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Utilizarea germenilor de interes pentru obtinerea de biofilme mono si polimicrobiene

1. Introducere

In mediul inconjuritor bacteriile se gisesc in doud stiri: in stare de plutire (planctonice)
sau atasate (sesile). Bacteriile aflate in starea de plutire se raspandesc si prolifereaza rapid,
in diferite medii, pe cand cele sesile (atasate) se raspandesc mai greu si contribuie la
persistenta populatiei bacteriene, respectiv a formarii biofilmului. Colonizarea si formarea
biofilmelor se realizeaza pe suprafete biotice cum ar fi: suprafetele unor plante, tesuturi
animale, si pe suprafete abiotice precum metalele si mineralele, dar si pe suprafata
majoritatii implanturilor medicale. Biofilmele au capacitatea de-a coloniza diverse tesuturi
ale organismului uman si animal, precum dintii, gingiile, plamanii, urechile, tractul
urogenital, ranile cat si suprafete artificiale precum cateterele intravenoase (Davey, M. E., &
O’'Toole, G. A., 2000). Capacitatea biofilmelor de a coloniza numeroase suprafete ale
organismului gazda are implicatii clinice importante atat la om cat si In medicina
veterinard. Biofilmele se ataseaza si se formeaza la nivelul acestor suprafete unde se
grupeaza sub forma unor comunitati microbiene care, la randul lor, sunt capabile sa
interactioneze intre ele prin sisteme de comunicare intracelulare care stau la baza
capacitatii acestora de a se adapta la conditii de mediu aflate intr-o permanenta schimbare
(Blenkinsopp S.A. et. al.,1991).

Cresterea biofilmelor incepe odata cu atasarea bacteriilor la suprafatele unde exista
conditii favorabile pentru multiplicare si dezvoltare. Atasarea bacteriilor la o anumita
suprafata este influentata de o serie de factori de mediu precum: temperatura, pH-ul,
hidrodinamica, disponibilitatea nutritionala a suprafetei, dar si de factorii genetici care stau
la baza functiilor motorii, de sensibilitatea fata de factorii de mediu, de prezenta adezinelor
si a altor substante de natura proteica, rugozitatea suprafetei, caracteristicile hidrofobe si
electro- chimice ale acesteia (Brading, M.G et.al., 1995). Actiunea simultana a acestor factori
influenteaza devoltarea biofilmului Insa dezvoltarea sa este conditionata in cea mai mare
parte de specia participanta. Anumite caracteristici sunt comune tuturor speciilor studiate
pana in prezent.

Dupa atasarea initiala a microorganismelor la substrat, numarul celulelor bacteriene de la
nivelul suprafetei creste si se creeaza conditii favorabile pentru maturare, cu formarea de
microcolonii, atasarea ireversibild si detasarea. In tot acest timp, la nivelul celulelor
bacteriene, au loc o serie de modificari care permit conturarea arhitecturii biofilmului
matur. Cea mai importanta modificare este cea a formarii matricei polimerice extracelulare
care va sustine intregul complex. Odata cu maturarea biofilmului, celulele bacteriene se pot
raspandi si la nivelul zonelor neinfectate sau anumite celule isi vor recapata calitatiile
planctonice devenind astfel sursa de infectie pentru structuri similare de pe suprafete noi.

Biofilmele sunt responsabile de producerea numeroaselor infectii, ele se dezvolta in
interiorul unei matrice extracelulare care poate fi compusa din polizaharide, proteine, ADN
sau ARN, lipide produse atit de gazda umand, cit si de microorganisme. Prezenta
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biofilmelor bacteriene a fost demonstrata pe numeroase dispozitive medicale cum ar fi:
valve cardiace, catetere intravenoase si urinare, proteze articulare, lentile de contact, de
asemenea ele apar si in plagi, placa dentara. Microorganismele cele mai importante care
formeaza astfel de biofilme sunt: stafilococii coagulazo-negativi, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Acinetobacter spp, Streptococcus spp., Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis precum si Candida spp. S-a demonstrat
ca peste 70% din infectiile nosocomiale sunt cauzate de biofilme. Bacteriile care cresc in
interiorul unui biofilm sunt foarte rezistente la antibiotice. Antibioterapia standard adesea
este inutild, in acest caz singura solutie este indepartarea dispozitivului contaminat. Pentru
observarea formarii biofilmelor mono- si polimicrobiene s-a utilizat tulpinile de
Staphylococcus aureus si Escherichia coli.

