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1. Introducere

Modelele de infectie non-clinica sunt utilizate in mod obisnuit pentru a caracteriza
farmacocinetica/farmacodinamia (FK/FD) pentru preparatele antibacteriene si ofera
informatii critice pentru stabilirea dozelor de administrat la om. Avand in vedere ca
particularitatea preparatelor antibacteriene o constituie faptul ca acestea vizeaza agentul
patogen si nu gazda, farmacologia si microbiologia interactiunii medicament-agent patogen
pot fi studiate si in afara cadrului clinic. Se poate presupune ca informatii obtinute in vitro
sunt valabile, In general, pentru interactiunile medicament-agent patogen care apar in
timpul infectiei unei gazde umane.

Scopul realizarii unor modele de infectie neclinice este, in primul rand, de a elucida
relatiile expunere-raspuns si apoi de a stabili si optimiza regimurile de dozare. Este crucial
sa intelegem modul in care concentratia pe care un agent terapeutic o antinge la locul
infectiei primare poate maximiza efectul de distrugere bacteriana si poate minimiza
aparitia rezistentei bacteriane. Odata ce cunoastem aceste date, se pot alege dozele
potrivite pentru a a echilibra aceste obiective mentinand 1n acelasi timp un nivel acceptabil
de siguranta la om. Stabilirea relatiile de expunere-toxicitate si identificarea regimurilor
optime de administrare sunt importante deoarece variabilitatea Intre pacienti poate
sprijini in mare masura atingerea acestui echilibru. Datele dobandite prin modelele in vitro
sau alte modele neclinice sunt indispensabile pentru selectarea dozelor, stabilirea punctele
de Intrerupere a susceptibilitatii si, in cele din urma, pentru perfectionarea regimurilor
clinice de dozare asa incat sa se poatd ajunge in situatia ca toti pacientii sa beneficieze de
expuneri eficiente la medicamente, limitand in acelasi timp dezvoltarea rezistentei (Bulitta
si colab., 2019).

La ora actuala poate fi dificil sau practic imposibil de gasit si recrutat un numar
suficient de pacienti (de exemplu, cei cu infectii cauzate de agenti patogeni
multidrezistenti) pentru mai multe studii clinice la scara larga concepute pentru testarea
noilor preparate. In consecints, poate exista o mare dependentd de datele non-clinice care
sustin si sporesc cunostintele obtinute In urma studiilor la om. Aceste date cuprind, de
asemenea un element important al documentelor de reglementare, dupa cum reiese din
orientari publicat de Agentia Europeana pentru Medicamente (EMA).

2. Consideratii privind conceperea modelelor in vitro

Selectia tulpinii. Analizele robuste necesita examinarea mai multor tulpini care ar
trebui sa includa o tulpina de referinta (de exemplu, o tulpind ATCC disponibila pe scara
largd) si una susceptibile precum si doua izolate clinice mai putin sensibile; acestea din
urma pot include o tulpind de la un pacient din terapie intensiva si o tulpina de la un
pacient care nu este in terapie intensiva. Tulpinile ar trebui sa fie relevante pentru indicatia
clinica si scopul studiului; acestea ar trebui sa includa diferite mecanisme de rezistenta si o
gama relevanta (largd) de susceptibilitate la medicamentul studiat. Studiile care evalueaza
seturi izogene de tulpini pot furniza informatii valoroase despre impactul unui mecanism
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de rezistenta specific. Mai mult, tulpinile alese ar trebui sa reprezinte cea mai comuna
mutatie frecventa. Acest lucru necesita determinarea mutatiilor frecvente pentru o serie de
tulpini; se recomanda testarea a cel putin trei tulpini ale unei bacterii ale unei specii date.
Tulpinile de referinta ar trebui utilizate pe parcursul cercetdrii pentru a demonstra
reproductibilitatea. In cele din urma, daci este posibil, tulpinile alese ar trebui si fie
virulente in modelele animale pentru a sprijini translatia eficienta la studii pe animale si
virulenta trebuie confirmata inainte de efectuarea studiilor in vitro (Landersdofer si colab.,
2018).

