Rezumat

Rezistenta in crestere a tulpinilor de Staphylococcus aureus la
antibiotice, impreund cu rezistenta inductibild la clindamici-
nd, rezistenta la meticilind si formarea biofilmelor reprezintd
probleme grave pentru terapia infectiilor provocate de aceastd
specie. Au fost luate in studiu 53 de tulpini de S. aureus izolate
din ulcere trofice. Toate tulpinile au fost identificate si testate
conform ghidurilor in vigoare. Astfel, 36 (67,9%) de tulpini
izolate din ulcere trofice au fost polirezistente la antibiotice, 23
(43,4%) au fost rezistente la meticilind (MRSA), 12 (22,6%)
au fost pozitive prin testul D si 39 (73,6%) au produs biofilme.
Tulpinile de S. aureus au prezentat sensibilitate mai mare fatd
de vancomicind (100%) si linezolid (90,6%). Ratd mai mare
de rezistentd inductibild la clindamicind a fost observatd in
randul MRSA, in comparatie cu S. aureus sensibil la metici-
lind (MSSA). Similar, au fost inregistrate rate mai mari de
polirezistentd si rezistentd la meticilind printre tulpinile produ-
cdtoare de biofilm, comparativ cu cele care nu produc biofilm.
Asadar, pentru un management bun al infectiilor provocate de
S. aureus, este important de inclus in diagnosticul de laborator
de rutind testul D pentru detectarea rezistentei inductibile la
clindamicind. Vancomicina si linezolidul sunt preparatele ce
raman a fi indicate in tratamentul empiric al infectiilor severe
cauzate de S. aureus. Detectarea producerii de biofilme de
asemenea ar trebui inclusd in testele de rutind.

Cuvinte-cheie: Staphylococcus aureus, rezistentd la antibio-
tice, biofilme, ulcere trofice

Summary

Antibiotic resistance and biofilm production of Staphylo-
coccus aureus strains isolated from trophic ulcers

The increasing resistance of Staphylococcus aureus strains to
antibiotics, along with the inducible resistance to clindamy-
cin, methicillin resistance and biofilm formation are major
problems in the management of infections caused by these
bacteria. The study was conducted on 53 S. aureus strains
isolated from trophic ulcers. All isolated strains were identified
and tested according to the current guidelines. 36 (67,9%) of S.
aureus strains isolated from trophic ulcers were polyresistant
to antibiotics, 23 (43,4%) were methicillin resistant (MRSA),
12 (22,6%) were positive on D test and 39 (73,6%) produced
biofilms. S. aureus strains showed greater sensitivity to van-
comycin (100%) and linezolid (90,6%). A higher rate of indu-
cible clindamycin resistance was found in MRSA compared
to methicillin-sensitive S. aureus (MSSA). Similarly, higher
rate of multidrug and methicillin resistance was recorded
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among biofilm-producing strains compared to non-biofilm-
producing strains. The D test should be included within the
routine laboratory diagnosis for detecting inducible resistance,
as well as for a proper management of infections caused by S.
aureus. Vancomycin and linezolid are the antibiotics that are
still indicated in the empirical treatment of severe infections
caused by S. aureus. Moreover, detection of biofilm production
should also be included in routine laboratory tests.

Keywords: Staphylococcus aureus, resistance to antibiotics,
biofilms, trophic ulcer

Pe3srome

Anmubuomuxopesucmenmuocmo u 06pasoseanue 6uo-
Punvmos wmammos Staphylococcus aureus, 8videneHHbIX
u3 mpoduueckux s36

