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1. Motivarea cercetérii

Plagile cronice nevindecabile reprezintd o problemai clinicd important, caracterizati prin
evolutie prelungitd si dificultiti In controlul infectici. Spre deosebire de pligile care parcurg
etapele obisnuite ale repardrii tisulare, acestea prezintd o vindecare intérziata si pot riméne timp
indelungat intr-o stare de inflamatie persistentd. in general, o plagi este considerati cronici
atunci cAnd nu se vindeca In decurs de 4-6 siptidmani.

Printre cele mai frecvente tipuri se numiri ulcerele piciorului diabetic, ulcerele venoase
si leziunile de presiune. Intdrzierca vindecirii este asociati cu mai multi factori, intre care
hipoxia tisulard locald, episoadele repetate de ischemie si reperfuzie, alterarea rispunsului celular
si sistemic la stres si prezenfa microorganismelor in plaga. Plagile postoperatorii si cele produse
prin arsuri pot avea, la rindul lor, o evolutie prelungitd, influentatd si boala de bazi, de
amploarea interventiei chirurgicale, respectiv de suprafata si profunzimea arsurii.

Biofilmele sunt identificate frecvent Tn pléagile cronice nevindecabile, unele studii
raportdnd prezenta lor In peste 80% dintre cazuri. Aceste comunitdti microbiene sunt adesea
polimicrobiene si pot include diferite specii bacteriene, uneori asociate cu fungi. Organizarea
microorganismelor in biofilm, impreund cu rezistenta lor la antimicrobiene, poate ingreuna
controlul infectiei.

In acest context, alegerea temei a fost motivati de necesitatea unei mai bune intelegeri
particularitdtilor microbiologice ale plagilor cronice nevindecabile, prin studierea genelor de
rezistentd la antimicrobiene, a fenotipurilor de rezistentd si a capacititii izolatelor bacteriene de a
forma biofilm, precum si prin analiza unor posibile asocieri dintre acesti factori. Aceasti
abordare poate contribui la o intelegere mai bund a mecanismelor microbiologice implicate in



persistenta infectiei si intdrzierea vindecdrii si poate sprijini alegerea unor strategii terapeutice
adaptate.

Actualitatea temei este sustinutd de dificultdtile persistente intdmpinate in tratamentul
plagilor cronice complicate de infectie, de numérul mare de zile de internare si costurile ridicate
ale asistenfei medicale. Cunoasterea microbiologiei plagilor si a caracteristicilor genotipice si
fenotipice ale tulpinilor poate contribui la intelegerea factorilor asociati cu evolutia nefavorabila
a leziunilor st la realizarea unor strategii de diagnostic si de tratament adaptate.

Cercetarea, in ansamblul ei a avut ca obiectivul general caracterizarea infectiilor si a
rezistentei la antimicrobiene in contexte clinice succesive: la pacientii cu infectii dobandite in
comunitate, internati prin Departamentul de Urgenta (DU); la pacientii spitalizati in Unitatea
Functionald de Arsi (UFA); si la pacientii cu plagi cronice nevindecabile. Cele trei studii au
pornit de la descrierea etiologiei si a profilurilor de rezistents, au continuat cu analiza evolutiei
infectiilor la pacientii cu arsuri i au aprofundat, in final, relatia dintre genele de rezistents,
fenotipurile de rezistentd si formarea biofilmului in izolatele din plagi cronice. Scopul comun a
fost obtinerea unor date care si sprijine diagnosticul microbiologic si alegerea unor strategii
terapeutice adaptate contextului clinic.
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3. Date privind evolutia cercetirii si diseminarea rezultatelor

Etapa I — Studiul patologiei infectioase in medicina de urgenti

Primul studiu a urmirit evaluarea etiologiei infectiilor dobéandite in comunitate si a
profilurilor de rezistentd la antimicrobiene ale microorganismelor identificate la pacientii
internati prin Departamentul de Urgentd (DU) al celui mai mare spital de urgenta din vestul tarii.
Au fost analizate caracteristicile epidemiologice si clinice ale pacientilor, cu scopul de a furniza
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daie utile pentru alegerea tratamentului antimicrobian. Un interes deosebit l-au prezentat
infectiile plagilor pentru care pacieniii s-au adresat DU, acestea constituind o legaturd cu
celelalte directii ale cercetarii.