Inoculul si frecventa mutatiilor. Inoculul bacterian initial trebuie sa fie relevant
pentru indicatia clinica si scopul studiului. Un inocul mare este de obicei utilizat in studiile
care vizeaza pneumonie bacteriana asociata ventilatorului si dobandita in spital si in studii
de prevenire a rezistentei. Experimente cu un inocul bacterian total mai mic decat 106 UFC
nu sunt de obicei relevante pentru indicatiile clinice. Cu toate acestea, studiile de inoculare
cu doza redusa pot fi extrem de potrivite pentru a aborda intrebari cum ar fi rata formarii
de novo a mutantilor rezistenti sau toleranta fenotipica a populatie predominante (Bulitta
si colab., 2011).

Durata terapiei si prevenirea rezistentei. Durata studiului depinde de obiectivele
studiului. Pentru a determina indici FC/FD care prezic cel mai bine distrugerea bacteriang,
studiile pe termen scurt pe aproximativ 1 pana la 3 zile pot fi suficiente; sunt necesare
studii mai lungi pentru replicarea lenta a bacteriilor si ar trebui sa ia In considerare si
timpul de diviziune celulara. Pentru a evalua expunerea la medicamente care tintesc
bacterii rezistente si pentru a concepe regimurile de dozare care suprima amplificarea
rezistentei, durata tratamentului trebuie sa imite durata indicatiei clinice terapeutice, de
obicei, cel putin 5 pana la 8 zile (Louie si colab., 2010).

Stabilitatea medicamentelor. Este esential sa se evalueze solubilitatea si stabilitatea
medicamentului in functie de conditii (solventi, medii, temperaturi de stocare si
experimentare, precum si durata experimentelor planificate) Multe antibiotice sunt
hidrofile si solubile in apa, dar unele au o solubilitate limitata si concentratiile lor pot
scidea in timp datoritd precipitarii lente. In plus, unele preparate testate se pot lega
nespecific de baloane, tuburi, filtre si fibre fiind important de evaluat daca aceste probleme
exista pentru medicamentul studiat (O’Shea si Moser, 2008).

Profilurile de concentrare a medicamentelor. Cand sunt disponibile, ar trebui
utilizate datele provenite de la pacientii cu infectie, cum ar fi date despre legarea de
proteine si farmacocinetica. Acest lucru este important deoarece profilurile de expunere la
pacienti poate diferi de cei de la voluntarii sanatosi si variabilitatea intre pacienti poate sa
fie substantiala la bolnavii critici. De remarcat, infectia si inflamatia asociata pot modifica
expunerea la medicamente in fluidul periepitelial (ELF) sau in lichidul cefalorahidian (LCR)
si unele antibiotice au o distributie eterogena intre tesuturile si organele majore. De
exemplu, polimixina B se acumuleaza in rinichi, dar mai putin in plamani. Mai este
important de inteles si de simulat expunerile la medicamente care nu sunt legate de
proteine, care sunt relevante la locul infectiei. Daca un metabolit activ contribuie la
uciderea generala a bacteriilor, atat molecula sursa cat si metabolitul trebuie evaluate
separat si profilurile de concentratie-timp ale ambelor compusi trebuie generati in vitro la
valorile gasite la infectia la pacienti (Bergen si colab., 2006).
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Cuantificarea populatiilor bacteriene. Impactul expunerii la medicamente asupra
tuturor populatiilor bacteriene, inclusiv a celor mai putin sensibile ar trebui evaluate (Ly si
colab., 2015) atunci cand obiectivele studiului includ evaluarea prevenirii rezistentei.