In studiile recente s-a demonstrat ci cele mai multe biofilme care duc la infectii cronice
sunt polimicrobiene. Desi sunt recunoscute din ce in ce mai important aceasta temd, exista
foarte putine studii asupra proprietatilor biofilmelor polimicrobiene. Dinamica biofilmelor
polimicrobiene este mai variabila in comparatie cu biofilmele monomicrobiene din cauza
interactiunilor diferitelor specii. Fiziologia celulelor microbiene din biofilm este modificata
frecvent prin aceste interactiuni si duce la obtinerea de anumite avantaje, precum
rezistenta la antibiotice sau la sistemul imunitar. Diferite abordari trebuie sa fie combinate
in cercetarea pe biofilme pentru o mai buna intelegere a acestor comunitdti complexe
(Jauffred, L., et. al., 2017). Comportamentele biologice ale diferitelor celule bacteriene din
biofilmele ploimicrobiene ne ofera implicatii clinice importante pentru combaterea
infectiilor cu biofilm. Reproductibilitatea este un blocaj actual in cercetarea biofilmului.
Pentru experimentele cu biofilm trebuie elaborat un set de protocoale standard. Aparate
robotice noi ar trebui dezvoltate pentru cercetarea biofilmului, ceea ce poate minimiza in
continuare variatiile experimentale.

S. aureus se poate multiplica la nivelul tegumentelor si mucoaselor (in special in zonele
piloase si la nivelul vestibulului nazal). Exista o serie de factori care determind/
influenteaza starea de purtdtor pentru S. aureus. O parte dintre acesti factori sunt legati de
apararea la nivel de gazda, o parte sunt corelati cu anumite proprietati ale bacteriei. Dintre
acestea, mentionam formarea de biofilm, care pare sa faciliteze nu numai cresterea
supravietuirii bacteriilor In tratament cu antibiotic, dar si evitarea mecanismelor de
aparare specifice gazdei, care pot fi de tip peptide antimicrobiene precum: lizozimul,
lactoferina, SLPI (secretory leukoprotease inhibitor), catelicidine, alfa si beta defensine,
inclusiv beta defensina umana 3 (HBD-3), cea mai eficienta dintre beta defensine in ceea
priveste rolul in infectiile cu S. Aureus (Amorena B. et. al., 1999). Deoarece unele studii
arata ca circa 20% dintre persoanele sanadtoase sunt purtdtoare in mod permanent de S.
aureus, s-a ajuns la faptul ca exista un anumit grad de influenta genetica privind starea de
purtator de S. aureus.

Studiul de fata urmareste stabilirea capacitatii de formare ,in vitro”, a biofilmului tulpinilor
planctonice Staphylococcus si E.coli izolate din probele biologice. Stafilococii sunt rezistenti
fatd de agentii din mediul extern. In culturi ca bulionul sau geloza, rezistd la temperatura
frigiderului cateva luni, in puroi uscat pot supravietui 2-3 luni. Sunt relativ rezistenti la
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anumite antiseptice si dezinfectante (de exemplu, rezista peste 30 minute la alcool 70°si
peste 10 minute in fenol 2%). Sunt distrusi in 60 minute la o temperatura de 60°C.

Escherichia coli se dezvoltda bine pe medii simple de cultura, pe geloza se pot dezvolta
colonii de tip S, lactoza pozitive, convexe, umede, cu suprafata lucioasa, margini netede,
usor emulsionabile In solutie salina fiziologica sau colonii de tip R, uscate, cu marginile
crenelate, care se emulsioneaza greu si neuniform in solutie salina fiziologica; exista forme
intermediare intre coloniile S si R, dupa cum exista si colonii mucoide de tip M. Germenii
supravietuiesc in mediul extern (sol, apa) luni de zile. E. coli este distrus prin expunere la
602C in 30 minute. Este sensibil la actiunea antisepticelor si dezinfectantelor uzuale (Hung,
C.et.al, 2013).

Aceste bacterii au tropism pentru epitelii (piele si mucoase), insa datorita echipamentului
agresiv, de care dispun, reprezentat de enzime, toxine si alti factori de patogenitate, pot
invada orice tesut sau organ, provocand o serie de boli sistemice cu evolutie grava.
Cercetarile care fac obiectul acestui raport au avut ca obiectiv principal identificarea
tulpinilor de stafilococi si E.coli care formeaza cel mai mare biofilm izolate din probele
biologice umane in vederea prevenirii si combaterii rezistentei multiple a acestor
microorganisme la antibioterapie.