Iosvimennas pesucmenmuocmp wimammos Staphylococcus
aureus Kk aHmuOUomuKam, Hapsoy c uHOyuubenvHoi ycmoi-
4UBOCMDIO K KIUHOAMUUUHY, PE3UCTNEHINHOCIDIO K Metnu-
UUITUHY U 06pa306aruem OLONIEHOK, A6ITIOMCS CePbe3Hbl-
MU npobnemamu 8 mepanuu uHPeKyULl, 8bI3b16AEMbIX IMUM
sudom. B uccnedosarue 6vinu exnwouervt 53 wimamma S.
aureus, 8vi0eeHHbIX U3 Mpoputeckux s136. Bee svi0enentuie
WMammol Obiiu UOEHMUPUUUPOBAHDL U NPOINECUPOBAHDL 6
coomeemcmeuu ¢ deticmeayouumu npasunamu. 36 (67,9%)
wmammos S. aureus ObiIU NOIUPESUCTNEHMHBIMU K AHINU-
6uomuxam, 23 (43,4%) 6vinu ycmotiuusvIMuy K MEMUUUTITIU-
Hy (MRSA), 12 (22,6%) Obi1u nONONUMETLHDIMU HO THECIY
Du 39(73,6%) o6pasosanu 6uonnenxu. llImammot S. aureus
NOKA3AU HAUOOIbULYTO HYECHIBUINENIHOCID K BAHKOMULLU-
ny (100%) u nunezonudy (90,6%). Haubonvuas ckopocmy
DpAa3eumus UHOyUUbenvHoL Pe3UcmeHmHOCMU K KAUHOA-
Muyury Habmodanacy y wmammos MRSA no cpasHenuio ¢
wyscmeumenvHoimu Kk memuyunanuny MRSA wmammamu.
Ananozuuno, 6onee 8biCOKIUE NOKA3AMENU NONUPEIUCTHEH-
HOCMU U YCMOUYUBOCIU K MEMUUUNAUHY Obinu 3apezu-
CMPUPOBAHDL CPEOU UIMAMMO8, 00paA3YIOUsUX OUONTIEHKY,
10 CPABHEHUIO C UIMAMMAMY, He 00PA3YIOUUMU OUONTIEHKY.
Lns ycnewinozo KoHMpOns uHpexyuli, 6bi36aHHbIX S. aureus,
BAICHO BKIIIOHUMD 8 PYMUHHYI0 100PAMOPHYI0 OUACHOCHIU-
Ky mecm D 0nst svisignenust unoyyubenvHotl ycmoiuusocmu
K KAUHOAMUUUHY. BaHKOMUUUH U NUHe30/1U0 A6IAIOMCA
npenapamamu, Komopvle 0CHarwmcs 6 HA3SHAEHUAX Npu
IMNUPUHECKOM TIeHeHUL AHETbIX UHPEKUUT, BbI36AHHDIX
S. aureus. Onpedenetve GopMUPOBAHUS OUONIEHKU MAKHce
007IHCHO ObIMb BKTIIOUEHO 8 PYIMUHHDIE MECTbL.

Knwouesvie cnosa: Staphylococcus aureus, ycmoiiuusocmo K
anmubuomukam, 6uoPunomol, mpogduueckue 136b.




Introducere

Ulcerul trofic continua sa fie o problema clinica
majora, acesta fiind considerat in prezent o afectiune
Cu un puternic impact socioeconomic. Spitalizarile
persoanelor cu aceasta boala sunt de durata si
repetate, crescand exponential cheltuielile pentru
ingrijirile medicale, si sunt frecvente cazurile cand
se ajunge la invaliditate si pensiondri premature pe
cazde boala. Ulcerul trofic nu este considerat o boald
aparte, ci o consecinta a unei patologii mai grave
[17]. Motivele pentru aparitia ulcerului trofic sunt
multiple: patologii care implica dereglarea fluxului
sangvin prin vase, tulburari metabolice, leziuni de
diverse etiologii la nivelul pielii. Cauzele si factorii
ce determind aparitia ulcerelor trofice sunt foarte
diverse. Desi teoretic,punctul de plecare”al ulcerelor
este extrem de variat, peste 95% din acestea sunt ex-
presia insuficientei venoase cronice [14]. Tratamentul
ulcerelor trofice este unul de durata si complex. Spre
deosebire de pldgile obisnuite, vindecarea ulcerelor
trofice se opreste in faza inflamatorie si nu progre-
seazd din cauza varstei, infectiilor asociate, ischemiei,
diabetului zaharat, starilor neoplazice, malnutritiei
etc.[11,19].