*Probleme ridicate de interpretarea rezultatelor in vitro

Datele generate folosind sistemele in vitro ofera informatii valoroase asupra
interactiunii directe dintre agentul patogen si medicament. In unele cazuri, rezultatele s-ar
putea sa nu se traduca direct in clinica, deoarece in vitro sistemele nu imita pe deplin
mediul in vivo. Tintele necesare in pacienti pot fi mai mici sau mai mari decat cele in vitro
daca factorii gazda afecteaza uciderea bacteriana sau daca in vivo capacitatea mutantilor
rezistenti este redusa. O tinta in vivo poate sa fie mai putin rezistenta daca raspunsul imun
contribuie semnificativ la uciderea bacteriand; dimpotriva, tinta in vivo poate fi mai
puternica daca factorii gazda reduc susceptibilitatea bacteriilor (de exemplu, datorita
legarii de surfactantul pulmonar sau persistentei In adancime sau in locurile de infectie
sechestrate). Mai mult, trebuie luata in considerare legarea medicamentului in plasma3,
deoarece, in general, este disponibil doar partea de medicament liber va putea interactiona
cu receptorii bacterieni.

In cazul strudiilor de rezistentd poate fi prudent si interpretim rezultatele ca pe o
evaluare a riscului in absenta factorilor gazda (de exemplu, sistemul imunitar), mai
degraba decat ca o predictie directa a rezultatului clinic (Rees si colab., 2016). De exemplu,
in timp ce modelele in vitro sunt excelent pentru studierea aminoglicozidelor ca parte a
regimurilor combinate, nu sunt potrivite pentru testarea monoterapiei cu aminoglicozide,
deoarece aceasta clasa de medicamente genereaza cu usurinta variante cu colonii mici, care
sunt mai putin frecvente in vivo (Drusano si colab., 2009).

Evaluarea ulterioara a combinatiilor de medicamente sinergice, precum si a
conditiilor fizice si virulentei in vivo poate ghida translatia catre modele animale si, in cele
din urma, catre pacienti.

In continuarea acestui studiu vom prezenta propunerea noastra de modelare in vitro
a rezistentei bacteriene cu ajutorul tehnicilor de formare a biofilmelor.

S-au utilizat tulpini bacteriene multirezistente de E. Coli, respectiv Stafilococ
multirezistent, provenite din banca proprie de tulpini bacteriene multirezistente generata
in etapa initiala a acestui proiect.

Ca tehnica de baza s-a utilizat tehnica in placi de microtitrare, dar s-a incercat o
posibila optimizare a tehnicilor de lucru care sa permita reducerea consumuklui de reactivi
si/sau a timpului de lucru.
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R. 2.7.1 Stabilirea modelului optim de studiu a rezistentei
3. Investigarea proprietatii unor tulpini bacteriene de E. Coli
multirezistent de a forma biofilme

3.1. Materiale si metode

Au fost investigate 6 tulpini E. Coli multirezistent provenite din banca de bacterii generata

in proiectul de fata (1. CO1165, 2. CP7921, 3. DK0336, 4. CU0181, 5. DM3527, 6. C01453)

S-a utilizat urmatorul protocol de lucru:

e Din cultura de 24 h (agar cu sange), s-au prelevat colonii izolate si s-au inoculat in
bulion cord-creier (BHI), pentru a obtine un inocul echivalent standardului McFarland
0,5 (a fost suficienta o singura colonie);

¢ Din inoculul corespunzator fiecarei tulpini, s-au transferat cate 150 pl in godeurile
placilor de microtitrare (2 placi). Ca martor, s-a folosit BHI. Placile au fost lasate la
incubat, In termostatul clasic, 72 h la 37°C. Modul in care s-au distribuit martorii si
tulpinile in godeuri este descris 1n figura 1;

® Dupa expirarea timpului, s-au parcurs urmatoarele etape:

indepartare bulion+cultura din godeuri,

e spalare 1x cu ser fiziologic 160 ul - pentru ambele placi;

® colorare cu cristal violet 1% 160 ul/10 min,

¢ findepartare colorant,

e 2 spalarilainterval de 7 zile cu ser fiziologic 160 pl,

e decolorare cu etanol 96% 160 pl/30 min - pentru o singura placa, din cealalta
urmand a fi recoltate probele pentru cuantificarea celulelor viabile din biofilm;

e (itirile s-au facut la spectrofotometrul Tecan, la 540 nm, iar valorile de la care s-a pornit
interpretarea, reprezinta media a 3 citiri consecutive.