2. Materiale si metode

In prezent, cercetarea biofilmului s-a orientat asupra studiului acestuia prin metode non-
distructive tridimensionale. Astfel, biofilmele sunt crescute pe fundul sau pe peretii placii
de microtitrare, prevazuta cu 96 de godeuri. Metodele de crestere in placi de microtitrare
sunt metode Inchise, tip Batch, In care nu exista curgere in interiorul sau exteriorul
reactorului in timpul experimentelo. In acest sens, mediul de la nivelul godeurilor se poate
schimba (scade sursa de nutrienti, creste numarul moleculelor chemotactice) frecvent.
Utilizarea acestor metode are o multitudine de avantaje: sunt ieftine, iar pentru efectuarea
experimentelor sunt necesare cantitati reduse de reagenti, asigura posibilitatea efectuarii
mai multor teste simultan, fiind astfel sisteme ideale pentru a fi utilizate In scop de
screening.

Metodele de crestere In placi de microtitrare sunt utilizate pentru a putea diferentia
biofilmul format de catre tulpinile mutante de cele salbatice si pentru a pune in evidenta
efectele antimicrobiene, respectiv antibiofilm, a antibioticelor, dezinfectantelor,
substantelor chimice precum si a unor extracte din plante.

in al doilea rand, se pot pune in evidentd modificirile care se produc in urma atasdrii la
nivelul diferitelor materiale, in diferite stadii ale dezvoltarii biofilmelor.

In al treilea rand, aceste sisteme permit cercetatorilor sa varieze anumiti parametrii
precum: mediul de crestere, temperatura de incubare, umiditatea, prezenta sau absenta
unor factori de stres, a oxigenului, dioxidului de carbon.
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Pentru prima datd, aceasta metoda de crestere in placi de microtitrare, a fost folosita in
anul 1986, de catre McEldowney si Flecher, pentru a observa actiunea si efectul mai multor
factori asupra procesului de formare al biofilmului (Mc.Eldoweny, et.al. 1986).

in anul 1998, George O’Toole si Kolter (O'Toole, G.A., Kolter, R.,, 1998) au adaptat aceasta
tehnica, in vederea screeningului genetic, pentru a identifica anumite gene care au rol in
formarea biofilmului la Pseudomonas fluorescens. Aceasta metodd, cunoscutda sub numele
de “tehnica lui O'Toole si Kolter, a devenit una dintre cele mai cunoscute metode in
screeningul tulpinilor mutante si studiul biofilmului. In prima fazi, suspensia bacteriani
este plasata la nivelul godeului placii de microtitrare si incubata pentru o perioada de timp
adecvati. In perioada incubarii anumite bacterii adera la nivelul godeului (se formeaza
biofilmul) iar altele raman in suspensie (planctonice). Dupa incubare in fiecare godeu se
adauga o cantitate mica de cristal violet pentru a colora atat biofilmul cat si bacteriile
planctonice. Bacteriile planctonice se inlaturata odata cu excesul de cristal violet iar
microorganismele de la nivelul biofilmului raman atasate. Intensitatea colorarii cu cristal
violet se coreleaza cu cantitatea de microorgansime atasate din biofilm.

Prin utlizarea cititoarelor din poliester, pentru placile de microtitrare, se pot obtine date
numerice cu privire la formarea biofilmului. Pentru a evita anumite probleme, legate de
deshidratarea culturii, se recomanda ca unele godeuri sa fie umplute cu apa sterila, pentru
mentinerea umiditatii optime, iar placa sa fie sigilata si acoperita cu un parafilm. De-
alungul timpului aceasta tehnica a suferit o serie de modificari, inclusiv prin interventia
unor factori de agitare (fortele de frecare) sau s-a incercat adaugarea anumitor substante la
nivelul godeurilor, care au fost folosite drept substaturi de colonizare (Chandra, J. et. al,
2001).

Cuantificarea formarii ,in vitro” a biofilmului a tulpinilor bacteriene planctonice din
genurile Staphylococcus si E.coli s-a realizat folosind placile de microtitrare dupa tehnica
descrisa de descrisa de Djordjecvic si colab. (Hajek, V., 1976).

Pentru experimentele efectuate au fost pregatite materialele, instrumentele si
echipamentele necesare. Sterilizarea s-a efectuat corespunzator in autoclave, in spatii bine
precizate si dotate corespunzator, urmata de dezinfectia suprafetelor de lucru, a mainilor.
Probele de material patologic au fost prelevate de la mai multi pacienti, apoi au fost
prelucrate din punct de vedere bacteriologic, in conformitate cu metodologia de izolare si
tipizare a stafilococilor si E.coli (vezi raportul 2.2.1.). Ulterior au fost pregatite mediile de
cultura necesare pentru cresterea tulpinilor izolate si identificate de Staphylococcus spp. si
E. coli (mediu solid: agar cu sange, bulion BHI). Au fost prelucrate 10 tulpini de
Staphylococcus aureus si 11 tulpini de E. coli recoltate din probe biologice umane diferite.

