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Summary

Significance tests for detection of molecu-
lar biology E. coli markers the antibiotic
resistance

In the current context of rapid increase in the
prevalence of resistant strains of Enterobacte-
riaceae, the need to use methods of molecular
biology is becoming increasingly stringent,
which is far more sensitive than phenotypic
testing and surveillance and epidemiological
monitoring of strains producing CTX-M are
important in determining treatment tactics
for review empirical treatment protocols.
Our study is something new for our country
by molecular analysis of plasmid genes with
great potential for the communities.

Key words: antibiotic resistance, monitor-
ing, phenotype, molecular biology, extended
spectrum beta-lactamases, CTX-M.

Pezrome

3nauenue 6U0N020-MONEKYNAPHBIX MECHI06
0 onpeodenenus MapKkepos pe3uchHenm-
HOCMU KUWEYHOU NAno4YKu K anmuouo-
mukam

B nvinewnux ycnosusx ovicmpoeo pocma
U pacnpocmpaHenHoCmuy pe3ucmenmHblxX
wmammos Enterobacteriaceae, neobxoou-
MO UCHOTL308AMb MEMOObl MOLEKYISAPHOLU
buonoeuu, sasnawuecs 2opazoo bonee
YYECMBUMENbHBIMU, YeM (eHOMUnuecKoe
mecmupoganue. Inudemuonrouieckull
MOHUMOPUHE UMAMMO8, NPOOYUUPYIOUUX
CTX-M, siensiemcs 6axichHvim 011 onpeoe-
JIEHUSL MAKMUKU Jle4eHUsL U PACCMOMPEHUs.
AMAUPUYECKUX NPOMOKONL08 leverust. [Ipoeo-
OuMbLe HAMU UCCTEO08ANUSL, MOLEKYISIPHbLI
aHanU3 NAA3MUOHBIX 2€HO8 C OONbUUM NO-
MEHYUATOM PACAPOCMPAHEHUsL 6 1eYeOHO-
OUAZHOCMUYECKUX YUPENCOCHUSX, AGISIOMCS
HOBbIMU 07151 Haulell pecnyOnuKuy.

Knrwoueesvie cnosa: ycmotiuusocms K aH-
mubuomuxam, MoHumopune, eHomun,
MONEKYIAPHAS buonocus, bema-1aKkmamasol
pacwupennozo cnekmpa, CTX-M.
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Rezistenta microorganismelor la preparatele antibacteriene
reprezintd o problema majora pentru sistemul de sanatate
publica, atat la nivel national, cat si la nivel global. Infectiile
produse de microorganisme rezistente determina nivelul inalt
de morbiditate si mortalitate, din cauza esecurilor terapeutice, si
costuri tot mai ridicate pentru ingrijirile medicale. Particularitatile
si dimensiunile fenomenului de antibiorezistenta sunt identifi-
cate prin metode de laborator si demonstrate prin evolutia clinic
nefavorabild a pacientilor [5, 10, 12].

Principalele cauze ale cresterii rezistentei la antibiotice
sunt utilizarea necorespunzatoare si prescrierea neintemeiata
aacestor preparate prin interpretarea gresita a simptomelor, di-
agnosticul incert si asteptarile percepute ale pacientului, durata
prea lungd/prea scurta sau doza nepotrivita de administrare,
automedicatia; utilizarea antibioticelor in sectorul veterinar;
arsenalul sarac de masuri de diagnostic, medicamente si vac-
cinuri; supravegherea si controlul insuficiente asupra utilizarii
medicamentelor [3, 7].

Exista doua tipuri de rezistenta la antibiotice: rezistenta
naturala si cea dobandita. Rezistenta naturala este o rezistenta
intrinsecd, determinata genetic, a bacteriilor fata de anumite
antibiotice, fiind transmisa la descendenti [9, 13].

De o importanta clinica si stiintifica este fenomenul de
rezistenta dobandita. Rezistenta dobandita se refera la tulpinile
dintr-o specie sau un gen bacterian, existand prin dobandirea
unui mecanism sau a mai multor mecanisme de rezistentd, care
determina un fenotip de rezistentd, diferit de fenotipul salbatic
si caracteristic tulpinilor care au dobandit acest mecanism [6].

