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RO 123145 B1

Prezenta inventie se refera la o metoda de determinare a sensibilitatji la substante
antimicrobiene a biofilmelor bacteriene, dezvoltate pe un substrat inert, imersat in mediu
lichid. Metoda are aplicatii in medicina, industria farmaceutica si alimentara.

Biofilmul reprezinta o comunitate microbiana sesila, compusa din celule care suntin
mod ireversibil atagate la un substrat, la o interfatd sau unele de altele, care sunt inglobate
intr-o matrice de substante polimerice, extracelulare, produse de cétre aceste celule si care
prezintad un fenotip modificat, in privinta ratei de crestere si a transcrierii genelor (Donlan si
Costerton, 2002).

Fenomenele de aderenta si formare a biofilmelor au fost studiate la un numar impor-
tant de bacterii patogene, intrucét legarea acestora de celulele sensibile sau aderarea la dis-
pozitive medicale reprezinta etapa initiala si o preconditie obligatorie a procesului infectios.

Biomaterialele sunt utilizate in mod frecvent in medicing, pentru substituirea tesu-
turilor, prin diferite dispozitive protetice, temporare sau permanente, dar si in scop terapeutic
si in tehnicile exploratorii invazive (Donlan gi Costerton, 2002).

Biofilmele bacteriene, dezvoltate pe biopolimerii utilizati in medicing, determina infectii
asociate implanturilor, care sunt dificil de tratat. Calitatea de substrat inert se refera la faptul
ca aceste materiale, de reguld, nu pot fi folosite ca nutrienti de catre bacterii, dar, in fapt,
aceste materiale sunt active din punct de vedere fizico-chimic si pot modula direct aderenta
bacteriana sau sa interactioneze cumecanismele de aparare ale gazdei. Substratul inert are
o serie de proprietati fizico-chimice, care influenteazé adsorbtia initiala a bacteriilor i
formarea consecutiva a biofilmelor.

Materialele amorfe, asa cum sunt majoritatea biopolimerilor, au o suprafata cu rugo-
zitate mare, neregularitatile suprafetei favorizand aderenta bacteriana. Aceste materiale sunt
hidrofobe, ceea ce influenteaza in sens pozitiv aderarea bacteriilor, a caror suprafata celu-
lara are un caracter hidrofob, bacterii cu un caracter mai putin virulent fata de un substrat
celular. Dimpotriva, virulenta acestora este mai mare atunci cand aceste bacterii adera si
colonizeaza materialele hidrofobe, prin interactiuni hidrofobe.

La baza biofilmelor dezvoltate pe substraturi inerte, celulele sunt mai infometate
comparativ cu cele aderate la un substrat celular, astfel c& moartea si autoliza celulelor
bazale, producerea de gaze in grosimea biofilmului contribuie la destabilizarea acestuia si
la detagarea de fragmente, responsabile de diseminarile la distanta. Aceste fenomene
explicd, de exemplu, modul cum se produce contaminarea apei din reteaua de distributie,
chiar atunci cand, la intrarea in retea, apa corespunde standardelor din punct de vedere
microbiologic. Aceleasi fenomene pot conduce, in cazul infectiilor asociate dispozitivelor
protetice, la diseminari la distanta si infectii generalizate.

