. Studiile de
supraveghere globala indica faptul ca nu a
existat nicio schimbare epidemiologica
semnificativa in sensibilitatea la Candida spp.
a echinocandinelor, care sugereaza faptul ca
deocamdata rezistenta la acestea nu este o
problema majora [47, 48].

Rezistenta azolilor a fost descrisad si
pentru Aspergillus [75], dar pana in prezent rar
au fost raportate tulpini rezistente derivate de
la animale. Infectiile invazive cauzate de A.
fumigatus rezistent la azoli sunt dificil de tratat
din cauza lipsei de optiuni terapeutice. La om,
pot fi utilizate formulari lipidice de amfotericina
B, iar 5-flucitozina a fost recomandata Ia
pacientii cu infectii ale sistemului nervos



Moruzi et al.

central cauzate de izolate rezistente. Cu toate
acestea, ambele antifungice sunt limitate,
prezintd toxicitate care poate interzice
utilizarea lor pe termen lung, atat la oameni céat
si la animale.

In functie de mecanismul de rezistenta, se
pot incerca doze mai mari de triazoli si exista
un raport recent al tratamentului cu
posaconazol, care a avut succes In
aspergiloza invaziva, cauzata de un izolat de
A. fumigatus cu o mutatie TR46/Y121F/T289A
la un delfin. Solutia orald de posaconazol a
fost incorporatd in capsulele de gelatind si
administrata cu scopul de a atinge concentratii
>3 mg/l, ceea ce a fost obtinut dupa
administrarea prelungita si a dus la o
imbunétatire clinica.

Rezistenta azolilor a fost documentata
pentru A. fumigatus si se datoreaza mutatiilor
din cadrul genei CYP51A care codifica enzima
responsabila pentru transformarea
lanosterolului in ergosterol [47, 65].

Flucitozina dupa patrundere in celula
fungica este convertita in 5-fluorouracil (forma
metabolic activa), care inhiba replicarea ADN-
ului si sinteza proteinelor.

Mecanismele moleculare de rezistenta la
flucitozina se datoreaza mutatjilor in enzima
permeaza purin-citozinica (codificatd de gena
FCY2), care este responsabila pentru gradul
de utilizare a medicamentului in celula [15].

Aproximativ.  10-20% din speciile de
Candida si numai 1-2% C. neoformans
prezinta rezistentd la flucitozina. Cu toate
acestea, rezistenta se dezvoltad usor in vitro Si
in vivo, asffel flucitozina nu trebuie niciodata
folositd ca un singur agent, ci mai degraba,
intotdeauna in combinatie cu alti agenti
antifungici [21].

Levurile din genul Malassezia sunt foarte
susceptibile la itraconazol si posaconazol si
mai putin la fluconazol, indiferent de specie si
de sursa. Toti derivatii azolici, cu exceptia
fluconazolului, au prezentat o buna activitate
antifungica in vitro impotriva M. furfur si M.
pachydermatis [9].

Totusi, posibilitatea ca M. pachydermatis
sa dezvolte rezistenta la antifungicele din
clasa azoli a fost adesea indicata in literatura
de specialitate pe baza testelor in vitro, de
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exemplu in studiile lui Nijima si col. [45] si
Jesus si col. [30], dar in vivo au fost raportate
putine cazuri de rezistenta la céine.

Un astfel caz de rezistenta in vivo la
compusi azolici a M. pachydermatis a fost la o
femela de Poodle de 5 ani, diagnosticata cu
dermatitd si otitd recurentd datd de
Malassezia, tratatd cu azoli sistemici si topici
dar a carui eficacitate a fost scazuta.

Concentratiile minime inhibitorii (MIC)
obtinute in vitro pentru diferite antifungice din
clasa azoli (in special itraconazol si
ketoconazol) impotriva tulpinilor de Malassezia
izolate de la caine au crescut de cateva ori,
comparativ cu MIC obtinute de la izolatele de
control. Aceste rezultate au intarit ipoteza
bazatd pe observatia clinica, si anume
dezvoltarea rezistentei la azoli [3].

Acest caz confirma ceea ce sa raportat
recent [31], si anume ca rezistenta la azoli
poate fi cauza esecului tratamentului la caini
infectati cu Malassezia spp.

Un caz precedent de rezistenta [31] a fost
la un céine de 15 ani, in Japonia, unde
rezistenta a fost suspectata din cauza lipsei de
raspuns la tratament, care a constat in
administrarea pe cale orala cu itraconazol (8
mg/kgc) timp de 23 de zile si samponare
saptamanala cu sampon ce contine miconazol
2% / clorhexidina 2% [3, 31].

Se cunosc foarte putine date despre
mecanismele de rezistentd la azoli ale lui M.
pachydermatis, dar latta si colab. [27] au
raportat ca rezistenta poate s& datorata
cresterii numarului de pompe de eflux.