Includerea unui numér mare de pacienti proveniti din comunitate a permis descrierea
caracteristicilor demografice, a comorbiditatilor si a distributiei pe sectii de internare, in raport
cu profilul medical sau chirurgical al patologiei infectioase. Astfel, rezistenta la antimicrobiene a
putut fi analizatd in contextul clinic al pacientilor evaluati in DU si ulterior internati. Studiul s-a
desfasurat in perioada pandemiei de COVID-19, cand restrictiile de acces la serviciile medicale
ar fi putut influenta adresabilitatea si structura pacientilor inclusi.

Rezultatele au evidentiat o pondere important a pacientilor cu diagnostic infectios dintre
cei internati prin DU. Acestia erau frecvent vérstnici, prezentau comorbidititi $i au fost internati
mai ales in sectii cu profil chirurgical. In lotul studiat, barbatii au necesitat internare la varste mai
mici decit femeile. Dintre microorganismele identificate au predominat bacteriile Gram-
negative. Escherichia coli a fost specia izolatd cel mai frecvent §i a prezentat, in general,
sensibilitate la antibioticele uzuale. Bacteriile Gram-negative nefermentative au fost izolate mai
rar, dar au prezentat niveluri mai ridicate de rezistenti. in cazul izolatelor de Staphyviococcus
aureus, s-a remarcat proportia tulpiniler MRSA identificate la pacienti cu infectii dobandite in
comunitate.

Aceste rezultate sustin necesitatea monitorizérii periodice a rezistentei la antimicrobiene
in randul izolatelor provenite de la pacientii evaluati in DU. Utilizarea metodelor rapide de
diagnostic microbiologic ar putea racilita identificarea timpuric a patogenilor si ajustarea
tratamentului. Totodatd, datele obfinute pot contribui la actualizarea protocoalelor terapeutice si
la dezvoltarea programelor de stewardship antimicrobian in medicina de urgenti, pentru o
utilizare mai judicioasd a antibioticelor.

Etapa a II-a — Studiul profilului infectiilor bacteriene intr-o unitate de arsi in timpul si
dupéi perioada pandemiei covid-19

Al doilea studiu a analizat profilul infectiilor la pacientii internati in Unitatea Functionald
Arsi (UFA) a Spitalului Clinic Judetean de Urgenta ,,Pius Brinzeu” Timisoara, Cercetarca a fost
unicentricd, observationala, retrospectiva si comparativi si a inclus perioade corespunzitoare din
anii 2020 si 2023. Compararea acestor intervale a permis examinarea diferentelor dintre perioada
de debut a pandemiei de COVID-19 in Romaénia si o perioada ulterioard acesteia, fird a atribui
pandemiei eventualele modificiri observate.

Au fost analizate caracteristicile demografice ale pacientilor, durata spitalizarii si evolutia
la externare. Studiul a urmérit, de asemenea, distributia microorganismelor identificate,
profilurile lor de rezistenta la antimicrobiene si factorii asociati cu evolutia nefavorabila.

Distributia speciilor bacteriene a fost comparabili intre cele doud loturi. in ambele
perioade s-a remarcat ponderea bacteriilor Gram-negative nefermentative, relevante pentru
pacientii cu arsuri prin potentialul de a persista in pligi si de a produce infectii severe. In 2023,
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cresterea rezistentei la antimicrobiene fatd de 2020 a fost evidentiati in special la izolatele de
Pseudomonas spp. si Klebsiella spp.; unele izolate de Klebsiella spp. au prezentat rezistenti la
majoritatea antibioticelor testate. Analiza factorilor predictivi a identificat vArsta, suprafata
corporald arsd, necesitatea ventilatiei mecanice, hemodializa si infectia cu Acinetobacter spp.
drept predictori independenti ai evolutiei nefavorabile.

Rezultatele atrag atentia si asupra rolului posibil al biofilmului in pligile arse profunde.
Necroza tisulard, hipoxia locald si exudatul pot favoriza dezvoltarea comunitifilor microbiene,
iar speciile identificate in studiu includ bacterii cunoscute pentru capacitatea lor de a forma
biofilm. intrucat formarea biofilmului nu a fost evaluati direct in acest studiu, contributia sa la
persistenta infectiei rimane o posibild explicafie biologicd, nu o concluzie demonstratd de
rezultatele obfinute. Aceste observatii sustin importanta unei abordiri terapeutice care si imbine
antibioterapia ghidatd de rezultatele microbiologice cu ngrijirea locala adecvata a plagii, inclusiv
debridarea tesutului devitalizat si utilizarea pansamentelor potrivite.