Una din cele mai importante consecinte ale formarii biofimelor rezida in faptul ca
celulele incluse in astfel de pelicule sunt mai rezistente atat la mecanismele de aparare ale
gazdei, cat si la dozele conventionale de antibiotice, antiseptice, dezinfectante, biocizi.
Astfel, s-a constatat ca eficienta multor agenti antibacterieni, incluzénd celulele fagocitare
din sénge, anticorpii, biocizii, antibioticele, este mult redusa daca sunt folositi impotriva bio-
filmelor fata de celule planctonice (Yasuda si colab., 1993). Mecanismul acestei protectii sau
rezistente la factori antimicrobieni, pentru care termenul mai corect ar fi de recalcitranta sau
rezistenta fenotipica, foarte diferita de rezistenta propriu-zisa la antibiotice, determinata
genetic, este in continuare controversat. Explicatia include formarea unei bariere de
penetratie de catre glicocalix i modificarea statutului fiziologic al rezidentilor din biofilme sau
combinarea ambilor factori (Donlan si Costerton, 2002). Sensibilitatea redusa a bacteriilor
in biofilme se poate datora si unei alte bariere care poate sa apara dacé in biofilm este
prezentd o enzima detoxifiantd sau dacé celulele din profunzimea biofilmului au o fiziologie
diferita (ca raspuns la conditiile locale) in comparatie cu celulele dispersate, ceea ce
determind sensibilitéti diferite fatd de multe substante antimicrobiene (Costerton etal., 1999).
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Cand biofilmele din infectiile cronice s-au dezvoltat, chemoterapia trebuie sa se
bazeze pe doze de antibiotice necesare omorarii bacteriilor din biofilme si nu pe cele care
pot ucide celulele libere neprotejate, doze determinate prin testele de rutind de testare a
sensibilitatii bacteriene la antibiotice.

Toate antibioticele de pe piata au fost testate si selectate pentru abilitatea acestora
de a ucide bacteriile planctonice, prin metoda clasica, standardizata, recomandata de CLSI
(Clinical Laboratory Standards Institute, anterior NCCLS - Committee for Clinical Laboratory
Standards), realizata pe celule dispersate, crescute rapid, pe un mediu artificial bogat in
nutrienti. Aceasta metoda permite stabilirea unei concentratii minime inhibitorii (C.M.1.),
active fata de celulele planktonice, dar ineficiente asupra biofilmelor (Nickel si colab, 1985;
Gander, 1996).

Din aceste considerente, este absolut necesara gasirea unei metode adecvate de
testare a sensibilitatii la antibiotice a bacteriilor atagate de substratul natural al acestora
(reprezentat, de exemplu, de un anumit material din care este confectionat un anumit dispo-
zitiv protetic), sub forma de biofilme sau de microcolonii, si care sa fie scaldate de un mediu
lichid, care sa-| aproximeze pe cel natural (Xu si colab. 1988, Costerton si colab., 1989; Ceri
si colab., 1999; Stewart si colab., 1999). O astfel de metoda ar permite stabilirea unei con-
centratii minime, eficiente, fata de biofilme. De exemplu, modelul propus de Ceri, privind
determinarea biofilmelor experimentale (US 6051423, 2000 - Biofiim assay - by Ceri et al),
necesita utilizarea unor camere cu $anturi orizontale sau in meandre inundate de un curent
de lichid al carui sens de curgere este permanent schimbat. Pentru a urmari activitatea
antibiofilm a unui anumit compus, acesta este adaugat intr-unul dintre santuri, iar gradul de
dezvoltare este comparat cu al unui biofilm martor, dezvoltat in absenta oricarei substante
antimicrobiene. Intr-un alt model (ES 209198 A1, 1998, Process for assaying antimicrobial
agents in relation to bacteria which grow in biolayers, Amorena et al.), biofilmele se dezvolta
pe peretii din plastic ai unei placi cu 96 de godeuri, insa masurarea gradului de dezvoltare
al biofilmului necesita o metoda speciala de detectie a ATP-ului bacterian prin luminimetrie,
metoda scumpa, care nu este la dispozitia laboratoarelor obignuite de microbiologie. De
asemenea, au fost elaborate modele de dezvoltare in vitro a biofilmelor pe bile magnetice
imersate in mediul de culturd, care ulterior sunt manipulate in diferite scopuri, cu ajutorul unui
magnet (WO 2004111264 A1, Bacterial biofilm assay employing magnetic beads, Surette
M. et al.), dar aceastd metoda este laborioasa si nu poate fi utilizatd in rutina pentru
determinarea sensibilitatii bacteriilor aderate la diferite substante. Exista, de asemenea,
metode speciale care permit cuantificarea biofilmelor formate de bacteriile gram negative sau
fungi pe diferite tipuri de esantioane (EP 1067385 A2, Method for the quantification of the
biofilm load on sample bodies, Seipp H.M. et al.), prin masurarea cantitatii de endotoxine
(LPS sau 1,3 B-D glucan) prin testul LAL, test extrem de scump, utilizat la noi in tara doar
in industria farmaceutica, ca test de pirogenitate pentru solutiile injectabile.