1 2 3 4 5 6 7 8

T QlT™mg QW

Figura 1. Modul in care s-au distribuit martorii si tulpinile in godeuri.
Coloanele 1 si 12 - libere; Coloana 2 si linia H - martori (bulion)
Coloanele 3,4,5/6,7,8/9,10,11 - tulpini bacteriene (21 godeuri/tulpina)

Pentru cuantificarea celulelor bacteriene viabile aderente in biofilm (CFU/ml prin
tehnica dilutiilor zecimale), pentru fiecare tulpina, s-a recoltat, de pe placa necoloratd, din
godeul corespondent celei mai mari valori a densitatii optice. S-a folosit o singura placa
pentru fiecare dilutie si s-a Insamantat doar din ultimele 3 dilutii (10-3, 10 si 10-5) (ziua 1).
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In ziua 7, pentru fiecare tulpini, s-a recoltat din godeurile (corespondent, de pe placa
necoloratd) cu valori ale densitatii optice aproape de medie. S-a Insamantat din aceleasi
dilutii, cu mentiunea ca la dilutia 10-4 s-au folosit 2 placi: agar nutritiv simplu si agar cu
sange, pentru a vedea daca rezultatele sunt similare si daca astfel, se poate face economie la
agarul cu sange. Pentru ca agarul nutritiv simplu, proaspat preparat si turnat in placi, nu
poate Ingloba 1 ml de lichid (cum se Intdmpla in cazul agarului cu sdnge gata turnat in placi,
care se deshidrateaza prin stocare), volumul insamantat a fost de 0,5 ml. S-au luat in
considerare placile cu 25-300 colonii, cu conditia sa respecte titrul dilutiei si coloniile sa nu
fie confluate. S-a folosit urmatoarea formula de calcul:

CFU/ml=E (nr. colonii x dilutie) / nr. placi x volumul insamantat

Modul de calcul al valorilor finale pentru densitatile optice

Pentru a inlatura valorile extreme (cele care nu s-au incadrat in +1c/0 abatere de la
distributia normalad), s-a calculat intai deviatia standard pentru fiecare categorie de valori
(34 de martori si 21 godeuri/tulpina). Ulterior, valorile extreme au fost excluse si s-a
recalculat valoarea medie a martorului. Pentru fiecare tulpina, din fiecare valoare ramas3,
s-a scazut valoarea medie a martorului si din nou s-a calculat deviatia standard, pentru a
exclude incd o datd extremele. In final, s-au calculat media si deviatia standard pentru
tulpinile luate in studiu, precizandu-se pentru fiecare si numarul valorilor extreme excluse.

Pentru a stabili daca numarul de bacterii aderente in biofilm are vreo influenta
asupra masei totale de biofilm (densitatea optica), s-a aplicat corelatia Pearson.

3.2. Rezultate
- Ziua1l

e martorii au fost colorati (fara ca la scoaterea din termostat sa se observe
contaminarea/insamantarea lor cu tulpini din godeurile alaturate);

¢ in cadrul aceleiasi tulpini, biofilmele din godeurile marginale au incorporat mult mai
mult colorant decat cele aflate mai in interiorul placii (,,edge effect” sau efectul de
margine). Efectul de margine apare in godeurile marginale din doua motive: in
primul rand, acestea sunt mai expuse evaporarii in timpul incubarii (ceea ce face ca
si celulele In mod obisnuit neaderente/neincorporate in biofilm, sa se ataseze la
godeu/la pereti si sa nu poata fi indepartate in totalitate prin spalare) si in al doilea
rand, celulele bacteriene aflate aici beneficiaza de mai mult oxigen decat cele aflate
in godeurile din interior, ceea ce le favorizeaza multiplicarea si capacitatea de a
produce biofilm.

