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FORMAREA BIOFILMELOR IN VITRO DE CATRE
TULPINILE DE PSEUDOMONAS AERUGINOSA

ST ASOCIEREA ACESTORA CU REZISTENTA
ANTIMICROBIANA

Greta BALAN,
IP Universitatea de Stat de Medicina si Farmacie
Nicolae Testemitanu

Rezumat

Rezistenta in crestere a tulpinilor de Pseudomonas aeruginosa
la antibiotice si formarea de biofilme creeazd problemele mari
in terapia infectiilor provocate de aceste microorganisme. In
studiu au fost incluse 49 de tulpini de P. aeruginosa izolate
din ulcere trofice. Toate tulpinile izolate au fost identificate si
testate conform ghidurilor in vigoare. Producerea biofilmelor
a fost determinatd cantitativ utilizand metoda microtitrdrii.
In urma determindrii sensibilitdtii la antibiotice si formdrii de
biofilme a acestor tulpini izolate din ulcere trofice am constatat
cd 69,4% din ele au format biofilme in vitro si au manifestat
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o rezistentd marcatd la antimicrobiene. P. aeruginosa pro-
ducdtoare de biofilm au prezentat o rezistentd mai mare in
comparatie cu tulpinile ce nu produc biofilm (p<0,01). Este
foarte important faptul cd 100% din tulpinile producdtoare
de biofilm au avut o rezistentd multipld la antibiotice, iar cele
neproducdtoare de biofilm - in proportie de 66,6% (p<0,01).
Asadar, tulpinile de P. aeruginosa izolate din ulcerele trofice
infectate posedd o capacitate inaltd de formare a biofilmelor.
Bacteriile producdtoare de biofilm au o rezistentd mare si
multipld la preparatele antibacteriene. Supravegherea regulatd
a formarii biofilmelor si a profilului de rezistentd la antibiotice
poate imbundtdti managementul pacientilor cu ulcer trofic.

Cuvinte-cheie: ulcer trofic, Pseudomonas aeruginosa, biofil-
me, rezistentd la antibiotice

Summary

In vitro biofilm formation by Pseudomonas aeruginosa
strains and their association with antimicrobial resis-
tance

The increasing resistance of Pseudomonas aeruginosa strains
to antibiotics along with biofilm formation presents serious
problems in the therapy of infections caused by these micro-
organisms. In this study, 49 strains of P. aeruginosa were
isolated from trophic ulcers. All isolates were identified ac-
cording standard laboratory procedures. Biofilm production
was determined quantitative using the microtitre method.
Following determination of antibiotic susceptibility and bio-
film formation of P. aeruginosa strains isolated from trophic
ulcers, we found that 69,4% of the strains formed biofilms in
vitro and showed antimicrobial resistance. Biofilm-forming P,
aeruginosa showed higher resistance to antibiotics compared
to non-biofilm forming strains (p <0,01). What is important
is that 100% of the biofilm-forming P. aeruginosa showed mul-
tiple resistance to antibiotics, whereas non-biofilm-forming
strains accounted for 66,6% (p<0,01).

P aeruginosa strains isolated from infected trophic ulcers have
a high biofilm formation capacity. Biofilm-forming bacteria
have high and multiple resistance to antibacterial prepara-
tions. Regular surveillance of biofilm-forming P. aeruginosa
and their antibiotic resistance profile can improve the manage-
ment of the trophic ulcer.