Dezavantajele solutiilor tehnice existente, prezentate mai sus, constau, asadar, in
aceea ca:

1) nu sunt adecvate pentru determinarea de rutind a sensibilitétii si rezistentei la
antibiotice a bacteriilor aderate si incluse in biofilme;

2) sunt laborioase;

3) sunt costisitoare, implicand un consum mare de materiale specifice.

Problema tehnica, pe care o rezolva inventia, consta in conceperea unei metode de
determinare cantitativa a sensibilitatii biofiimelor la un anumit antibiotic.

Solutia adoptata de solicitant, pentru rezolvarea problemei tehnice, constain realiza-
rea unui mediu cu microorganisme aderate la un substrat inert care poate fi imersat in mediu
lichid.
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Metoda de determinare a sensibilitatii Ia substante antimicrobiene a biofilmelor bac-
teriene, dezvoltate pe un substrat inert, imersat in mediu lichid, conform inventiei, cuprinde
urmatoarele etape:

a) punerea in contact a unei suspensii microbiene de densitate cunoscuta cu un
suport inert de dimensiuni cunoscute, sterilizat in prealabil si imersat intr-un volum fix de
mediu de cultura lichid, ales dintre bulion simplu, nutritiv $i mediu Muller Hinton, repartizat
in placi cu 6 sau 24 godeuri;

b) adaugarea fie lainceputul experimentului, fie dupa o perioada de incubarela 37°C,
timp de 3 h, a diferite concentratii de antibiotice sau alte substante antimicrobiene;

¢) incubarea la 37°C a sistemului tulpind microbiana: suport inert: antibiotic, timp de
24 h, perioada de timp necesara actiunii antibioticului

d) indepartarea mediului de cultura lichid si a microorganismelor dezvcltate in sus-
pensie si spalarea suportului inert, pentru indepartarea bacteriilor neaderate;

e) adaugarea de mediu de cultura steril peste suportul inert, colonizat cu microorga-
nisme aderate si reincubarea la 37°C, timp de 24 h;

f) masurarea densitatii optice a mediului de cultura la 600 nm, in vederea aprecierii
gradului de viabilitate a celulelor bacteriene, incluse in biofilm, in functie de densitatea
mediului de cultura;

g) compararea valorilor densitatii optice, masurata la 600 nm, a culturilor obtinute in
mediu cu diferite concentratii de substante antimicrobiene, comparativ cu culturile martor
dezvoltate in mediu de cultur lichid, fara adaos de antibiotice, in scopul aprecierii eficientei
antibiofilm a unei anumite concentratii de antibiotic.

Inventia prezintd urmatoarele avantaje:

- metoda permite determinarea calitativa sau cantitativa a sensibilitatii la substante
antimicrobiene a oricarui tip de microroganisme aderate la orice tip de substrat inert care
poate fi imersat in mediu lichid, fiind asadar foarte utila in selectarea biomaterialelor cu
proprietati fizico-chimice adecvate, care sa previna sau sa intarzie colonizarea microbiang,
$i in orientarea clinicianului in alegerea corecta a terapiei unei infectii aparute la un pacient
cateterizat sau in luarea deciziei de indepartare a cateterului colonizat;

- metoda este usor de realizat in conditiile dotarii existente in laboratoarele de micro-
biologie clinicd, ori de céte ori este izolata o tulpind microbiané dintr-o infectie cu producere
de biofilme;