Cuantificarea celulelor bacteriene viabile aderente in biofilm

¢ Laprimele doua dilutii, numarul de colonii nu a putut fi cuantificat (mult peste 300),
iar la 10-5, numarul de colonii de pe placa a variat de la 56 la 138, cu valorile finale
redate in Tabelul 1.

e S-a constatat ca intre cele doua variabile (numarul de bacterii aderente in biofilm si
masa totala a biofilmului, exprimata in DO), nu existd corelatie r(62)=0.1779,
p=0.1596 (Fig. 2).
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Tabel 1. Media, deviatia standard, numarul celulelor viabile aderente in biofilme si numarul
valorilor extreme eliminate, pentru tulpinile de E. coli, din ziua 1

C01165 CP7921 DKO0336 Ccuo181 DM3527 C01453
Medie (DO) | 0.115582 | 0.880945 | 0.371791 | 0.132527 0.029232 0.219874
DS 0.054273 | 0.083929 | 0.137623 | 0.019853 0.015438 0.046503 TOTAL

CFU/ml 56 x 105 104 x 10° 74 x 105 71x105 138x 105 81x105

Nr. valori 9 9 13 11 12 8 62
eliminate
Total 21 21 21 21 21 21 126
godeuri

y=2E-08x+0.1242
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Figura 2. Lipsa corelatiei intre numarul de bacterii aderente in biofilm
si masa totala a biofilmului

- Ziua2

¢ rezultatele au fost neomogene, ceea ce a condus la excluderea unui numar usor mai
mare de valori, de la calcularea mediilor (Tabelul 2).

e efectul de margine a fost si el, aparent, mai pronuntat, in aceleasi conditii de incubare ca
siin ziua 1 (figura 3)

e S-a constat ca Intre cele doua variabile exista o corelatie negativa acceptabila r(59) = -

0.5955, p<0.00001, masa totala a biofilmului depinzand in proportie de 35.47% de
numarul de bacterii aderente in biofilm (figura 4).

Tabel 2. Media, deviatia standard, numarul celulelor viabile aderente in biofilme si numarul
valorilor extreme eliminate, pentru tulpinile de E. coli, din ziua 2

C01165 CP7921 | DK0336 | CU0181 | DM3527 | CO1453
Medie
(DO) 0.363226 | 0.671408 | 1.26464 | 0.290696 | 0.054717 | 0.679466 | TOTAL
DS 0.085919 | 0.107018 | 0.411332 | 0.045167 | 0.04611 | 0.282692
CFU/ml | 77.5x104 | 36.5x10% | 40x104 | 92x104 34x105 26x 104
Nr. valori 9 8 14 10 13 11 65
eliminate
Total_ 21 21 21 21 21 21 126
godeuri
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Figura 4. Corelatie negativa acceptabila intre densitatea optica a masei totale de biofilm
(OD) si numarul bacteriilor aderente (CFU/ml)

Escherichia coli

B ziua1

B zjya 2

5 martor

CO1165 (CP7921 DKO0336 (CUO0181 DM3527 (01453

Figura 5. Reprezentarea grafica a rezultatelor celor trei determinari efectuate pe aceleasi
tulpini bacteriene (media+DS). Intre numarul valorilor excluse, in urma determinarilor din
ziua 1 si ziua 7, nu exista diferente semnificative X2 (1, N=252) = 0.1429, p = 0.705448
(testul Chi-patrat).
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4. Investigarea proprietatii unor tulpini bacteriene de
Stafilococ multirezistent de a forma biofilme

4.1. Materiale si metode

Au fost investigate 5 tulpini Stafilococ aureus multirezistent provenite din banca de bacterii

generata in proiectul de fata (1. CP7438, 2. C00587, 3. CP7170, 4. CP8150, 5. CL9002).