S-a lucrat dupa un protocol standard de lucru, care a fost impartit in felul urmator:
- cresterea biofilmelor monomicrobiene;
- cresterea biofilmelor polimicrobiene;

Ultima etapa a constat in determinarea grosimii biofilmului format cu ajutorul
spectofotometrului si calcularea mediei densitatii optice.
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3. Formarea biofilmelor monomicrobiene

ZIUA 1:

Tulpinile bacteriene din culturile stoc de Staphylococcus si E. coli au fost Insamantate pe
agar cu sange turnat in placi Petri si s-au incubat la 372C, timp de 24 de ore.

ZIUA 2:

Dupa cele 24 de ore au fost preparate suspensiile bacteriene cu Staphilococcus aureus si
separat Escherichia coli in solutie salina izotona (NaCl 0,9%) cu densitatea de 0,5 pe scala
McFarland.

Aceste suspensii s-au diluat in proportie de 1:30 in bulion cord creier (bulion BHI, Oxoid),
s-a adaugat 0,30 ml solutie salina izotona. Suspensia obtinuta s-a vortexat bine pentru
omogenizare.

Fig. 1. Insimantarea godeurilor plicii de microtitrare cu bacteria patogeni (original)

Din fiecare cultura diluata s-a luat un volum de 150 pl si s-a Insamantat in placa de
microtitrare cu 96 de godeuri (8 godeuri pentru fiecare tulping, in duplicat). Primul rand al
placii a fost lasat gol iar in ultimele godeuri au fost adaugate doar bulionul cord creier, fara
suspensia bacteriand, acestea fiind folosite ca martor (Figura 1).

ZIUA 5:

Contract 7PCCDI, COD: PN-III-P1-1.2-PCCDI-2017-0361
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Dupa 72 de ore de incubare s-a indepartat bulionul cu ajutorul unei pipete multicanal si s-a
spalat de doua ori fiecare godeu cu 160 pl ser fiziologic steril, pentru a indeparta celulele
planctonice.

Urmatoarea etapa a constat in colorarea biofilmului cu solutie cristal violet 1%, 160 ul
timp de 10 minute (Figura 2) apoi s-a spalat de doua ori cu ser fiziologic pentru
indepartarea colorantului. Cu cat absorbtia colorantului a fost mai mare, cu atat biofilmul
format a fost mai dens.

Fig. 2. Colorarea biofilmului cu cristal violet (CV), solutie 1% (original)

A urmat apoi etapa decolorarii cu 160 pl etanol 96% timp de 30 de minute.

Dupa aceasta etapa a fost masurata densitatea optica a biofilmului format la nivelul fiecarui
godeu, la lungimea de unda de 540 nm, cu ajutorul unui cititor ELISA si s-a stabilit care din
tulpinile analizate formeaza cel mai dens biofilm.

ZIUA 6:

S-a determinat numarul de bacterii aderate in biofilm (Figura 3). Pentru indepartarea
biofilmului aderat s-a razuit fiecare godeu cu un tampon steril care a fost ulterior diluat In
9 ml PBS.

A urmat vortexarea timp de 1 minut pentru dezagrearea biofilmului si efectuarea de dilutii
seriale prin Insdamantarea microorganiselor pe agar cu sange. Placile insamantate au fost
incubate timp de 24h la 37°C.

cfu/ml= (nr de colonii x factorul de dilutie)/volumul culturii initial
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Fig. 3. Determinarea numarului de bacterii aderate in biofilm (original)

Pentru fiecare tulpina din genul Staphylococcus si E.coli s-a calculat media densitatii optice
(DO) si deviatia standard. S-a determinat densitatea biofilmului de la nivelul primelor sapte
godeuri, in godeul opt fiind proba martor. Citirea densitatii optice s-a facut pentru fiecare
godeu in parte si s-a realizeazat o medie a densitatilor optice stabilindu-se apoi deviatia
standard.

4. Formarea biofilmelor bimicrobiene

ZIUA 1:

Tulpinile bacteriene din culturile stoc au fost insdmantate pe agar cu sange turnat in placi
Petri si incubate la 37°C, timp de 24 de ore.

ZIUA 2:

Dupa cele 24 de ore au fost preparate suspensiile bacteriene (cu tulpinile Staphilococcus
aureus + Escherichia coli) in solutie salind izotona (NaCl 0,9%) cu densitatea de 0,5 pe scala
McFarland. Aceste suspensii s-au diluat in proportie de 1:30 in bulion cord creier (bulion
BHI, Oxoid), s-a adaugat 0,30 ml solutie salina izotona. Suspensia obtinuta s-a vortexat
bine pentru omogenizare.