Etapa IlI-a - Studiu epidemiologic al relatiei dintre genele de rezistenti antimicrobiani si
capacitatea de formare a biofilmului la agentii patogeni care cauzeazi infectii cronice ale
rinilor

Cel de-al treilea studiu a urmdrit caracterizarea microbiologica a bacteriilor izolate din
pligi cronice nevindecabile, prin analiza genelor de rezistentd la antimicrobiene, a fenotipurilor
de rezistentd si a capacitifii de formare a biofilmului. Cercetarea a fost unicentrici,
observationala, prospectivé, analitici si transversald. Probele au fost colectate in perioada
noiembrie 2023 —mai 2024 de la pacienti internati in sectiile de Chirurgie vasculari si Chirurgie
plastic3 ale Spitalului Clinic Judetean de Urgenti ,,Pius Brinzeu” Timisoara,

Studiul a inclus izolate apartindnd speciilor Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa, Proteus wmirabilis, Acinetobacter baumannii si Staphylococcus aureus. Pentru
acestea au fost evaluate susceptibilitatea la antimicrobiene si fenotipurile de rezistent3, prezenta
genelor de rezistentd incluse in panelul molecular si capacitatea de formare a biofilmului. Au fost
analizate asocierile dintre portajul genelor investigate si formarea biofilmului. In plus, raspunsul
bacteriilor la meropenem si amikacind in stare planctonica a fost comparat cu raspunsul lor in
biofilm, evaluat cu ajutorul dispozitivului Calgary. Aceastd abordare a permis examinarea unor
aspecte ale rezistentei care nu sunt surprinse integral prin testarea conventionaldi a
susceptibilitatii.

Rezultatele au evidentiat predominanta bacteriilor Gram-negative si frecventa ridicati a
fenotipurilor de multirezistentda (MDR) si rezistentd extinsd (XDR), in special in cazul K
pneumoniae $i A. baumannii. lzolatele de 4. baumannii au prezentat un profil de rezistentd
deosebit de nefavorabil, fiind predominant XDR si rezistente la carbapeneme. La K. preumoniae
s-au observat frecvent fenotipuri asociate producerii de beta-lactamaze cu spectru extins si
rezistentd la carbapeneme, iar P, aeruginosa a inclus o proportic importanti de izolate MDR. in
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ceea ce priveste biofilmul, P aeruginosa $i A. baumannii s-au remarcat prin capacitatea crescuti

de formare a acestuia:

Analiza moleculard a aritat cd peste 90% dintre izolatele de K. pneumoniae au prezentat
el putin una dintre genele de rezistentd investigate. Au fost identificate inclusiv gene asociate
rezistentei la carbapeneme, precum b/laNDM si blaOXA-48, prezente concomitent la peste 40%
dintre izolatele acestei specii. Jumitate dintre izolatele de' 2. aeruginosa au fost purtitoare a cel
-putin unei gene din panelul studiat. Gene de rezistentd au fost identificate si la o proportic
importantd dintre izolatele de P. mirabilis, precum si la toate izolatele de A. baumannii, in cazul
cirora au predominat blaTEM si blaOXA-23. Dintre izolatele de S. aureus, aproape 60% au
prezentat cel putin o genid de rezisten{d, mec4 avind o pondere importanti. Aceste rezultate au
completat caracterizarea fenotipici a izolatelor, evidentiind totodati limitele inerente unui panel
molecular selectat. intre prezenta genelor de rezistentd investigate si capacitatea de formare a
biofilmului a fost identificati o asociere pozitivd, puternicd §i semnificativd statistic pentru
izolatele de K. pneumoniae si P. mirabilis. Asocierea observatd nu demonstreazi insi ci genele
de rezistentd determind formarea biofilmului sau ci acestea sunt transferate impreuni cu
determinantii genetici ai biofilmului. Clarificarea mecanismelor care ar putea explica aceasti
relatie necesitd investigatii suplimentare.
fost semnificativ mai mari decét valorile MIC pentru combinatiile specie-antibiotic investigate,
cu exceptia A. baumannii-amikacind. Rezultatele indici un rispuns redus la antibioticele testate
in starea de biofilm. Totusi, in absenta unor valori-prag standardizate pentru BMICs, aceste
rezultate nu permit incadrarea conventionald a biofilmului in categoriile ,,sensibil” sau
Hrezistent”,