O altd varianta ar fi datorita mutatiilor
genei care codifica enzima 14a-sterol-
demetilaza. Aceste mutatii au fost gasite la
tulpina rezistenta izolata in Japonia [3, 31].

Rezistenta dobandita la terbinafina nu a
fost raportatd pentru dermatofiti chiar si dupa
expunerea prelungitd. La amfotericina B s-a
observat rezistenta la izolate de Candida spp.,
C. immitis si Mucor spp. [21].

3. Substante si produse alternative cu
efect antifungic

In ceea ce priveste dezvoltarea de agenti
antifungici noi, progresul a fost lent comparativ
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cu cercetarea antibacterienda, fapt justificat de
incidenta scazuta in trecut a infectiilor fungice
dar si de relatia evolutiva strdnsa cu gazda
umana sau animala, ceea ce complica
obtinerea unor antifungice eficiente si fara
toxicitate

Au existat multe progrese in dezvoltarea
de medicamente antifungice veterinare in
ultimii 20 de ani, dar din pacate nu a fost
destul, deoarece existd doar cateva
medicamente antifungice care sunt aprobate
pentru  medicina veterinara (exceptand
produsele topice) [15, 59, 63].

Pe masura ce rezistenta la
antimicrobienele conventionale creste, sunt
cercetate diferite alternative la antimicrobiene,
in aceasta sinteza s-au ales spre descriere
compusii naturali cum ar fi produse din plante,
spirulina si propolisul, dar si alte structuri cum
ar fi nanoparticulele conjugate si hidrogelul cu
plasma rece.

3.1. Plantele

Din cele mai vechi timpuri plantele au fost
0 sursa esentiala de substante terapeutice atat
pentru om céat si pentru animale [71].

Medicul naturalist francez Virey F.F a
considerat ca animalele au fost primii doctori
in medicina, dar si Pliniu cel Batran care scria
in celebra "Historia Naturalis” despre animale
care folosesc plante in anumite situatii, cum ar
fi: porumbeii salbatici folosesc drept purgativ
frunzele de Daphne blagayana, tot in acest
scop gainile folosesc papadia (Taraxacum
officinale); cainele mananca iarba in cazul
problemelor gastrice; nevastuicile se
imunizeaza Tmpotriva muscaturii  serpilor
veninosi mancand ruta (Ruta graveolens) [18].

Pana in prezent, se estimeaza ca peste
10.000 de specii de plante sunt utilizate n
scopuri terapeutice si mai mult de 100.000 de
produse vegetale au fost descrise pentru
proprietatile lor farmacologice. Interesul pentru
activitatea antifungica a plantelor si a
compusilor derivati din plante a crescut,
reprezentand o posibila abordare in acest
domeniu, fiind un concept reinoit cu informatii
stiintifice apéarute tot mai mult in ultimele
decenii [71].
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Fungii sunt capabili sa dezvolte rapid
rezistenta impotriva medicamentelor
conventionale,  determinand necesitatea
constanta de a identifica noi agenti antifungici.
Dintre sursele naturale de substante
terapeutice, plantele au jucat intotdeauna un
rol important in astfel de scopuri inca din
antichitate [55].

Plantele reprezinta o sursa primara pentru
obtinerea de produse medicinale noi. Principii
activi  ai  plantelor prezinta activitatea
antifungica, pe langa alte numeroase actiuni
farmacodinamice, cum ar fi antiinflamatoare,
anticarcinogene Si anti-aterosclerotice,
antibacteriene, antivirale, antimutagene si
antialergice [39, 41].

Fitoterapia in bolile micotice a debutat prin
observatii empirice, surprinzanduse efectul
benefic al wunor infuzi sau extracte in
tratamentul unor candidoze ale mucoaselor. S-
au izolat apoi numeroase principii active cu rol
antilevuric, In special fata de tulpinile de
Candida albicans. De aici s-au realizat
numeroase actiuni de screening pentru
decelarea actiunii lor antifungice si fata de alfj
fungi levuriformi si filamentosi [41].

Ca urmare a acestor studii, s-au observat
mai multe plante ce contin principii activi cu
actiune antifungica, care vor fi prezentate in
continuare, de asemenea o sinteza a acestora
este realizata in Tabelul 1. [41, 51].

Caryophyllus aromaticus (arborele ce
produce cunoscutele ,cuisoare”) este renumit
pentru uleiul volatil bogat in eugenol cu certe
proprietati antibacteriene si antifungice. Exista
deja pe piata produsul Sporyl (Richter Pharma
AG, Austria), destinat tratamentului
dermatofitozelor la animale. Uleiul de cuisoare
poate fi util in managementul candidozei, in
special in formele mucocutanate, cum ar fi
candidoza vulvovaginala [41, 51].