Keywords: trophic ulcers, Pseudomonas aeruginosa, biofilm,
antibiotic resistance

Pe3srome

Dopmuposanue 6uonnenku in vitro wmammamu
Pseudomonas aeruginosa u ux céA3v ¢ ycmoiuu60cmoio
K NPOmueomMuKpoOnvim npenapamam

ITosviuenue ycmoiinusocmu wmammos Pseudomonas
aeruginosa k aHmubuomMuKam Hapaoy ¢ o6pazosanuem
6uonneHok npedcmasngem cepvesHvie npobremvl 6 mepa-
nuu uH@Pexyutl, 6bI3b164eMbLX IMUMU MUKPOOP2AHUSMAMU.
Bounu npoananusuposanvt 49 wmammos P. Aeruginosa,
8bi0eneHHbLX U3 MPoPuteckux A36. Bee usonsamut 6vinu udeH-
MUPGUBUPOBAHBL U NPOMECHUPOBAHDBL 6 COOMMBEMMCINBUL C
Oesicmeytowumu npasunamu. opmuposarue 6uUONIEHKU




onpedenanu KOAUUeCeeHHO, UCNONb3YS Memoo MUKpo-
mumposanus. Ilocne onpedeneHus wyscmeumenvHOCMu K
AHMUbUOMUKAM U 00pA308aHUSL OUONTEHOK WMAamMMmos P
aeruginosa, 6vi0eneHHbIX U3 MPOPUUECKUX 536, Mbl OOHAPY-
Huny, umo 69,4% wmammos 06pazosvieany OUonneHKY in
Vitro u NposenANU YCMOUHUBOCb K NPOMUBOMUKPOOHBIM
npenapamam. IImammur P. Aeruginosa, npodyyupyroujue
buonnenku, nokazanu 6osee 6biCOKYH0 YCMOU4UE0CHDb
K NPOMUBOMUKPOOHBIM NPenapamam no cpasHeHur co
wmammamu, He npooyuupyrowumu 6uonnenxy (p <0,01).
Ouenv saxro, umo 100% wmammos, npooyuupyouux
Ouonnenky, NOKA3ANU MHONECBEHHYIO YCHOUYUBOCHDb
K aHmMubuomuKam, a wmammol Henpooyyupyrouiue 6uo-
nnenku cocmasunu 66,6% (p <0,01). Takum o6pasom,
wmammul P. aeruginosa, svideneHHvle U3 UHPUUUPOBAHHBIX
mpogureckux A36, 06n1adarom 6vicOKOL cnOCOOHOCHbIO K
obpasosanuto buonneHox. bBuonnenounvie 6axmepuu 06-
71a0a0m 6blCOKOL U MHOMECHBEHHOL YCMOU4UB0CMbIO
K aHmubakmepuanvHuim npenapamam. Pezynspuoe Ha-
6moderue 3a popmuposaruem 6uonnenku P aeruginosa u
npogunem ux ycmou4usocmu Kk aHMUOUOMUKAM MOXcem
YIYHUUMD TleveHue MPoPuUecKUx A36.

Kniouesvie cnosa: mpopuueckue sa3ev, Pseudomonas
aeruginosa, OUONIEHKU, YCMOUMUBOCHb K AHMUOUOMUKAM

Introducere

Infectiile dificil de tratat provoaca morbiditate
si mortalitate inaltd, cu impact direct atat asupra
calitatii vietii individului, cat si asupra costurilor pe
care le implica tratarea acestora. In unele infectii,
in pofida aplicarii unor tratamente adecvate, mi-
croorganismele reusesc sa persiste si, in anumite
circumstante, sa genereze infectii recurente sau
cronice [8].

Biofilmele sunt agregate tridimensionale polimi-
crobiene, care cresc atasat pe suprafete biologice si
nebiologice, inclusiv in tesutul uman. Aceste colonii
polimicrobiene se protejeaza de conditiile de mediu
si de mecanismele de aparare ale macroorganis-
mului prin matrice exopolizaharidica, prin urmare
tratamentele empirice cu antibiotice sunt deseori
insuficiente in eradicarea infectiei [20].

Actualmente, una din provocarile majore in me-
dicina sunt patologiile infectioase cauzate de bacili
gramnegativi multirezistenti la antibiotice. Pseudo-
monas aeruginosa este un agent patogen oportunist,
cunoscut pentru rezistenta naturald si dobandita
la antibiotice, avand o capacitate puternica de a
forma biofilme, care deseori faciliteaza dezvoltarea
infectiei cronice [10]. Infectiile cauzate de acest agent
reprezintd o problema serioasa, afectand pacientii
spitalizati, in special cei aflati in stare critica sau cu
imunitate scazuta.