Una dintre cele mai frecvente complicatii ale
ulcerului trofic este asocierea infectiei microbiene.
Spectrul etiologic al acestor infectii este divers si
aproximativ 60% din ulcerele trofice sunt infectate
cu flora bacteriana mixta. Chiar daca unele bacterii
implicate in infectie nu sunt patogene, asocierea
multipla a acestora determina o evolutie catre
colonizarea critica, insotita de o evolutie lenta a
vindecarii [20].

Microorganismele izolate cel mai des din ulce-
rele trofice sunt din genul Staphylococcus, urmate de
germeni din familia Enterobacteriaceae sau de specia
Pseudomonas aeruginosa. Mai rar se izoleaza strepto-
coci hemolitici a sau B si bacterii anaerobe, mai ales
din genurile Clostridium si Bacteroides [12].

Patologia infectioasa provocata de acesti ger-
meni constituie o problema de interes in contextul
medicinei actuale, din cauza frecventei ridicate de
manifestare si a problemelor serioase de tratament
pe care le ridica. O preocupare majora legata de
aceste microorganisme este faptul ca ele pot forma
biofilme. Celulele incluse in biofilmul microbian pre-
zintd o inalta rezistenta la antibiotice, ceea ce face sa
existe subpopulatii de supravietuitori din populatia
microbiand a biofilmuluiin proportie relativ mica, dar
aceste cateva celule supravietuitoare initiaza o stare
deinalta protectie. Succesul tratamentului ulcerelor
trofice infectate depinde atat de sensibilitatea la
antibiotice a tulpinilor implicate in proces, cat si de
proprietatile de persistenta a acestor germeni. Este
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cunoscut faptul ca potentialul de persistenta al mi-
croorganismelor influenteaza durata de viabilitate a
lor in macroorganism [18, 21].

Situarea stafilococilor pe primele locuri in
aparitia infectiilor bacteriene, cresterea anuala a
numarului de tulpini de stafilococi rezistenti la me-
ticilina si aparitia unor tulpini rezistente la antibioti-
cele antistafilococice de rezerva incadreaza aceasta
patologie in randul bolilor infectioase emergente.

Scopul studiului realizat a fost cercetarea tul-
pinilor de Staphylococcus aureus izolate din ulcere
trofice din punctul de vedere al rezistentei lor la
antibiotice si al formarii biofilmelor.

Material si metode

A fost studiatad rezistenta la antibiotice a 53 de
tulpini de Staphylococcus aureus izolate din ulcere
trofice. Produsele patologice au fost insamantate pe
medii de cultura selective si neselective, iar identifi-
carea s-a facut pe baza caracterelor de cultura, mor-
fotinctoriale, a prezentei coagulazei si a proprietatilor
biochimice [10, 22]. Sensibilitatea la antibiotice a
fost testatd prin metoda difuzimetrica Kirby-Bauer si
sistemul VITEK2 COMPACT. Metodologia determindrii
si interpretarea sensibilitatii la antibiotice au fost
realizate standardizat, respectand ghidurile EUCAST
(European Committee on Antimicrobial Susceptibi-
lity Testing) de testare la antibiotice [5]. Discurile cu
antibiotice utilizate pentru testare au fost: cefoxitina
(30 pg), eritromicina (15 pug), clindamicina (2 ug),
gentamicina (10 pg), ciprofloxacina (5 ug), linezolid
(10 pg), tetraciclina (30 ug), cloramfenicol (30 pg)
si rifampicind (5 pg). Tulpinile care au prezentat
rezistentd la trei sau mai multe grupe de antibiotice
au fost considerate polirezistente [13]. Caracterul
meticilinorezistent sau meticilinosensibil al tulpinilor
de Staphylococcus aureus a fost determinat in functie
de diametrul zonei de inhibitie create de discul cu
cefoxitina (30 ug), conform EUCAST: S. aureus sensibil
la meticilina (MSSA) daca diametrul este de cel putin
22 mm; S. aureus rezistent la meticilina (MRSA) daca
este mai mic de 22 mm [4]. Rezistenta inductibila la
clindamicina a fost detectata prin testul dublu disc
(testul D). Discurile de eritromicina (15 pug) si clinda-
micina (2 pg) sunt plasate la o distantd de 12-20 mm
masurata de la marginile discurilor.in cazul aplatizarii
zonei de inhibitie din jurul discului de clindamicina
(test D pozitiv), clindamicina se raporteaza ca rezis-
tenta [2].