Malaleuca alternifolia produce un ulei
volatil (tea tree oil) bogat in terpineol, terpinen
Si cineol, cu spectru larg de actiune incluzand
urmatorii fungi:

Alternaria spp.,

Aspergillus flavus,

fumigatus,

niger,

Blastoschizomyces capitatus,
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Candida albicans,

glabrata,

parapsilosis,

tropicalis,

Cladosporium spp.,
Cryptococcus neoformans,
Epidermophyton flocossum,
Fusarium spp.,

Malassezia furfur,

M. sympodialis,
Microsporum canis,

M. gypseum,

Penicillium spp.,
Rhodotorula rubra,
Saccharomyces cerevisiae,
Trichophyton mentagrophytes,
T. rubrum,

T. tonsurans.

Existd pe piatd un gel ce contine ulei
volatil de Malaleuca alternifolia (Tea Tree Anti-
Fungal Gel) destinat tratamentului topic al
dermatofitozelor [41].

Componentele care prezinta cea mai
mare activitate, cu concentratii inhibitorii
minime si concentratii fungicide minime <
0.25%, sunt terpinen-4-ol, a-terpineol, linalool,
a-pinen si B-pinen, urmate de 1,8-cineol [23].

Intr-un studiu realizat in anul 2016, s-au
observat beneficiile unor plante cum sunt
Calendula officinalis (Galbenele),
Hypericum perforatum (Sunatoare),

e Matricaria chamomilla (Musetel) si
Salvia officinalis (Salvie),

toate cu efecte antibacteriene si antifungice
dovedite. Ele ar putea reprezenta o optiune
alternativa pentru tratamentul dermatofitozei,
precum si a dermatitelor si otitelor produse de
M. pachydermatis. Aceste plante pot fi utilizate
intr-o gama larga de afectiuni ale pielii la
céine, care implica componenta inflamatorie.
Pentru tratamentul otitei externe si al altor
afectiuni dureroase ale pielii, poate fi luat in
considerare si tratamentul topic cu sunatoare
si musetel [72].

Sunatoarea (Hypericum perforatum)
prezinta activitate antifungica Tmpotriva
dermatofitilor Trichophyton mentagrophytes,
Microsporum gypseum, Microsporum canis $i
Trichophyton rubrum, precum si efecte

49

Medicamentul Veterinar / Veterinary Drug

Vol. 15(2):44-61; Decembrie 2021

inhibitoare impotriva Malassezia furfur si C.
albicans [57].

Prin utilizarea metodei de difuzie in agar
s-a observat potentialul antifungic al Centella
asiatica, astfel extractul alcoolic a demonstrat
o activitate considerabila impotriva diferitelor
specii de fungi precum Candida albicans,
Aspergillus flavus si Aspergillus niger [5, 29].

Intr-un alt studiu realizat de Hassan et al.
[24] (2004) s-a demonstrat activitatea
antifungicad a gelului de Aloe vera asupra
dermatofitilor, respectiv Tricophyton
verrucosum, prin aplicari topice zilnice,
rezultatele fiind comparate cu efectele aplicarii
unui unguent cu 10% iod pentru 20 de zile.

Dupa 6 zile de tratament cu gelul de Aloe
vera activitatea dermatofitilor a fost redusa
semnificativ.

Leziunile au inceput sa scada treptat si, n
doua saptdmani, parul a inceput sa creasca. In
grupul tratat cu iod, leziunile s-au retras dupa
zece zile de tratament si regresia parului a
inceput dupa doua saptamani.

Dupa o luna s-a observat o recuperare
completa in ambele grupuri tratate [24].

Usturoiul (Allium sativum) prezinta
activitate antibacteriena si antifungica, uleiurile
esentiale, extractele in apa si etanol inhiba
cresterea in vitro a speciilor de Bacillus spp.,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Pasteurella multocida, Proteus, Pseudomonas
aeruginosa, Candida spp. si Cryptocococcus

spp [78].

in ceea ce priveste activitatea antifungica

a Curcuma Ilonga (Turmeric), cel mai
semnificativ efect a fost gasit Tmpotriva
speciilor de Candida si Paracoccidioides

brasiliensis, desi curcumina a evidentiat un
efect fungicid si impotriva altor specii de fungi
[42].

Cimbrul (Thymus vulgaris)

Componentele majore din compozitia
chimica a Thymus vulgaris determinata prin
GC / MS sunt p-cimen (8,41%), y-terpinen
(30,90%) si timolul (47,59%), in timp ce alte
specii de cimbru contin de asemenea cantitati
mari de carvacrol, a-terpinil acetat si cis-
myrtanol [6, 68].
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Tulpinile / izolatele de Candida albicans,
Escherichia  coli,  Kocuria  varians
Micrococcus luteus s-au dovedit a fi sensibile
la extractele de cimbru.

Intr-un studiu realizat pe izolate de
Candida albicans, s-a observat ca extractul de
cimbru, folosind ca solvent metanolul, a avut o
activitate pronuntatd comparativ cu extracte
unde s-au folosit alti solventi [61].