Mecanismele rezistentei dobandite au ca suport genetic
elemente mobile (plasmide, transpozoni), ele avand capacitatea
de afitransmisibile orizontal, uneoriintre specii diferite. Aceste
mecanisme sunt mai bine cunoscute decat mecanismele rezis-
tentei naturale [2].

Mecanismele de rezistenta dobandita se impart in trei
categorii: scaderea cantitatii de antibiotic care atinge tinta
prin diminuarea permeabilitatii sau prin aparitia sistemelor de
eflux, modificarea tintei antibioticului si inactivarea antibioti-
cului [4].

Dificultati in tratamentul maladiilor inectioase apar mai
des in cazul infectiilor determinate de tulpini producatoare de
BLSE (beta-lactamaze cu spectru extins) — enzime ce dezvolta
rezistenta la un spectru extins de antibiotice [15]. Aparitia
tulpinilor de Enterobacteriaceae producatoare de BLSE este in
prezent o amenintare puternicd, din punct de vedere al efica-
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citatii utilizarii antibioticelor in terapia infectiilor pe
care le produc [8].

Analizand datele literaturii de specialitate
putem evidentia un sir de metode fenotipice si
genotipice pentru determinarea tulpinilor secreto-
rii de BLSE [14, 16]. Tipul exact de beta-lactamaza
nu poate fi detectat cu ajutorul testelor de rutina
(disc-difuzimetrica, teste cromogene etc.). Asocie-
rea mai multor tipuri de beta-lactamaze la acelasi
microorganism face si mai dificild depistarea corecta.
Studiile efectuate de alti cercetatori demonstreaza
importanta tehnicilor de biologie moleculara in
detectarea BLSE [1, 11].

Detectarea corecta a tulpinilor producatoare de
BLSE, CTXM ramane o provocare pentru laboratorul
de microbiologie si este foarte importanta pentru a
evita esecul clinic datorat unei antibioterapii nea-
decvate.

Scopul studiului propus a fost de a identifica
fenotipurile de rezistenta circulante printre tulpinile
de E.coli in arealul nostru geografic si de a dovedi
mecanismul molecular determinant al rezistentei,
prin detectarea prezentei unor markeri de rezistenta
(beta-lactamaze), utilizand metodele fenotipice side
biologie moleculara.

Materiale si metode

Pentru realizarea studiului au fost recoltate 118
probe de urina si mase fecale de la persoanele cu
diagnostic de infectii ale tractului urinar (ITU). Stu-
diul a fost organizat in baza Institutului de Cercetari
Stiintifice in Domeniul Ocrotirii Sanatatii Mamei si
Copilului, Spitalului Clinic Municipal nr. 1, Spitalului
Sfanta Treime, Centrul de diagnostic,Modus Vivendi".
Cercetarile au fost realizate in laboratorul Centrului
Epidemiologia bolilor extrem de contagioase si secu-
ritate biologicd al Centrului National de Sanatate
Publica, in colaborare cu laboratorul de bacteriologie
al Spitalului Bichat-Claude Bernard, Paris, Franta.

Probele de urina au fost insamantate pe mediile
de diagnostic diferential: Endo, geloza sange, geloza
hipersalina cu ou, Enterococ agar, Mueller Hinton,
Sabouraud. Pentru cercetare au fost selectate doar
tulpinile izolate din uroculturi semnificativ pozitive
(=105 UFC/ml). Tulpinile de E. coli au fost identificate
dupa gen si/sau specie prin teste biochimice clasi-
ce (testul Voges-Proskauer, cu indol, ureg, citrat, al
fenilalanindezaminazei etc.). Testele de confirmare
au fost realizate prin utilizarea galeriilor APl 20E
(Biomerieux, Franta). Etapa ulterioara a cercetarii a
inclus testarea sensibilitatii tulpinilor de E. coli la
preparatele antimicrobiene prin metode fenotipice
(disc-difuzimetrica Kirby-Bauer, testul de sinergie -
difuzarea bidimensionala a 2 discuri cu antibiotice)
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si de biologie moleculara (reactia de polimerizare in
lant, secventierea, PCR multiplex, Rep - PCR).