- metoda este ieftind, necesitand, in plus fatd de materialele existente in mod normal
intr-un laborator de spital cu dotare minimala, placi de plastic cu godeuri care pot fi coman-
date chiar la producatori interni (Incerplast), si poate fi realizata cu maxima reproductibilitate
de un tehnician de laborator instruit; in situatii urgente, placile cu godeuri pot fi inlocuite de
orice alt sistem inchis, in functie de tipul si forma de prezentare a materialului inert, folosit
ca substrat pentru aderenta microbiana (de exemplu tuburi, flacoane Erlenmayer etc.);

- metoda poate fi utilizata pentru selectia antibioticelor sau asocierilor de antibiotice
eficiente fata de bacterii incluse in biofilme (cu determinarea CMI, CMB pe celule aderate
si biofilme) sau pentru testarea eficientei fatéd de bacteriile incluse in biofilme a unor
substante antimicrobiene de origine vegetald, pre- sau probiotice, substante chimice nou-sin-
tetizate, inhibitori ai adezinelor etc.;

- metoda poate fi utilizata pentru studiul influentei factorilor de mediu asupra capa-
citatii de aderenta si de formare a biofilmelor pe dispozitive protetice, utilizate in medicina
(pH, presiune osmotica, temperatura, presiunea partiala a oxigenului efc.).
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Metoda conforminventiei realizeaza o determinare corecta a sensibilitatii la substante
antimicrobiene a microorganismelor aderate pe diverse suporturi inerte, deoarece metodele
standardizate conform normelor CLSI nu permit o evaluare corecta a sensibilitatii bacteriilor
aderate la substrat (Lazar si colab., 2002).

De asemenea, determina corect sensibilitatea la antibiotice a biofilmelor formate de
0 anumita tulpind microbiané pe esantioane de substrat inert, sterilizate in prealabil.
Metoda conform inventiei este adecvata pentru determinarea cantitativa a sensibilitatii bio-
filmelor la un anumit antibiotic, decarece foloseste 0 gamé de concentratii binare ale
aceluiasi antibiotic, care sa cuprinda atét valorile subinhibitorii (Csl) (care nuinhiba cresterea
microbiana, dar pot influenta sinteza adezinelor gi capacitatea de aderenta), concentratia
minima inhibitorie (CMI) care sa inhibe cresterea si multiplicarea micoorganismelor gi con-
centratia minima bactericida (CMB) care sa distruga microoganismele, cat si concentratji
superioare CMB, avand in vedere rezistenta crescuta a biofilmelor la concentratiile de
substante antimicrobiene active pe microorganisme planctonice.

Se prezint, in continuare, semnificatia fig. 1...6, dupa cum urmeaza:

- fig. 1 reprezinta schema modelului experimental de testare a influentei substantelor
antibiotice in diferite concentratii asupra bacteriilor aderate la un substrat inert;

- fig. 2 prezinta reprezentarea grafica a valorilor absorbantei mésurate la 600 nm a
culturilor bacteriene, dezvoltate, in functie de prezenta solutiilor de antibiotic (cloramfenicol)
cu diferite concentratji, adaugate in sistem dupa o perioada de preincubare a esantioanelor
de cateter cu inoculul bacterian;

- fig. 3 prezinta reprezentarea grafica a valorilor absorbantei masurate la 600 nm a
culturilor bacteriene, dezvoltate, in functie de prezenta solutiilor de antibiotic (cloramfenicol)
cu diferite concentratii, adaugate in sistem dupa o perioada de preincubare a esantioanelor
de cateter cu inoculul bacterian;

- fig. 4 reprezinta valoarea absorbantei méasurate la 600 nm a culturilor de
Pseudomonas aeruginosa, cultivate in prezenta gentamicinei (CMI) in suspensie $i in pre-
zenta fragmentelor de cateter,

fig. 5 reprezintd valoarea absorbantei masurate la 600 nm a culturilor de
Pseudomonas aeruginosa, cultivate in prezenta gentamicinei (CMB) in suspensie si in
prezenta fragmentelor de cateter;

fig. 6 reprezintd valoarea absorbantei masurate la 600 nm a culturilor de
Pseudomonas aeruginosa, cultivate in prezenta gentamicinei (4xCMB) in suspensie si in
prezenta fragmentelor de cateter.