Oregano (Oreganum vulgare)

Carvacolul si timolul sunt principalii
compusi din compozitia chimica a oregano,
acestia  fiind  asociati cu  activitatea

antimicrobiana a acestuia. A fost studiata
activitatea antifungica a O. vulgare pe 27 de
izolate clinice de Malassezia furfur, unde s-a
observat o eficienta ridicata impotriva tulpinilor
de M. furfur cu rezistenta la fluconazol.
Potentialul sdu ca agent antifungic impotriva
Malassezia poate fi luat in considerare, mai
ales in afectiunile cronice si recurente ale pielii
asociate cu Malassezia [76].

Dafinul (Laurus nobilus)

In compozitia uleiului esential din Laurus
nobilus, 1,8-cineol, sabinen si linalool sunt
principalele componente, alti compusi fiind
prezenti in procente destul de mici. Zona de
inhibitie (mm) pentru diferite concentratii de
ulei esential de L. nobilis si de 1,8-cineol
fmpotriva diferitelor specii fungice: Aspergillus
niger, A. versicolor, Penicillium citrinum si P.
expansum. In general, tulpinile fungice au fost
sensibile atat la uleiul esential de L. nobilis céat
si la 1,8-cineol [37].

Scortisoara (Cinnamomum verum)

Principalii constituenti ai uleiului esential
de scortisoara sunt cinamaldehida (65-80%) si
eugenolul (5-10%). Activitatea antifungica a
scortisoarei se poate datora denaturarii
peretelui fungic cu aparitia unor modificari
morfologice, cu o reducere in formarea de
conidii, scurgerea citoplasmei, pierderea
pigmentarii si perturbarea structurii celulare
care indica degenerarea peretelui fungic [52].

Pau D’arco (Lapacho sau Tabebuia
avellanedae sau Handroanthus spp)

Principalii constituenti din Pau D arco sunt
16 chinone, reprezentate atat de naftochinone:

Si
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(lapachol 2-7%, menaquinona-|,
deoxilapachol, beta-lapachona, alfa-lapacjona
si  dehidro-alfa-lapachona) cat si de
antrachinone [38].

Proprietatile antimicrobiene ale
compusilor activi din Pau D’arco au fost
demonstrate Th mai multe studii clinice, in care
au prezentat o activitate puternica in vitro pe
langa cea asupra diferitelor bacterii gram-
pozitive si gram-negative si impotriva fungilor
si levurilor (inclusiv  Candida albicans,
Aspergillus spp.). S-a raportat ca lapacholul
are un efect relevant Tmpotriva Candida
albicans, Candida tropicalis si a Criptococcus
neoformans, efect similar cu amfotericina B.

Se presupune ca activitatea antifungica a
lapacholului se datoreaza interactiunii sale cu
membrana celulara [25].

Intr-un studiu in vitro s-a observat c&
extractul apos de Pau D'arco a determinat
inhibarea totald a speciilor de Penicillium, si o
inhibare partiala a A. niger [38].

Alte plante cu efecte antifungice asupra
dermatofitilor sunt:

Azadirachta indica,
Capparis spinosa,
Anagallis avensis,
Juglans regia,

Inula viscosa,
Phagnalon rupestre,
Plumbago europaea,
Ruscus aculeatus,
Ruta chalepensis,
Salvia fruticosa,
Artemisia judaica,
Ballota undulate,
Cleome amblyocarpa,
Peganum harmala,
Teucrium polium,
Aegle marmelos,
Artemisia sieberi,
Cuminum cyminum,
Foeniculum vulgare,
Heracleum persicum,
Mentha spicata,
Nigella sativa,
Rosmarinus officinalis,
Uncaria tomentosa [60, 64, 78].
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Tabel 1.
Sinteza - plante cu activitate antifungica, principalii constituenti si fungii afectati [64, 71].
Plante Principalii constituenti Fungi
Nigella sativa
[92]
Terpene Dermatofiti
Alium sativum
(Usturoi)
[93]
Alicina Candida spp., Cryptocococcus spp
Melaleuca
alternifolia (arbore
de ceai) . . . . . .
87 Terpineol, terpinen si Aspergillus spp., Dermatofiti, Candida
(871 cineol albicans
Caryophyllus
aromaticus
[83]
Eugenol Dermatofiti, Candidoze
Curcuma ionga
(84]
Curcumina Candida, Paracoccidioides brasiliensis

Centella asiatica
[81]

cariofilene
germacren

Sesquiterpene: humulene

Candida albicans, Aspergillus flavus,
Aspergillus niger

Cimbru (Thymus
vulgaris)

[90] p-cimen, y-terpinen,

timolul, carvacrol

Candida albicans

Oregano
(Oreganum
vulgare)

[88] Carvacolul si timolul

Malassezia furfur

Dafin (Laurus
nobilus)
(86]
Cineol, sabinen, linalool

Aspergillus niger, A. versicolor,
Penicillium citrinum si P. expansum

51



Moruzi et al.