Producerea biofilmului de catre tulpinile de S.
aureus izolate din ulcere trofice a fost determinata
cantitativ, utilizand metoda microtitrarii [9]. In acest
scop, intr-o placa cu 96 de godeuri s-au addugat 150
pl bulion peptonat si 15 pl de suspensie bacteriana,




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 ge-
loza sange 5%. Testarile au fost efectuate in duplicat.
Placile au fost acoperite si incubate aerobic timp de
24-48 de ore la temperatura de 37°C. Ulterior, pentru
evaluarea gradului de aderenta a tulpinilor testate
la substratul inert, continutul fiecarui godeu a fost
fnlaturat si clatit de cinci ori cu solutie fiziologica
steril3, fiind fixate cu metanol rece timp de cinci
minute. Dupa indepdrtarea metanolului, placutele
uscate au fost colorate timp de 30 minute cu solutie
de cristal violet 0,1%. Dupa colorare, excesul de co-
lorant a fost spalat cu apa de robinet, iar biofilmul
colorat a fost repus in suspensie cu o solutie de acid
acetic glacial 33%. Suspentsiile astfel obtinute au fost
utilizate pentru determinarea densitatii optice (DO),
pe baza citirilor spectrofotometrice ale absorbantei
suspensiilor colorate la 490 nm (A490).

Densitatea optica a cut-offului (ODc) este defi-
nita ca media DO a controlului negativ + 3x deviatia
standard (DS) a controlului negativ. Formarea bi-
ofilmului de catre tulpinile testate a fost analizata
si clasificata pe baza adsorbtiei colorantului cristal
violet de catre celule. Izolatele au fost clasificate
in patru categorii: neaderente, cu densitate optica
<0,056; slab aderente (0,056 < DO <0,112); moderat
aderente (0,112 < DO < 0,222) si puternic aderente,
cu densitate optica >0,222.

Pentru controlul calitdtii a fost utilizata tulpina
de referinta S. aureus ATCC 25923. Analiza statistica
a datelor a fost efectuata cu ajutorul programului
Epilnfo 2000.

Aspecte etice. Tulpinile utilizate in acest studiu
au fost obtinute din prelevatele clinice de rutina.
Deoarece preluarea probelor nu a implicat contac-
tul direct cu pacientul, consimtdamantul nu a fost
necesar. 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.

Rezultate obtinute

Dintre cele 53 de tulpini de S. aureus izolate
din ulcere trofice, 36 (67,9%) au fost polirezistente
la antibiotice, 23 (43,4%) au fost MRSA, 12 (22,6%)
au fost pozitive prin testul D si 39 (73,6%) au produs
biofilme.