Se dau, in continuare, doua exemple de realizare a metodei conform inventiei, in
legatura si cu fig. 1...6.

Exemplul 1. Determinarea sensibilitéfii la antibiotice a unor tulpini de enterobacterii
aderate la un substrat inert, reprezentat de sectiuni de cateter urinar.

S-arealizat studiul comparativ al sensibilitatii la diferite concentratii de cloramfenicol
a unor tulpini de enterobacterii, prin metoda clasica recomandata de CLSI, care utilizeaza
celule in suspensie, si prin metoda propusé, care utilizeaza bacterii aderate sub forma de
biofilme dezvoltate pe esantioane de cateter urinar. Culturile bacteriene au fost introduse in
cele doud variante experimentale, conform schemei prezentate infig. 1. in acest scop, 50 ml
de suspensie bacterianad de densitate 0,5 MacFarland au fost repartizati peste 2,5 ml de
bulion simplu, repartizat in placi cu 6 godeuri, in care au fost de asemenea introduse, in mod
steril, fragmente de cateter urinar de silicon (Pharma-Plast, Malaezia) de 0,5 cm lungime.
Ulterior, au fost adaugate fie la inceputul experimentului (varianta experimentala I, fie dupa
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0 perioada de incubare la 37°C, timp de 3 h (varianta experimentala I1), diferite concentratii
de cloramfenicol corespunzatoare CSI, CMI si CMB, pentru a actiona asupra biofilmului
format pe substratul inert, reprezentat de esantionul de cateter. Dupa 24 h de incubare la
37°C, s-a extras mediul de culturd, esantioanele au fost spalate de 4 ori cu apa fiziologica
sterild, dupa care s-a adaugat aceeasi cantitate de 2,5 ml de bulion steril, placile fiind in con-
tinuare incubate timp de 24 hla 37°C, dupa care s-a determinat densitatea culturilor obtinute,
prin masurarea absorbantei la 600 nm.

S-aobservat ¢, in cazul in care esantioanele de cateter au fost preincubate timp de
3 h cu suspensie bacterianad, concentratiile de cloramfenicol folosite au fost mai putin efi-
ciente, in comparatie cu al doilea caz, atunci cand solutiile de antibiotic au fost adaugate de
la inceput placilor cu esantioane si cultura bacteriana. Rezultatele obtinute (valorile absor-
bantei la 600 nm) sunt prezentate in fig. 2 si 3. Acest comportament poate fi explicat prin
faptul c&, Tn timpul celor trei ore de incubare, bacteriile au avut posibilitatea de a adera mai
intens la catetere, forméand biofilme pe suprafata acestora, care prezinta rezistenta crescuta
la antibiotice.

Exemplul 2. Determinarea sensibilitétii la antibiotice a unor tulpini de Pseudomonas
aeruginoasa, cu diferite surse de izolare, aderate la sectiuni de cateter venos central.