Medicamentul Veterinar / Veterinary Drug

Vol. 15(2):44-61; Decembrie 2021

Scortisoara wy % 2 W
(Cinnamomum v _.-?@‘;} ?i;
verum) % | . .
: Cinamaldehida, ;
[82] eugenolul A. flavus, Candida spp.
Aloe vera
[80]
Antraquinone: a./oina ¥ Trichophyton verrucosum
aloe-emodiné
Hypericum
perforatum - ) .
(Sunétoare) Xantone Dermatofiti, Malas§eZIa furfur, Candida
[85] albicans
Mentha spicata
[91]
; T. rubrum
Carvon, limonen M. gypseum

Rosmarinus
officinalis
[89]

p-cimen, linalol, terpinen
eucaliptol

Microsporum canis

Pau D’arco
[94]

Naftochinone (lapachol)
antrachinone

Candida albicans, Candida tropicalis,
Criptococcus neoformans, Aspergillus
spp.

3.2. Propolisul

Propolisul este apreciat inca din cele mai
vechi timpuri, activitatea biologica a acestuia
fiind direct legatd de continutul de fenoli si
flavonoide, acesta este utilizat pe scara larga
in  industria  farmaceutica, = cosmetica,
veterinara si alimentard. Acest material
complex este folosit de albine ca agent de
etanseizare a stupilor,
dar rolul cel mai important al propolisului este
prevenirea descompunerii diversilor daunatori
ucisi dupa patrunderea lor in stupi [11, 41].

Propolisul este un produs cu peste 70 de
proprietati farmacologice dovedite, fiind folosit
cu success de catre medicii veterinari in:
stomatite, otite, rinite, afectiuni micotice si
plagi. Compozitia propolisului depinde de locul
si timpul recoltarii. Clasele de substante
chimice intalnite in propolis sunt:
aldehide,
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alcooli,

acizi si esteri alifatici,
aminoacizi, acizi si
esteri aromatici,
flavone si flavonoizi,
acizi grasi,

cetone,

substante terpenoidice,
steroizi,

zaharuri,

vitamine,

elemente minerale [18, 41].

Pe langa activitatea fungicida, propolisul
prezinta activitate antibacteriana, antiviral3,
citotoxica, imunomodulatoare. Proprietatile
antifungice sunt manifestate mai ales fata de
speciile genului Candida gi dermatofiti, desi
inhiba si dezvoltarea altor specii fungice la
concentratii destul de mici. Pe langa
dermatofiti si speciile din genul Candida,
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activitatea antifungicd a fost demonstrata si
asupra Trichosporon spp. si Rhodotorula spp.
In general, s-a observat c& propolisul
potenteaza  substaniele = medicamentoase
antifungice, actionand sinergic cu acestea [11,
41].

Efectul propolisului asupra diferitilor agenti
bacterieni si micotici difera in functie de
solventii folositi la preparare. Astfel s-a
observat ca in forma uleioasa propolisul
prezinta activitate antimicrobiana larga, in timp
ce in solutia de glicerina a actionat in masura
asupra bacteriilor gram-pozitive, iar in solutiile
de etanol si propilenglicol s-a observat o
activitate antifungicd mai buna Tmpotriva
levurilor [70].

Activitatea fungicida a propolisului a fost
demonstrata de Ota et al. [46] asupra 80 de
tulpini din speciile Candida. Lindenfelser [34] a
observat activitatea inhibitoare asupra a 20 de
tulpini de la 39 de specii de fungi, dintre care
doua s-au dovedit a fi rezistente. Activitatea
antifungica in vitro a propolisului Turcesc
(diferite regiuni si diferite rase de albine)
asupra micozelor superficiale a fost cea mai
ridicata la probele de propolis colectat de la
Apis mellifera caucasica [67].

Intr-un studiu comparativ s-a observat ca
extractul etanolic de propolis obtinut de la
albinele Melipona beecheii (Mexic, Yucatan)
au prezentat o activitate antifungicd mai
ridicata Tmpotriva Candida albicans, decat
extractul etanolic de propolis obtinut de la
albinele Apis mellifera (vezi Fig. 2).

Continutul total de polifenoli a fost mai
mare fin cazul extractului Tn etanol a
propolisului de la A. mellifera [56].

Candida albicans ATCC 10231

Propolis

Phenolic, flavonoids, flavanones
and dihydroflavonols components

Figura 2. Compozitia a doua extracte etanolice de
propolis si activitatea antifungica evaluate prin metoda
discului asupra Candida albicans ATCC 10231 (EEAP
- A. mellifera; EEMB - M. beecheii; C+ - control pozitiv
nistatind; C—, control negativ DMSO 1% [56]
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2.3. Spirulina

Spirulina  platensis sau  Arthrospira
platensis (vezi Fig. 3) este o cianobacterie
filamentoasa, nediferentiata, netoxigenica,
care a fost folosita ca aliment inca din cele mai
vechi timpuri [19].