Pentru fiecare tulpina s-au facut doua determinari:

e pentru prima determinare, s-a respectat aceeasi distributie a tulpinilor in godeuri, ca si
in cazul determindrilor anterioare (E. coli), insa placile au fost incubate la camera
climatic3, la temperatura de 37 + 2°C si umiditate relativa 95%. Toate referirile la acest
protocol vor fi notate, in continuare, cu prescurtarea, CC”.

e pentru ce-a de-a doua determinare, tulpinile au fost distribuite In godeuri conform
protocolului prezentat de Shukla si Toleti (2017), astfel Incat sa se incerce reducerea
efectului de margine. Modul de distribuire este redat in figura 5. Placile au fost incubate
la termostat, la 37°C. Toate referirile la acest protocol vor fi notate, in continuare, cu
prescurtarea ,EE”

S-a urmat acelasi protocol de lucru ca si in cazul tulpinilor de E. coli, cu urmatoarele

diferente:

e Din inoculul corespunzator fiecarei tulpini, s-au transferat cate 150 ul in godeurile
placilor de microtitrare (2 placi). Ca martor, s-a folosit BHI.

¢ Dupa expirarea timpului, s-au parcurs urmatoarele etape: indepartare bulion+cultura
din godeuri, spalare 1x cu ser fiziologic 160 ul - pentru ambele placi; colorare cu cristal
violet 1% 160 ul / 10 min, Indepartare colorant, spalare 3x cu ser fiziologic 200 pl,
decolorare cu etanol 96% 160 pl / 30 min - pentru o singura placa, din cealalta urmand
a fi recoltate probele pentru cuantificarea celulelor viabile din biofilm;

e (itirile s-au facut la spectrofotometrul Tecan, la 540 nm, iar valorile de la care s-a pornit
interpretarea, reprezinta media a 3 citiri consecutive.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

T O|m|m oW >

Figura 5. Modul in care s-au distribuit martorii si tulpinile in godeuri.
Marcajul verde -ser; marcajul galben - martori (bulion)
Coloanele cu diferite nuante de gri - tulpini bacteriene (12 godeuri/tulpina).

Pentru cuantificarea celulelor bacteriene viabile aderente in biofilm (CFU/ml prin
tehnica dilutiilor zecimale), pentru fiecare tulpind, s-a recoltat, din godeurile
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(corespondent, de pe placa necoloratad) cu valori ale densitatii optice cat mai apropiate de
valoarea medie. S-au folosit 2 placi cu agar nutritiv pentru fiecare dilutie si s-a insamantat
din dilutiile 10-2, 10-3 si10-%. Volumul insamantat a fost de 0,2 ml. S-au luat in considerare
placile cu 25-300 colonii, cu conditia sa respecte titrul dilutiei si coloniile sa nu fie
confluate. S-a folosit urmatoarea formula de calcul:

CFU/ml=z (nr. colonii x dilutie) / nr. placi x volumul insamantat
Modul de calcul al valorilor finale pentru densitatile optice
S-a folosit acelati protocol ca in cazul E. coli
Pentru a stabili daca numarul de bacterii aderente in biofilm are vreo influenta asupra
masei totale de biofilm (densitatea optica), s-a aplicat corelatia Pearson.

4.2. Rezultate

Tabel 3. Media, deviatia standard, numarul celulelor viabile aderente in biofilme si numarul
valorilor extreme eliminate, pentru tulpinile de S. aureus - protocolul EE

CP7438 CP7170 | CP8150 CL9002 C00587
Medie
D0) 0.283805 | 0.040724 | 0.408894 0.09568 | 0336069 | TOTAL
DS 0.023113 | 0.005345 | 0.053726 0.0397 0.028633
CFU/ml 106,3 x 10 3x10* | 625x10° | 26x10* | 106x 10
Nr. valori 6 7 5 4 7 29
eliminate
Total 12 12 12 12 12 60
godeuri