Rezultatele au fost evaluate in conformitate
cu recomandarile ghidului Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI M100-520, 2010). Tulpina
de E. coli ATCC 25922 a fost utilizata ca tulpinad de
referinta pentru testarea sensibilitatii la antibiotice
pe mediile de cultura utilizate.

Testarea sensibilitatii tulpinilor de E. coli la
preparatele antimicrobiene a inclus urmatoarele
clase de antibiotice: beta-lactamice - amoxicilina
(AMX), ticarcilina (TIC), amoxicilina/clavulanat (AMCQ),
cefotaxim (CTX), ceftazidim (CAZ), ceftoxitin (FOX),
cefepim (FEP), ertapenem (ETP); aminoglicozide —
gentamicind (GM), amicacina (AN), kanamicina (K);
fluorchinolone - acid nalidix (NA), ofloxacina (OFX),
ciprofloxacina (CIP); tetracicline - tetraciclina (TE) si
sulfamide - cotrimoxazol (trimetropim-sulfameto-
xazol) (SXT).

Rezultate obtinute si discutii

Rezistenta microbiana la antibiotice reprezinta
o problema globala de sanatate publica, fiind dato-
rata, in mare masurd, consumului inadecvat de an-
tibiotice. In Europa fenomenul de antibiorezistenta
este in continua crestere. Infectiile tractului urinar
se referd la maladiile infectioase frecvent intalnite
in practica medicala, ce inregistreaza o incidenta
si o prevalenta inalte, cu consecinte medicale si
economice considerabile. Tulpinile implicate in eti-
ologia ITU sunt parte a studiilor epidemiologice si
bacteriologice in ultimii ani [2,18].

Rezultatele unor studii denota ca E. coli, ger-
menele ce reprezinta microflora normala a tractului
gastrointestinal, in anumite conditii capata o rezis-
tenta semnificativd la preparatele antibacteriene si
poate provoca infectii intestinale si extraintestinale
(inclusiv urinare) [14, 15].

Conform datelor studiilor referitoare la frec-
venta si structura etiologica a infectiilor urinare, in
proportie de 95% din cazuri acestea sunt determi-
nate de agentii din familia Enterobacteriaceae (dintre
care in 80-95% cazuri - E. coli, mai rar — Proteus spp.
sau Klebsiella spp.), iar in restul cca 5% cazuri de
Pseudomonas aeruginosa, stafilococi, levuri din genul
Candida etc.[7,9, 14, 15,16].

Rezultatele testelor biochimice de screening
si de confirmare a enterobacteriilor au pus in evi-
dentd faptul cd din totalul de tulpini izolate de la
pacientii cu ITU, predominante au fost tulpinile de
E. coli (92,9%).

Tulpinile de E. coli izolate de la pacientii cu
ITU au fost testate pentru identificarea gradului de
rezistentd la 5 clase de antibiotice. Determinarea
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rezistentei la antibiotice prin metoda disc-difuzime-
trica Kirby-Bauer a evidentiat ca tulpinile de E. coli
studiate poseda uninalt grad de rezistentd, inclusiv la
preparatele antibacteriene beta-lactamice.Totodata,
metoda difuzimetrica nu ofera date suficiente pentru
aprecierea nivelului de rezistentd si monitorizarea
corectad a terapiei antibacteriene.

Au fost utilizate testele de sinergism, prin care
s-a putut elucida unul dintre mecanismele de rezis-
tenta la antibiotice a tulpinilor de E. coli — prezenta
beta-lactamazelor. Acest test utilizeaza un inhibitor
de beta-lactamaza, de obicei acidul clavulanic, in
combinatie cu o oximino-cefalosporina, cum ar fi
ceftazidimul, cefotaximul, ceftriaxona. Discurile cu
antibioticele respective au fost amplasate in asa
mod ca sa fie posibild vizualizarea imaginii de siner-
gie intre discurile cu amoxacilind/acid clavulanic
si cele cu cefalosporine de generatia a lll-a (CG3).
Succesiunea amplasarii discurilor corespunzatoare a
fost urmatoarea: TIC - FOX — FEP - AMX - GM -CAZ
- AMC - CTX.