Cel mairidicat nivel de sensibilitate a tulpinilor
de S. aureus a fost inregistrat fata de vancomicina
(100%), urmatd de tetraciclind (92,4%), linezolid
(90,6%) si cloramfenicol (88,6%), rezultatele fiind
prezentate in tabelul 1.
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Tabelul 1
Sensibilitatea la antibiotice a tulpinilor de S. aureus izolate
din ulcere trofice

Antibioticul | MRSA (n=23) | MSSA (n=30) | Total (n=53)
Cefoxitina 0 (0%) 30 (100%) 30 (56,6%)
Ciprofloxacina 6 (26,1%) 9 (30%) 15 (28,3%)
Gentamicina 12 (52,2%) 22 (73,3%) 34 (64,1%)
Cloramfenicol 20 (86,9%) 27 (90%) 47 (88,6%)
Eritromicina 8 (34,8%) 16 (53,3%) 24 (45,3%)
Clindamicina 19 (82,6%) 26 (86,7%) 45 (84,9%)
Tetraciclina 21 (91,3%) 28 (93,3%) 49 (92,4%)
Linezolid 19 (82,6%) 29 (96,7%) 48 (90,6%)
Rifampicind 4(17,39%) 13 (43,3%) 17 (32,1%)
Vancomicina 23 (100%) 30 (100%) 53 (100%)

Testarea sensibilitatii la antibiotice a tulpinilor
de S. aureus a pus in evidenta un numar mare de
tulpini cu antibiorezistenta multipla, iar 7 (13,2%)
tulpini din cele 53 au fost sensibile la toate antibi-
oticele testate.

Din 53 de tulpinide S. aureus testate, 12 (22,6%)
au prezentat rezistenta MLS, inductibila (macro-
lide-lincosamide-streptograminele B), 4 (7,5%) -
rezistenta MLS, constitutiva, iar 12 (22,6%) tulpini
- rezistentd la macrolide-streptograminele B (MS)).
Rezistenta inductibila MLS, a fost mai mare in randul
MRSA, in comparatie cu MSSA (p<0,05). Rezultatele
respective sunt prezentate in tabelul 2.

Tabelul 2
Rezistenta inductibild la clindamicind a tulpinilor de S. au-
reus izolate din ulcere trofice

Fenotipurie | ay | cur | TSt | MRSA | MSSA | 500,

(n=53)
naviibie | R | S|+ (431,2%) 2(6.7%) (221,2%)
QAOI_nSthitutive RIR| - [287%) |2(67%) |47,5%)
MS, RS | - (21:57%) (23,73%) (221,2%)
Sensibile | S | S | - (26’61%) (631’_,9)%) (4723%)

Notd. MLS, - macrolide-lincozamide-streptogramine B;
MS, - macrolide-streptogramine B; ERY - eritromicing;
CLI - clindamicina.

Dintre cele 53 de tulpini S. aureus izolate din
ulcere trofice, 39 (73,6%) au produs biofilm detec-
tabil (OD 630 > 0,120). In ceea ce priveste statutul
biofilmului, 19 (48,7%) izolate au produs biofilm
puternic (OD>0,222),iar 20 (51,3%) izolate au produs
biofilm moderat (0,112 < DO < 0,222). Dintre acestea,
21 (53,8%) au fost MRSA si 28 (71,8%) au fost multi-
drogrezistente (MDR). Dintre cele 14 (26,4%) tulpini
de S. aureus care nu au produs biofilme, 2 (14,3%)
tulpini au fost MRSA si 8 (57,1%) — MDR.




Discutii

Testarea sensibilitatii tulpinilor de S. aureus,
izolate din ulcere trofice, la antibiotice a evidentiat ni-
veluriridicate de rezistenta la agentii antimicrobieni,
cu prezenta unor fenotipuri de importanta clinica
si epidemiologica, dintre care se remarcad incidenta
crescutd a tulpinilor meticilinorezistente (43,4%) si
a fenotipurilor MDR (67,7%). Staphylococcus aureus
rezistent la meticilina este cea mai importanta cauza
a infectiilor asociate asistentei medicale in intreaga
lume.Tn anul 2009, in Europa, doar sase tari au rapor-
tat tendinte de scadere pentru MRSA [1].1n 2016, desi
problema pare sa se fi stabilizat sau chiar, in unele
tari europene, incidenta infectiilor determinate de
aceasta tulpind bacteriana sa fi scazut, MRSA ramane
o problema de sdndtate publica, deoarece proportia
acestora este inca mai mare de 20% [3]. Cele mai
recente date ale EARS (Auris Medical Holding Ltd.
Common Shares, 2016) indica Romania (39,0%) si
Croatia (35,1%) cu un procent al MRSA de peste 35%
—singurele tari din Europa cu asa nivel de rezistenta.
Rate similare de S. aureus meticilinorezistent au fost
raportate si in alte studii, efectuate in Republica
Moldova (40,4%) [7].