S-a constatat ca intre numarul de bacterii aderente in biofilm si masa totala a biofilmului,
exprimata in DO), exista o corelatie pozitiva slaba r(29)=0.3125, dar nesemnificativa din
punct de vedere statistic p=0.086 (Fig. 6).
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Figura 6. Corelatie negativa slaba, dar fara semnificatie, intre densitatea opticda a masei
totale de biofilm (OD) si numarul bacteriilor aderente (CFU/ml)
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R. 2.7.1 Stabilirea modelului optim de studiu a rezistentei

Tabel 4. Media, deviatia standard, numarul celulelor viabile aderente in biofilme si numarul
valorilor extreme eliminate, pentru tulpinile de S. aureus - protocolul CC

CP7438 CP7170 CP8150 CL9002 | C00587
Medie
D0) 0.726884 | 0.201412 0.954736 0.208999 | 0783432 | TOTAL
DS 0.039399 | 0.069513 0.114076 0.069468 | 0.055975
CFU/ml 705%x10* | 455x10° | 130,5x10° | 172x10* | 2,8x10*
Nr. valori 12 11 12 10 8 53
eliminate
Total 21 21 21 21 21 105
godeuri

S-a constatat ca intre numarul de bacterii aderente in biofilm si masa totala a biofilmului,
exprimata in DO), nu exista corelatie r(50)=0.1722, p=0.222 (Fig. 7).
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Figura 7. Lipsa corelatiei intre numarul de bacterii aderente 1n biofilm (CFU/ml)
si masa totala a biofilmului (OD)

Staphylococcus aureus
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Figura 8. Reprezentarea grafica a rezultatelor celor trei determinari efectuate pe aceleasi
tulpini bacteriene (media+DS)

CP7107 CP8150 CLS00Z COO0587
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R. 2.7.1 Stabilirea modelului optim de studiu a rezistentei

% Valori eliminate
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Figura 9. Proportia valorilor eliminate, in cadrul celor patru determinari efectuate pe
tulpinile de E. coli si S. aureus

In Fig. 9, se observi ci, indiferent de protoculul de lucru aplicat, aproximativ jumitate din
valorile citite pentru fiecare tulpina, au fost eliminate ca urmare a neincadrarii intr-o
abaterea de la distributia normala a mediei, cu variatii de la 48,33% in cazul protocolului
EE pana la 51,59%, in cazul determinarii din 10.08. Diferentele dintre numarul valorilor
eliminate, in cadrul diferitelor protocoale, sunt nesemnificative din punct de vedere
statistic X2 (3, N=417) = 0.2325, p = 0.9721 (testul Chi-patrat).

Deviatiile standard medii

0.35

0.3 —

0.25 ———  mzival

0.2 M ziua 7

B EE
0.15

mCC

01

— martor

0.05 -

Q
Figura 10. Valorile medii ale deviatilor standard, obtinute in urma diferitelor protocoale

In Fig. 10 se observa ci valoarea medie a deviatiilor standard obtinute in urma protocolului
prin care s-a Incercat minimalizarea efectului de margine, este cea mai scazuta (p<0,05)
(Anova One Way).

intrucat in cadrul protocolului EE, au fost eliminate cele mai putine valori (Fig. 9) si
s-au obtinut cele mai mici deviatii standard (Fig. 10) apare recomandarea de a fi
utilizat, pentru obtinerea unor rezultate cat mai omogene, dar si datorita faptului ca
volumul de munca se reduce considerabil, intrucat etapele de spalare, colorare,
indepartare a excesului de colorant prin spalari multiple, decolorare, vor fi efectuate
pe mai putine godeuri decat in cazul protocolului clasic.

Aceasta concluzie e sprijinita si de imaginile din figurile 11-13.
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Figura 11. Protocolul CC - partea superioara a imaginii; Protocolul EE - partea inferioara
(culorile diferite indica cele 3 coloane aferente fiecarei tulpini)

[

Figura 12. Protocolul CC - partea superioara a imaginii; Protocolul EE - partea inferioara
(culorile diferite indica cele 3 coloane aferente fiecarei tulpini)
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Figura 13. Aspectul coloniilor de stafilococi, pe agar nutritiv (tehnica dilutiilor zecimale)
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