Pseudomonas aeruginosa este un microorga-
nism agresiv din punct de vedere clinic prin impli-
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carea sa in mai multe patologii infectioase, cum ar
fi: infectiile asociate asistentei medicale, de tract
respirator, tract urinar, arsuri, ulcere trofice etc. [5].

Ulcerul trofic este o problema clinica majora,
fiind considerat in prezent o afectiune cu un pu-
ternic impact socioeconomic. Spitalizarile pentru
aceasta boala sunt de durata si repetate, crescand
exponential cheltuielile pentru ingrijirile medicale, si
sunt frecvente cazurile cand se ajunge la invaliditate
si pensionari premature pe caz de boala. Una dintre
cele mai frecvente complicatii ale ulcerului trofic este
asocierea infectiei microbiene. Spectrul etiologic al
acestor infectii este divers si aproximativ 60% din
cazuri sunt infectate cu flora bacteriana mixta [11].

Caracterul de virulenta al microorganismelor si
capacitatea de formare a biofilmelor sunt principalii
factori de persistenta a acestora si de cronicizare a ul-
cerului trofic. Utilizarea pe larg a antibioticelor pentru
tratarea infectiilor asociate cu formarea biofilmuluia
dus la aparitia tulpinilor polirezistente la antibiotice
[19]. Formarea biofilmului este un mecanism major
de adaptare, care poate proteja bacteriile de anti-
biotice datoritd mai multor trasaturi fiziologice. in
primul rand, structura spatiala a biofilmului asigura
0 acoperire protectoare impotriva compusilor anti-
microbieni [8].

Actualmente, tratamentul biofilmelor formate
de P.aeruginosa se bazeaza pe utilizarea antibiotice-
lor, insa dezvoltarea rezistentei acestor microorga-
nisme a dus la ineficienta antibioterapiei. intelegerea
fenomenului de rezistenta a bacteriilor din biofilme
la preparatele antimicrobiene este necesara pentru
a cunoaste cerintele inaintate fata de obtinerea
unor preparate noi, eficiente in tratamentul acestor
infectii [20].

Scopul acestui studiu a fost evaluarea
potentialului de formare a biofilmelor si asocierea
acestora cu rezistenta la antibiotice la tulpinile de P
aeruginosa izolate din ulcerele trofice.

Material si metode

In cadrul studiului au fost analizate 49 de tulpini
de Pseudomonas aeruginosa izolate din ulcere trofice.
Tulpinile au fost izolate in cultura purd, in conditii
de laborator, si ulterior identificate prin metode mi-
crobiologice clasice si prin sistemul Vitek2 Compact
(BioMerieux) pe baza proprietatilor morfobiologice,
tinctoriale si biochimice.

Sensibilitatea la antibiotice a fost testata si
interpretata conform recomandarilor EUCAST (The
European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing), prin metoda disc-difuzimetrica (metoda
standardizata Kirby Bauer) [1]. Discurile cu antibiotice




utilizate pentru testare au fost: ciprofloxacina (5 ug),
levofloxacina (5 pg), amikacina (30 pg), gentamicina
(10 pg), tobramicina (10 ug), cefepima (30 ug), cefta-
zidima (30 pg), imipenemul (10 pg), meropenemul
(10 pg) si piperacilina (30 ug). Tulpinile care au
prezentat rezistenta la trei sau mai multe grupe de
antibiotice au fost considerate polirezistente [12].