in ceea ce priveste rezistenta la rifampicing,
comparativ cu rapoartele EARS, constatam ca nivelul
de rezistenta este foarte inalt: 82,6% pentru tulpinile
MRSA si 56,7% pentru tulpinile MSSA.

Conform aceluiasi raport al EARS cu privire la
rezistenta antimicrobiand in Europa pentru anul
2016, tulpinile de MRSA au asociat rezistenta la
fluorochinolone (10,7%), comparativ cu tulpinile de
MRSS, pentru care frecventa a fost de doar 6% [3].
in cazul studiului nostru, tulpinile izolate de MRSA
au asociat o rezistenta la fluorochinolone de 73,9%
(mult superioara celei raportate de EARS).

Clindamicina este unul dintre preparatele ce se
utilizeaza pentru tratamentul infectiilor cauzate de
MRSA [6].ns3, din cauza ratei crescute de rezistenta
inductibila la clindamicina printre tulpinile de S.
aureus, in principal MRSA, exista sanse mari de esec
terapeutic la utilizarea acestui remediu pentru tra-
tamentul infectiilor cauzate de tulpinile cu acest tip
de rezistenta [16]. Asadar, un simplu test, cum este
testul D, pentru detectarea rezistentei inductibile la
clindamicind este crucial pentru a ghida tratamentul
infectiilor cauzate de S. aureus.

Rate mai mari de rezistentd la meticilind si
polirezistenta au fost inregistrate la tulpinile de S.
aureus producdtoare de biofilme, in comparatie cu
tulpinile care nu au format biofilme. Aceasta se da-
toreaza naturii protectoare a biofilmului, bacteriile
care cresc in el sunt intrinsec rezistente la multe
antibiotice. Rezistenta la antibiotice a tulpinilor bac-
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teriene care se afla in biofilme poate creste pana la
1000 de ori. Principalele motive pot fi patrunderea
dificila a antibioticelor prin biofilm, viteza lenta de
crestere a bacteriilor si prezenta mecanismelor de
degradare a antibioticelor [8]. Mai mult, biofilmul
formeaza o platforma pentru transferul orizontal de
gene intre bacterii, astfel determinand raspandirea
markerilor de rezistenta la antibiotice si a altor factori
de virulenta [15].

Concluzii

in randul tulpinilor de Staphylococcus aureus
izolate din ulcere trofice au fost inregistrate rate inalte
derezistenta la antibiotice. Rata de izolare a tulpinilor
MRSA s-a dovedit a fi inalta. Rezistenta inductibila
la clindamicina constituie o grava problema pentru
managementul infectiilor cauzate de S. aureus. Deci,
D testul pentru detectarea rezistentei inductibile la
clindamicina trebuie sa fie inclus in diagnosticul de
laborator de rutind. Mai mult, avand in vedere nivelul
ridicat de tulpini de S. aureus producatoare de bio-
film, detectarea formarii biofilmului de asemenea ar
trebui sa fie inclusa in testele de rutina.

in baza rezultatelor de testare a sensibilitatii
la antibiotice, tetraciclina si cloramfenicolul pot fi
utilizate pentru tratamentul empiric al infectiilor
cauzate de S. aureus. Cu toate acestea, linezolidul si
vancomicina raman a fi indicate pentru tratamentul
empiric al infectiilor severe, cauzate de S. aureus.
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