Din fiecare cultura diluata s-a luat un volum de 150 pl si s-a Insamantat in placa de
microtitrare cu 96 de godeuri (8 godeuri pentru fiecare tulping, in triplicat). Primul rand al
placii a fost lasat gol iar in ultimele godeuri au fost adaugate doar bulionul cord creier, fara
suspensia bacteriand, acestea fiind folosite ca martor (Figura 4). Placile s-au incubat la
37°C, timp de 72 de ore.
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Fig. 4. Stanga - efectuarea dilutiilor seriale (original); Dreapta - Insamantarea godeurilor
placii de microtitrare cu bacteria patogena (original)

ZIUA 5:

Dupa 72 de ore de incubare s-a indepartat bulionul cu ajutorul unei pipete multicanal si s-a
spalat de doua ori fiecare godeu cu 160 pl ser fiziologic steril, pentru a indeparta celulele
planctonice. In urmitoarea etapa s-a colorat biofilmul cu solutie cristal violet 1%, 160 pl,
timp de 10 minute (Figura 5) apoi godeurile s-au spalat de doua ori cu ser fiziologic pentru
indepartarea colorantului. Cu cat absorbtia colorantului a fost mai mare, cu atat biofilmul
format a fost mai dens.

[ —

Fig. 5. Colorarea biofilmului cu cristal violet (CV), solutie 1% (original)

Decolorarea s-a realizat cu 160 pl etanol 96% timp de 30 de minute. Dupa aceasta etapa a
s-a masurat densitatea optica a biofilmului format la nivelul fiecarui godeu, la lungimea de
unda de 540 nm, cu ajutorul unui cititor ELISA (Figura 6) si s-a stabilit care din tulpinile
analizate formeaza cel mai dens biofilm.
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Fig. 6. Stanga - aspectul biofilmului, format la fundul godeurilor placii de microtitrare, dupa
indepartarea colorantului cristal violet (CV), solutie 1 % (original); Dreapta - masurarea
densitatii optice (DO) la 540 nm cu ajutorul cititorului ELISA (original)

ZIUA 6:
S-a determinat numarul de bacterii aderate in biofilm.

Pentru Indepartarea biofilmului aderat s-a razuit fiecare godeu cu un tampon steril care a
fost ulterior diluat in 9 ml PBS.

A urmat vortexarea timp de 1 minut pentru dezagrearea biofilmului si efectuarea de dilutii
seriale prin insamantarea microorganiselor pe agar cu sange.

Placile insamantate au fost incubate timp de 24h la 37°C.
cfu/ml= (nr de colonii x factorul de dilutie)/volumul culturii initial.

Pentru fiecare tulpinad din genul Staphylococcus + E.coli s-a calculat media densitatii optice
(DO) si deviatia standard.

S-a determinat densitatea biofilmului de la nivelul primelor sapte godeuri, in godeul opt
fiind proba martor.

Citirea densitatii optice s-a realizat cu ajutorul spectrofotometrului ELISA si s-a facut
pentru fiecare godeu in parte apoi realizeazat o medie a densitatilor optice stabilindu-se
deviatia standard (vezi raportul 2.3.3).
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5. Concluzii

S. aureus si E.coli reprezinta patogeni importanti al infectiilor nosocomiale si asociate
ingrijirilor medicale, cu risc crescut de generare de biofilme la nivelul dispozitivelor
medicale implantate in diferite situsuri in organism. Din structura biofilmelor mature se
pot ulterior desprinde celulele bacteriene, care pot adera pe suprafete sau pentru a genera
infectii diseminate. In dezvoltarea biofilmului sunt implicate mai multe structuri de
suprafata, de tipul proteinelor de perete celular, straturilor de polizaharide sau moleculelor
specifice numite adezine.

Tulpinile incluse in acest studiu au fost izolate cel mai frecvent din secretie plaga. Tulpinile
cel mai frecvent identificate au fost cele de Staphylococcus aures si E.coll, fiind caracterizate
de o intensa capacitate de a produce biofilm si aderenta la culturile celulare.

Caracteristicile tulpinilor in ceea ce priveste incidenta, capacitatea lor de a produce factori
de virulenta, de a dezvolta biofilm, de a adera la suprafata celulelor sensibile si patternul
diferit de sensibilitate la antibiotice subliniaza importanta abordarii personalizate de la caz
la caz a patologiilor si, de asemenea, a aplicarii tratamentelor personalizate, in functie de
alte aspecte ce tin de pacient, de tulpina identificata si de terapiile anterioare.
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