Producerea de biofilm de tulpinile de P. aeru-
ginosa izolate din ulcere trofice a fost determinata
cantitativ utilizand metoda microtitrarii [17].1n acest
scop, intr-o placa cu 96 de godeuri s-au adaugat cate
150 pl bulion peptonat si 15 pl de suspensie bacte-
riand ajustata la etalonul de turbiditate McFarland
0,5 (respectiv 1,5 x 108 UFC/ml), preparata anterior
din culturi bacteriene de 18-24 de ore cultivate pe
geloza sange 5%. Testdrile au fost efectuate in dupli-
cat. Placile au fost acoperite si incubate aerobic timp
de 24-48 de ore la temperatura de 37°C. Ulterior,
pentru evaluarea gradului de aderenta la substratul
inert a tulpinilor testate, continutul fiecarui godeu a
fostinlaturat si clatit de cinci ori cu solutie fiziologica
sterila si fixat cu metanol rece timp de 5 minute. Dupa
indepartarea metanolului, placile uscate au fost co-
lorate timp de 30 minute cu solutie de cristal violet
0,1%. Dupa colorare, excesul de colorant a fost spalat
cu apa de robinet, iar biofilmul colorat a fost repus
in suspensie cu o solutie de acid acetic glacial 33%.
Suspensiile astfel obtinute au fost utilizate pentru
determinarea densitatii optice (DO), pe baza citiri-
lor spectrofotometrice ale absorbantei suspensiilor
colorate la 490 nm (A490).

Densitatea opticd a cut-offului (ODc) este
definita ca media DO a controlului negativ + 3x
deviatia-standard (DS) a controlului negativ. Forma-
rea biofilmului de tulpinile testate a fost analizata
si clasificatd pe baza adsorbtiei de catre celule a
colorantului cristal violet. Izolatele au fost clasificate
in trei categorii: neaderente - densitate optica mai
mica decat 0,112, moderat aderente — densitate op-
tica mai mare de 0,112 si egald sau mai mica decat
0,222, puternic aderente - densitate optica mai mare
de 0,222. Analiza statisticd a datelor s-a efectuat cu
ajutorul programului Epilnfo 2000.

Aspecte etice. Tulpinile utilizate in acest studiu
au fost obtinute din prelevatele clinice de rutina.
Deoarece preluarea probelor nu aimplicat contactul
direct cu pacientul, consimtamantul nu a fost nece-
sar. Permisiunea de a efectua studiul a fost obtinuta
de la seful laboratorului de microbiologie. Acest
studiu a fost realizat cu aprobarea Comitetului de
etica (nr. 65 / 12.04.2017) al Universitatii de Stat de
Medicina si Farmacie Nicolae Testemitanu, Republica
Moldova.
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Rezultate obtinute

Am analizat 49 de tulpini de P. aeruginosaizolate
din ulcere trofice. Testarea sensibilitatii la antibiotice
a bacililor izolati a pus in evidenta un numar mare de
tulpini cu multipla rezistentd la antibiotice, doar cinci
tulpini (10,2%) au fost rezistente la un singur prepa-
rat. Dintre cele 49 de tulpini, 44 (89,8%) au prezentat
multirezistenta la antibiotice. Cel mai ridicat nivel
de sensibilitate a tulpinilor de P. aeruginosa a fost
inregistrat fata de aminoglicozide (42,8%). La restul
grupelor de preparate a fost atestat un grad inalt de
rezistenta, dupa cum urmeaza: peniciline (100%),
cefalosporine (89,8%), monobactame (89,8%), car-
bapeneme (81,6%) si fluorchinolone (73,5%).

Dintre cele 49 de tulpini P. aeruginosa izolate
din ulcere trofice, 34 (69,4%) au produs biofilm
detectabil (DO>0,112). In ceea ce priveste statutul
de biofilm, 19 (48,7%) izolate au produs biofilm
puternic (DO>0,220), iar 20 (51,3%) au produs bio-
film moderat (DO=0,112-0,220). Toate tulpinile de
P. aeruginosa producdtoare de biofilm au prezentat
multidrogrezistenta (MDR), pe cand tulpinile nepro-
ducatoare de biofilm au prezentat acest fenomenin
proportie de 66,6%.