Caurmare am stabilit ca din 118 tulpini de E.col,
izolate din uroculturi, 99 tulpini de E. coli prezinta
rezistenta la ticarcilind, 49 - tulpini la amoxaciling,
26 tulpini - la cotrimoxazol, cate 21 tulpini - la acidul
nalidixic si ofloxacina, 18 tulpini - la ciprofloxacina si
7 tulpini de E. coli - la alte antibiotice (figura 1).
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Figura 1. Profilul de rezistenta a tulpinilor de E. coli.

Tulpinile de E. coli producatoare de betalacta-
maze au fost conservate in mediul ce contine bulion
de inima de bou si 10% de glicering, apoi au fost
stocate prin refrigerare la -80°C, pentru a fi ulterior
testate prin tehnicile de biologie moleculara. Con-
duita terapeutica adecvata necesita identificarea
rapida si corecta a tulpinilor rezistente la antibiotice
prin utilizarea acestor tehnici.
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Am determinat ca tulpinile date prezinta rezis-
tenta la urmatoarele grupe de antibiotice: aminogli-
cozide in special —gentamicind (72%), fluorchinolone
—acidul nalidixic (89%) si sulfamide — cotrimoxazolul
(72%). Tulpinile izolate din masele fecale de aseme-
nea sunt poliirezistente. Ele sunt rezistente la aceleasi
clase de preparate antimicrobiene ca si E. coli BLSE
izolate din urina: 53% - la aminoglicozide (gentami-
cina), 56% - la fluorchinolone (ciprofloxacina), 44%
- la sulfamide (co-trimoxazol).

Tulpinile de E. coli BLSE, izolate din probele de
urina, au fost in exclusivitate de tip CTX-M, sianume:
o tulpind tip CTX-M-1; 3 tulpini de tip CTX-M-14; alte
3 tulpini — de tip CTX-M-15. Tulpinile de E.coli BLSE
depistate din probele de mase fecale au fost predo-
minant de tip CTX si doar o enzima de tip SHV. Spre
deosebire de tulpinile urinare, acestea au fost relativ
mai variate, si anume: o tulpina CTX-M-1; 2 tulpini
CTX-M-3; 8 tulpini CTX-M-14 si 3 tulpini CTX-M-15.

Clonalitatea tulpinilor de E.coli BLSE depistate
n urind si masele fecale a fost cercetata prin metoda
Rep-PCR doar la patru tulpinila care au fost prezente
BLSE atat in urind, cat si in masele fecale (U +/ F +).
La trei din cele patru tulpini a fost prezent un profil
Rep-PCR similar.

Determinand grupa filogenetica a tulpinilor
urinare, s-a constatat ca 58,5% tulpini de E. coli BLSE
reprezinta grupa B,, 27,9% - grupa A, 12,7% - grupa
D si 0,9 - alte grupe. Tulpinile depistate din masele
fecale au urmatoarea diversitate filogenetica: 53,4%
—grupa A, cate 23,1% - grupa B, si grupa D, si 0,4%
- alte grupe (figura 2).
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Figura 2. Grupele filogenetice ale tulpinilor E. coli
BLSE.

Monitorizarea fenotipica si genotipicd a marke-
rilor de rezistenta la antibiotice in populatia umana
reprezinta un element constituitiv al unui sistem
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national de supraveghere a fenomenului de rezis-
tenta antimicrobiana, care urmeaza sa fie dezvoltat
in Republica Moldova ca parte componentd a supra-
vegherii de stat a sanatatii publice.

Concluzii

1.

Metodele de biologie moleculara utilizate au
implicat costuri relativ mari, dar au furnizat
rezultate reproductibile in timp foarte scurt, de-
tectand la tulpinile de E.coli izolate din urocul-
turi si coproculturi BLSE — marker de rezistenta
la antibioticele beta-lactamine.

Circulatia tulpinilor de E.coli secretorii de BLSE
tip CTX-M pe teritoriul Repulicii Moldova de-
monstreaza complexitatea mecanismelor de
rezistenta, ceea ce impune masuri constante de
urmarire a raspandirii acestor tulpini, intrucat
optiunile terapeutice sunt reduse si pot duce la
evolutii fatale. Este nevoie de o supraveghere
permanenta a fenomenului de rezistentad si de
o analiza moleculara a patogenilor.
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