-

Figura 3. Imagine microscopica (A) si
electronomicroscopica (B) a microalgelor de Spirulina
platensis Fotografie de N. Seyidoglu [66]

Au existat numeroase studii privind
actiunile sale antioxidante si antimicrobiene.

Intr-un studiu realizat de El-Baz [19] in
2013 s-au testat efectele impotriva Candida
ale extractului in etanol de Spirulina platensis,
astfel s-a confirmat activitatea biologica a
extractului de etanol de Spirulina platensis
impotriva Candida albicans.

Usharani et al. [73] au investigat Tn anul
2015 activitatea antifungica a extractelor brute
de alge marine din Spirulina platensis

impotriva unor agenti fungici (Aspergillus
niger,  Aspergillus  flavus, Aspergillus
fumigatus,  Candida tropicalis,  Candida

albicans si Candida glabrata).

Zona de inhibare a extractelor de
Spirulina platensis impotriva agentilor patogeni
fungici a fost cuprinsa intre 10 mm si 16 mm la
o concentratie de 10 mg/ml.

Extractul de Spirulina platensis in metanol
(10 mg / ml) a avut cea mai mare zona de
inhibare (16 +0,6 mm) impotriva Aspergillus
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flavus urmata de Aspergillus fumigatus (16
0,5 mm), Aspergillus niger (15 = 0,7 mm),
Candida albicans (14 +0,8 mm), Candida
glabrata (14 £0,5 mm) si Candida tropicalis (13
+0,6 mm) [73].

2.4. Nanoparticulele si conjugarea lor cu
diferite substante antifungice

Se cunoaste faptul ca nanoparticulele de
argint (NA) au fost dezvoltate ca o noua clasa
de agenti antimicrobieni, fiind de asemenea
utilizate ca sisteme eficiente de administrare a
medicamentelor ce conduc la cresterea
potentei medicamentelor [26, 43].

A fost acordat un interes tot mai mare
pentru nanoparticulele de argint de-a lungul
anilor datoritd potentialelor aplicatii in medicina
umand si animald, in tratarea infectiilor
cutanate, inclusiv dermato-micozelor [20, 53].

Aceste particule, fie singure, fie in
combinatie cu alte medicamente, pot
reprezinta o alternativa terapeutica Tmpotriva
microorganismelor rezistente, precum si in
cazuri de complicatii asociate cu utilizarea de
antifungice [43, 53, 54].

Activitatea antimicrobiana a
nanoparticulelor de argint a fost demonstrata
in diferite studii, inclusiv asupra agentilor
fungici ai infectiilor oportuniste, ca de exemplu:
Candida albicans,

C. tropicalis,

C. parapsilosis,

C. glabrata,
Trichophyton rubrum,
Trichosporon asahii,
Aspergillus niger,
Rhizoctonia solani,
Curvularia lunata,
Colletotrichum sp. si
Fusarium spp.

Cu toate acestea, trebuie Iluat fin
considerare faptul ca metodele de sinteza
utilizate sunt diferite, precum si dimensiunea si
structura nanoparticulelor [43].

In anul 2014 s-a studiat actiunea
nistatinului  conjugat cu nanocompozite
magnetice  asupra  Candida  albicans,

observand o eficacitate crescutd a acestui
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conjugat, in comparatie cu administrarea
singulara de nistatin.
In anul 2017, intr-un alt studiu s-a

observat o eficienta crescutd a nistatinului
conjugat cu nanoparticule de acid polilactic si
acid poliglicolic, comparativ cu administrarea
nistatinului pur.

Pe langa nistatin s-au efectuat studii si pe

fluconazol, care a fost acoperit cu
nanoparticule de argint, si care a prezentat de
asemnea o eficacitate sporita asupra

dermatofitilor [26].

Eficacitatea medicamentelor antifungice
este Imbunatatitad prin conjugarea acestora cu
nanoparticule de argint.

Aceasta a fost demonstrata prin studiile
aratate mai sus precum si de un alt sudiu din
anul 2018 [26], unde la o concentratie de 300
Mg /ml, efectele fungistatice asupra Candida
albicans ale nistatinului si flucitozinei au fost
de numai 30% pentru nistatin, respectiv 33%
pentru flucitozina, comparativ cu un procent de
50%, respectiv 62% cand cele douéd substante
antifungice au fost conjugate cu nanoparticule
de argint, la aceeasi concentratie.

Asupra Aspergillus brasiliensis, nistatinul
singur, a avut o proportie de inhibare de 80%
in concentratie de 400 pg / ml, iar flucitozina
singura nu a prezentat eficacitate terapeutica,
fiind rezistenta.