S-arealizat studiul comparativ al sensibilitatii la diferite concentratii de gentamicina,
pe un numar semnificativ de tulpini de Pseudomonas aeruginosa, cu diferite surse de izolare
(mediul acvatic, uroculturd, sputa, piese de cateter, plagi), prin metoda clasica recomandata
de CLSI, care utilizeaz3 celule in suspensie, si prin metoda propusa, care utilizeaza bacterii
aderate sub formé& de biofiime dezvoltate pe esantioane de cateter urinar. in acest scop, au
fost repartizati cate 2,5 ml de bulion simplu in placi cu 6 godeuri in care s-au realizat dilutii
de gentamicing, astfel incét, in acelagi volum de mediu, concentratia finala de antibiotic sa
corespunda valorilor CMI, CMB si 4xCMB. Au fost folosite cate doud godeuri pentru fiecare
dilutie de antibiotic, unul contindnd numai mediul de cultura si 0 anumita concentratie de
antibiotic, iar in cel de-al doilea, fiind introduse, in mod steril, fragmente de cateter urinar de
silicon (Pharma-Plast, Malaezia) de 0,5 cmlungime. Ca martori, au fost utilizate godeuri care
contineau numai mediul de cultura si esantionul de cateter si, respectiv, numai mediul de
cultura. Mediul de cultura Muller Hinton este mediul de cultura recomandat de CLSI, pentru
determinarea concentratiei minime inhibitorii (C.M.1.), prin metoda dilutiilor seriale a substan-
tei antimicrobiene, care contine: extract de carne 2,0 g/l, amidon solubil 1,5 g/, hidrolizat de
cazeina 17,5 g/l, pH 7,3£0,1. Ulterior, au fost adaugati 500 ml de suspensie bacteriana de
densitate 0,5 MacFarland in toate godeurile. Dup& 24 h de incubare la 37°C, s-a extras
mediul de culturd, esantioanele au fost spélate de 4 ori cu apa fiziologica sterild, dupa care
s-a adiugat aceeasi cantitate de 2,5 ml de bulion steril, placile fiind in continuare incubate
timp de 24 hla 37°C, dupa care s-a determinat densitatea culturilor, obtinuta prin masurarea
absorbantei la 600 nm.

Utilizarea metodei propuse spre brevetare, intr-un studiu realizat, a confirmat faptul
cé bacteriile care cresc in biofilme sunt mai rezistente la gentamicina (atat la concentratii
corespunzatoare CMI i CMB, cat si la concentratii inalte de 4xCMB) la tulpini care atunci
cand au fost testate prin metoda clasica, recomandata de CLSI, s-au dovedit sensibile la
aceste concentratii de antibiotic (fig. 4...6).
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Revendicare

Metoda de determinare a sensibilitétii la substante antimicrobiene a biofilmelor
bacteriene, dezvoltate pe un substratinert, imersatin mediu lichid, caracterizata prin aceea
ca aceasta cuprinde urmatoarele etape:

a) punerea in contact a unei suspensii microbiene de densitate cunoscutad cu un
suport inert de dimensiuni cunoscute, sterilizat in prealabil si imersat intr-un volum fix de
mediu de cultura lichid, ales dintre bulion simplu, nutritiv $i mediu Muller Hinton, repartizat
in placi cu 6 sau 24 godeuri;

b) adaugarea fie la inceputul experimentului, fie dupa o pericadd de incubare [a37°C,
timp de 3 h, a diferite concentratii de antibiotice sau alte substante antimicrobiene;

¢) incubarea la 37°C a sistemului tulpina microbiana: suport inert: antibiotic, timp de
24 h, perioada de timp necesara actiunii antibioticului;

d) indepartarea mediului de cultura lichid si a microorganismelor dezvoltate in sus-
pensie si spalarea suportului inert, pentru indepartarea bacteriilor neaderate;

e) adaugarea de mediu de culturd steril peste suportul inert colonizat cu micro-
organisme aderate si reincubarea la 37°C, timp de 24 h;

f) masurarea densitatii optice a mediului de culturd la 600 nm, in vederea aprecierii
gradului de viabilitate a celulelor bacteriene, incluse in biofilm, in functie de densitatea
mediului de culturg;

g) compararea valorilor densitatii optice, masuraté la 600 nm, a culturilor obtinute in
mediu cu diferite concentratii de substante antimicrobiene, comparativ cu culturile martor
dezvoltate in mediu de cultura lichid, fara adaos de antibiotice, in scopul aprecierii eficientei
antibiofilm a unei anumite concentratii de antibiotic.
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