Conform rezultatelor obtinute, tulpinile produ-
catoare de biofilm s-au dovedit a fi mai rezistente
la carbapeneme si aminoglicozide decat tulpinile
neproducatoare de biofilm. In ceea ce priveste
rezistenta la fluorchinolone si cefalosporine a tul-
pinilor de P. aeruginosa producatoare de biofilm
si neproducatoare de biofilm, diferente nu au fost
detectate (v. figura).
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Rezistenta la antibiotice a tulpinilor de P. aeruginosa
producdtoare de biofilm si neproducdtoare de biofilm

Discutii

Biofilmele microbiene sunt implicate in gene-
rarea infectiilor cronice, persistente, greu de tratat
din cauza anoxiei si cresterii lente. Actualmente
este foarte dificil de indicat tratamente eficace de
eradicare a biofilmelor [7, 9].

P. aeruginosa a aparut ca un patogen principal
ininfectiile asociate asistentei medicale, responsabil




pentru infectii severe, in special la persoanele cu
imunitatea compromisa. Pe langa faptul ca aceste
bacterii poseda o rezistentd intrinseca la numeroase
clase de antibiotice, aceasta specie mai are capaci-
tatea de a achizitiona rapid gene de rezistenta si de
a dezvolta un sir de mecanisme noi de rezistenta.
Tratamentul infectiilor severe cu P. aeruginosa mul-
tidrogrezistente (MDR) devine extrem de dificil,
mai ales la persoanele cu imunitate slaba, care nu
tolereaza preparatele indicate. Deseori, in terapie
este utilizata o combinatie dintre aminoglicozide si
betalactamine [3].

Aminoglicozidele sunt preparate cu efect bacte-
ricid si prezinta sinergie cu betalactaminele impotri-
va tulpinilor de P. aeruginosa. in studiul realizat, rata
de rezistenta la aminoglicozide a tulpinilor izolate
din ulcere trofice a constituit 57,14%. Aceste tulpini
au prezentat o sensibilitate mai inalta laamikacina in
comparatie cu gentamicina si tobramicina. In studiile
efectuate anterior, prevalenta rezistentei laaminogli-
cozide a tulpinilor de P. aeruginosa afost dela 24%la
76,7% [10, 13]. Exista diferente geografice in rata de
rezistenta a tulpinilor de P. aeruginosa, care, probabil,
reflecta variatia utilizarii aminoglicozidelor. In pofida
ratei ridicate de rezistenta la aminoglicozide, aceste
antibiotice sunt considerate inca preparate esentiale
antipseudomonas [18].

Similar altor studiilor efectuate, tulpinile de P.
aeruginosaizolate din ulcere trofice au prezentat un
nivel inalt de rezistenta la peniciline, cefalosporine
si monobactame [15].

Exista numeroase rapoarte in care se atesta
o tendinta de crestere a tulpinilor de P. aeruginosa
MDR [16], actualmente acestea fiind raportate in
intreaga lume [15]. Rata crescuta a acestor tulpini
multidtogrezistente poate dicta restrictii in terapia cu
antibiotice. In studiul realizat, prevalenta izolatelor
MDR a fost de 89,8%. Doua studii separate efectuate
inlran[6,20] au raportat ca 30,1%si,, 58,65% din tul-
pinile de P. aeruginosa izolate au prezentat rezistenta
multipla la antibiotice. Numarul tulpinilor MDR
raportate variaza de la tara la tara in functie de utili-
zarea antibioticelor in regiune, de aria geografica, de
starea socioeconomica, dimensiunea esantionului,
definitiile de MDR si prelevat. Cele expuse confirma
importanta monitorizarii aparitiei tulpinilor MDR.

Carbapenele sunt considerate antibiotice de
rezerva pentru tratamentul infectiilor cu P. aerugi-
nosa MDR [14]. Alte studii au aratat ca prevalenta
rezistenteilaimipenem a variatdela2,9%la 61,83%
[4, 16]. Rezultatele studiului nostru denota ca 70%
din tulpinile de P. aeruginosaizolate din ulcere trofice
au fost rezistente la imipenem si 86,7% - la merope-
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nem. Dezvoltarea rezistentei bacteriilor P. aeruginosa
la carbapeneme reduce eficacitatea acestor antibio-
tice pentru terapia empirica.