Totusi, aceasta tulpina de A. brasiliensis
s-a dovedit a fi clar sensibila fata de conjugatul
flucitozina-nanoparticule de argint, cu o
inhibare de 100% la o concentratie de 400 pg /
ml, iar complexul nistatin-nanoparticule de
argint a prezentat un procent de inhibare
crescut, de la 80% la 95% [26].

Ca alternative, mai pot fi utilizati si
compusii vegetali fie pentru conjugarea cu
nanoparticule de argint, fie pentru o sinteza
verde de nanoparticule de argint.

Studiile au aratat ca uleiul esential de
oregano (Origanum vulgare) si nanoparticulele
de argint au o activitate antibacteriana
puternica.

S-a studiat efectul antibacterian al unei
combinati de nanoparticule de argint
sintetizate biologic produse de Fusarium
oxysporum si a uleiului esential de oregano
impotriva bacteriilor Gram-pozitive si Gram-
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negative, inclusiv a tulpinilor multirezistente
[62].

Intr-un studiu efectuat in Turcia, s-a
realizat o sinteza verde de nanoparticule de
argint, care prezinta avantaje precum
eliminarea utilizarii  substantelor chimice
scumpe, consumul de energie mai mic si
generarea de produse ecologice.

In acest scop, nanoparticulele de argint
utilizate in experimentele acestui studiu au fost
sintetizate folosind eugenolul (din extract de
cuisoare).

Rezultatele au aratat ca eugenolul ca
material biologic a adus o potentare a efectului
in comparatie cu celelalte materiale gasite in
literature, cu un diametru al zonelor de
inhibare a nanoparticulelor de argint de 10,8 +
0,8 mm pentru C. albicans [69].

Eugenolul este o hidroxifenil-propilena,
care se gaseste in mod natural in uleiurile
esentiale ale mai multor plante apartindnd
famililor Lamiaceae, Lauraceae, Myrtaceae si
Myristicaceae.

Este unul dintre principalii constituenti ai
uleiului de cuisoare (Syzygium aromaticum

(L).

Spirulina maxima polysaccharide
[ ]

~OH
Green synthesis

HAuCI,-3H,0

Gold nanoparticles
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S-a descoperit ca eugenolul inhiba
activitatea ATP-azei la Candida spp. la o
concentratie de 500 | /ml (valoarea
concentratiei minime inhibitoare).

Khan si colab. (2011) au sugerat, pe baza
studiului lor, ca tratamentul cu eugenol si metil
eugenol asupra C. albicans a indus un
raspuns la stres oxidativ caracterizat prin
niveluri crescute de superoxid dismutaza si, in
consecintd, speciile reactive de oxigen
crescute care au cauzat peroxidarea lipidica a
membranelor citoplasmatice si moartea
celulara [40].

Intr-un studiu din anul 2020, s-a realizat o
sinteza verde de nanoparticule de aur (Au NP)
de aceasta data, folosind doar un extract de
spirulina (S. maxima) ca agent reducator.

Rezultatele studiului au indicat ca AuNP
obtinute prin aceasta sinteza verde poseda o
buna biocompatibilitate si o activitate
anticandida ridicata atéat in vitro cat si in vivo
(vezi Fig. 4) [17].

In ts the C. albicans growth

In vitro

Increased membrane Increased cell
Anticandidal activities permeability damage
—
In vivo / \ e

Reduce the gene
expressions of
inflammatory cytokines

il

Reduce the infection of
C. albicans in mussel tissue

Figura 4. Sinteza verde de nanoparticule de aur folosind Spirulina maxima si activitatea impotriva C. albicans
[17].

2.5. Hidrogelul activat cu plasma (PAH)

Apa activatda cu plasma non-termica
(PAW) face parte din o noua generatie de
dezinfectanti / decontaminanti asa-numiti

"neconventionali" extrem de eficienti impotriva
microorganismelor de interes medical [35].
Datorita capacitatii sale antifungice si de
biosiguranta, PAW a fost investigata in ultimul
timp Tn mai multe domenii, in special cu
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aplicatii medicale si chiar cu o potentiala
utilizare ca apa de gura.

Cu toate acestea, deoarece PAW este
lichid, la aplicare acesta va curge sau se va
volatiliza dupa ce a fost aplicat intr-o anumita
regiune, astfel forma de aplicare fiind o
provocare [33].

Astfel, intr-un studiu publicat in 2019 [79],
s-a incercat o formulare care sa incorporeze
PAW sub forma de hidrogel (pe baza de
acrilamida) si s-a urmarit eficacitatea acestui
hidrogel si posibilitatea folosirii acestuia ca un
nou produs cu activitate antifungica.

In acest studiu, capacitatea antifungica a
PAH au fost evaluata prin masurarea zonelor
de inhibare.

Fungul tip folosit pentru testarea
capacitatii antifungice a fost Candida albicans.