fn ansamblu, studiul evidentiazi coexistenta frecventi a rezistentei antimicrobiene si a
formérii biofilmului la bacteriile izolate din plagile cronice analizate. Constatirile sustin o
abordare terapeuticd individualizati, care s coreleze réz__uitate_le. microbiologice cu evaluarea
clinicd a plagii i sa includd, dupd caz, antibioterapie ghidati. si mésuri locale de control al
infectiei, precum debridarea tesutului devitalizat.

Diseminarea rezultatelor:

Rezultatele cercetérilor din cele 3 etape ale tezei de doctorat au.fost publicate in reviste indexate
[SL. Doua dintre aceste reviste sunt incadrate Q2 iar cea de a treia revisti este incadrati Q1, fapt
ce evidentiaza vizibilitatea si relevanfa rezultatelor studiilor precum si recunoagterea calitiitii si

originalititii [or.
4. Aprecierea conducitorului de doctorat privind datele stiintifice din teza

coordonata

In ansamblu, rezultatele tezei evidentiaza valoarea unei abordéri integrate a infectiilor
asociate pldgilor. Cercetarea reuneste date epidemiologice si clinice cu analiza fenotipurilor de
rezistentd, a genelor investigate §i a capacitatii bacteriilor de a forma biofilm, oferind o
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caracterizare mai cuprinzitoare a izolatelor decat cea bazatd exclusiv pe identificarea speciei si
pe antibiograma.

Studiul comparativ realizat in unitatea de arsi aduce informatii utile despre profilul
microbiologic si rezistenia la antimicrobiene in perioadele analizate din 2020 si 2023. Prin
identificarea modificdrilor observate si a factorilor asociati cu evolutia nefavorabila, rezultatele
plaseazi datele microbiologice in contextul clinic al pacientilor cu arsuri.

O contribufie importantd a tezei o reprezintd caracterizarca izolatelor din plagile cronice
nevindecabile. Analiza speciilor K. preumoniae, P. aeruginosa, A. baumannii, P. mirabilis si S.
aureus a evidentiat frecventa fenotipurilor de rezistentd si a genelor investigate, precum si
capacitatea unor izolate de a forma biofilm. Asocierile identificate pentru anumite specii intre
portajul genelor de'rezistentd si formarea biofilmului constituie un rezultat relevant, care justifica
aprofundarea mecanismelor implicate, fird a demonstra prin el insusi o relatie cauzali.

Compararea valorilor MIC cu BMICs; adauga o dimensiune experimentald importanta:
pentru majoritatea combinatiilor investigate, ridspunsul la antibiotice a fost redus in starea de
biofilm. Acest rezultat aratd utilitatea evaludrii biofilmului in cercetarea plagilor cronice, desi
valorile BMICsp nu pot fi interpretate clinic dupa aceleasi praguri utilizate pentru MIC.

Rezultatele oferd, totodatd, o bazd pentru activitati ulterioare. Investigarea genclor
implicate in adeziune, producerea matricei extracelulare si reglarea biofilmului ar putea clarifica
relatia observatd intre rezistentd si capacitatea de formare a biofilmului. De asemenea, se
subliniazd necesitatea fundamentiirii unor strategii care combini tratamentul antimicrobian
ghidat cu mésuri locale de indepértare si control al biofilmului. Integrarea metodelor moleculare
rapide in fluxul clinic reprezintd o alti directie de interes, prin potentialul lor de a furniza mai
devreme informatii despre agentii patogeni si genele de rezistenta.

Consider cd datele stiintifice prezentate sunt relevante si valoroase, fiind obtinute printr-o
abordare metodologicd riguroasd si analizate intr-o manierd coerenti. Rezultatele sustin
concluziile formulate si evidentiazd contributia proprie a autorului la cunoasterea domeniului
studiat. in ansamblu, aprecicz ci teza indeplineste cerintele de rigoare stiintifica si originalitate
necesare acorddrii titlului de doctor. | '
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