Am constatat o diferenta semnificativa intre
tulpinile MDR si formarea biofilmului (p<0,05). Tes-
tarea sensibilitatii la antibiotice a aratat ca rata de
rezistentd la antimicrobiene a tulpinilor care formea-
za biofilm a fost mai mare decat rata la tulpinile ce
nu formeaza biofilm. In studiul efectuat, tulpinile de
P. aeruginosa producdtoare de biofilm au prezentat
o rezistenta mai inaltd la B-lactame si aminoglicozi-
de decat cele neproducatoare de biofilm. Aceasta
se explica prin caracteristicile fiziologice specifice
biofilmelor: producerea de (3-lactamaze si amino-
transferaze, expresia pompelor de eflux, penetrarea
restrictionata a antibioticelor, transferul genelor
de virulenta, limitarea nutrimentilor si o stare de
crestere lentd, care joacd un rol esential in dezvol-
tarea rezistentei microorganismelor din biofilm la
antimicrobiene [7].

Conform unor studii, bacteriile producatoare de
biofilm sunt de la 10 pana la 1000 de ori mai rezisten-
te la antimicrobiene decat celulele planctonice [2].
Aceasta poate fi una din explicatiile motivului pentru
care exista o ratd mai mare de esec in eradicarea
infectiilor legate de biofilm.

Terapia de eradicare a infectiilor persistente cu
formare de biofilm este o provocare. O intelegere
mai buna a organizarii si a structurii biofilmelor
poate contribuila obtinerea unor preparate noicare
vizeazad distrugerea biofilmelor.

Concluzii

Tulpinile de P. aeruginosa izolate din ulcere tro-
fice infectate poseda o capacitate inalta de formare
a biofilmelor. Acest studiu atesta un nivel ridicat de
rezistentd la antibiotice, inclusiv rezistenta multipla,
atulpinilor producatoare de biofilm. Supravegherea
regulata a formdrii de biofilme de catre P. aeruginosa
si a profilului lor de rezistentd la antibiotice paoet
influenta pozitiv managementul pacientilor cu ulcer
trofic. Optimizarea terapiilor curative si profilactice
prin elaborarea unor ghiduri pe baza unor studii
asupra sensibilitatii tulpinilor circulante poate duce
la scaderea ratei rezistentei la antibiotice sau, cel
putin, la stoparea cresterii acesteia.

Cunoasterea tolerantei la antibiotice, speci-
fice biofilmelor, in complex cu dinamica evolutiei
rezistenteila antibiotice va constitui, in cele din urma,
o baza pentru dezvoltarea remediilor terapeutice uti-
lizate pentru eradicarea infectiilor cronice datorate
formarii biofilmelor.
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Rezumat

A fost stabilit faptul cd microorganismele familiei Strepto-
coccaceae, izolate din continutul intestinal uman si animal,
apartin la trei genuri. Determinarea cotei lor procentuale a
demonstrat prevalenta streptococilor din genul Enterococcus,
care a atins nivelul de 74,17%, pe locul doi au fost cei din genul
Lactococcus, constituind 13,18%, pe locul trei aflindu-se cei
din genul Streptococcus - 12,63%, comparativ cu numdrul
total de tulpini izolate. Experimentele a doud serii au de-
monstrat dependenta sandtdtii organismului de numdrul de
streptococi in intestin. S-a confirmat cd modificdrile patologice
ale nivelului streptococilor intestinali, caracteristice vdrstei
timpurii postnatale, necesitd mdsuri medicale specifice, care ar
contribui la recuperarea optimd a valorii numerice a acestora
si a sandtdtii organismului.

Cuvinte-cheie: microorganism, cotd procentuald, sdndtatea
organismului, streptococi intestinali, modificare patologicd