De asemenea, pe langa lotul de control, in
hidrogeluri s-a Tincorporat si 100 uM de
fluconazol, formand un grup de control pozitiv.

Rezultatele au demonstrate ca
eficacitatea terapeutica a hidrogelului a fost
mai buna decdt cea a grupului de control
(fluconazol) iar din punct de vedere al timpului,
PAH prezinta o activitate antifungica mai
indelungata decéat PAW [79].

Activitatea antifungica a PAH este
determinatd de prezenta radicalilor hidroxil
(OH) si azotat (NO3) [79], vezi Fig. 5.

-OH NOy

- ‘.”{DHJ}?%;T%%\;*««

Dead Candida albicans
skin

Candida albicans

Figura 5. Activitatea radicalilor liberi asupra Candida
albicans, preluata dupa [79]

6. Alte directii de abordare a problemei
rezistentei

Pe langa cele prezentate anterior exista si
alte preocupari, mult mai recente, pentru
rezolvarea problemei rezistentei la antifungice,
si anume prin obtinerea de structuri noi cu
activitate antifungica, pe baza unor noi tinte
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de la nivelul celulei fungice, precum si
folosirea unor produse biofarmaceutice.
Produsele biofarmaceutice

Sunt studiate o serie de produse
biofarmaceutice care sunt considerate terapii
noi, care pot fi utilizate in terapia antifungica
[44]:

Anticorpii monoclonali
Imunoterapia cu citokine
Vaccinuri

Peptide antifungice

Posibile noi tinte in terapia antifungica

Dezvoltarea instrumentelor pentru studiile
genetice functionale in asociere cu noile
tehnologii moleculare de mare performanta a
fost esentiala pentru generarea unei noi liste
de potentiale tinte ale antifungicelor [44].

Cu siguranta in urmatorii ani aceasta lista
va creste si mai mult, datoritd nevoii urgente
de a gasi variante de tratament, aceste noi
tinte reprezentdnd un nou orizont pentru
dezvoltarea unui arsenal terapeutic mai larg
impotriva infectiilor fungice din ce in ce mai
frecvente.

Din categoria functiilor celulare care pot
reprezenta o tinta pentru antifungice putem
enumera:
biosinteza glucosfingolipidelor,
proteina de ancorare GPI,
calea pirimidinei,
biosinteza aminoacizilor,
ciclul glioxilatului,
sideroforul,
caile de semnalizare,
factorii transcriptionali si
deacetilarea histonelor.

Principalele strategii care ar putea fi
utilizate pentru identificarea de noi molecule,
inclusiv biofarmaceutice, pentru cercetarea si
dezvoltarea de noi medicamente antifungice
sunt prezentate in Figura 6 [44].

O buna parte din cele prezentate se afla
deja in studii preclinice sau clinice [44].

Glucosfingolipidele sunt componente
ale membranei plasmatice care regleaza
replicarea si patogenitatea mai multor fungi.
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Proteinele manozilate sunt atasate de
peretele fungic prin ancore de Glicozil-
fosfatidil-inozitolul (GPI) pentru mentinerea
integritatii si homeostaziei peretelui celular
fungic.

Ciclul glioxilatului permite celulelor
fungice sa se adapteze si sa supravietuiasca
in gazda Tn conditii limitate de nutrienti [44].

Deoarece factorii transcriptionali sunt
principalii reglatori ai mai multor gene implicate
intr-o varietate de functii celulare, studii
recente au aratat ca inhibarea acestor
molecule provoaca o perturbare a expresiei

Classical targets

- }— Allylamines

+— Azoles
— Morpholines

- — Polysnas
e
Gucose  pgucan  Calwal \A

Echinocandins

- Overcoming antifungal resistance
- New classes:

. Coumarin derivatives

. Aminopiperidin compounds

. Isoquinolines

. Pyranopyrimidines

. Tritarpenoids

.
Rational / '

drug design

Search for new
target genes

- Essential genes
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genetice a celulelor fungice, culminand cu
moartea celulara. Folosirea inhibitorilor
epigenetici pentru a modula expresia genica a
agentilor patogeni fungici este o altd metoda,
deja aplicatd Tn terapia cancerului, pentru a
tinti deacetilazele histonelor, care sunt
responsabile pentru indepartarea gruparilor
acetil din histone si din alte proteine, n
general reducand ftranscriptia si expresia
genelor. Aceste proteine joaca un rol esential
in modularea virulentei, a rezistentei la
medicamente si morfogeneza  agentilor
patogeni fungici [44].

Vaccines and other
immunotherapies

L3

- 1 Inflammatory
cytokines
/ - t Microbicidal

- Alternative targets

activity
- Monaclonal antibodies

- immune activation
- target blocking

- } Host toxicity
- } Costs

Antifungal = Hcmbly
peptides

- Structure-based - Sertraline Drug - 39" m:_ambra ne
virtual screening - Statins repurposin isruption
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