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Abstract

The aim of the study is to determine the mechanisms of antibiotic resistance of Escherichia coli (E. coli), the prevalence of extended spectrum beta-
lactamase (ESBL) circulating strains of E. coli, establishing genotypes, phylogenetic groups of E. coli ESBL in the Republic of Moldova. On the basis
of the data of local microbiological monitoring and using the phenotypic and molecular-genetic methods the genetic determinants (beta-lactamase),
which cause the formation of resistance to beta-lactamase antibiotics have been identified. By polymerasis chaine reaction and the sequencing method
the prevalence of E. coli strains producing ESBL in the urine probes has been identified. Such studies are unique for the Republic of Moldova and can
serve as a basis for the establishment of the concept of causal and empirical treatment in our country. Urinary tract infections have been primarily (85%)
determined by the E. coli species, followed by Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae, etc. The enzymes ESBL identified in the strains of E. coli in
most of the cases have been of CTX-M type, the fact that explains the evolution and dissemination of E. coli producing ESBL. E. coli, a representative
of the intestinal microflora, can serve as a reservoir of antibiotic resistance of microbic germs involved in the etiology of urinary tract infections. The
detection of the type of beta-lactamase and the unification of the different subtypes of resistance to microorganisms are possible with the help of molecular
biology techniques, by contrast with the phenotypic routine tests, the fact that is shown by the model of E. coli producing ESBL.
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Diversitatea si raspandirea genelor ce codifica enzimele beta-lactamaze
cu spectru extins la tulpinile de Escherichia coli

Introducere Indicarea unei terapii antibacteriene adecvate in maladiile
Antibioticorezistenta constituie o problema multifactoria- infectioase devine dificila din cauza nivelului ridicat al rezis-
14 cu semnificatie majord pentru sanitatea publica, ce necesita tentei germenilor la antibiotice si diminudrii nete a ratei de
o analizi complexi cu implementarea misurilor specifice, la introducere a antibioticelor noi in practica medicald [3, 4].
diferite niveluri [1, 2] Intensificarea relatiilor comerciale si a migratiei la nivel
,2].
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global favorizeazd raspandirea rezistentei la antibiotice intre
tdri si continente [5].

Producerea de catre microorganisme a beta-lactamazelor
este una din principalele mecanisme de rezistenta la antibioti-
cele beta-lactamice (peniciline, cefalosporine, cefamicine si car-
bapeneme) la reprezentantii familiei Enterobacteriaceae [6, 7].

Studiile similare anterioare au dovedit faptul, ci tipul exact
de beta-lactamaza nu poate fi detectat cu ajutorul testelor de
rutind. Asocierea mai multor tipuri de beta-lactamaze la ace-
lasi microorganism face si mai dificild depistarea corecta [7, 8].

Cresterea vertiginoasd a rezistentei tulpinilor de Entero-
bacteriaceae impune necesitatea utilizarii tehnicilor rapide
si specifice de biologie moleculard. Majoritatea studiilor
stiintifice au fost axate pe implementarea testelor de biologie
moleculara care, in unele cazuri, substituie si/sau completeaza
metodele fenotipice traditionale [9, 10, 11].

Existd o varietate de tehnici de biologie moleculara folosite
in practica de rutind a laboratoarelor de microbiologie atét
pentru detectia directd a patogenilor din probele biologice,
confirmarea culturilor cat si pentru detectarea genelor de re-
zistentd la antibiotice la aceste tulpini. Cele mai utilizate dintre
aceste metode sunt testele PCR si secventierea de gene [9].

Rezistenta bacteriilor la antibiotice din punct de vedere
epidemiologic variaza de la o regiune geografici la alta, de
la un tip de infectie la alta, de la o perioadi de timp la alta.
Majoritatea studiilor demonstreazd importanta cercetdrii ni-
velului de rezistentd si tendintei evolutive a acestei rezistente
intr-o anumita arie geografica [12].

Material si metode

Cercetdrile au fost efectuate pe parcursul anilor 2007-2012,
in laboratorul Microbiologia Holerei, BDA si Zooantropono-
zelor al Centrului National de Sanétate Publicd in colaborare
cu CSP teritoriale, laboratorul Spitalului Clinic Municipal
nr. 1, Spitalului Clinic Municipal ,,Sfanta Treime”, Centrul me-
dical ,Modus Vivendi, laboratorul microbiologic al spitalului
Bichat-Claude Bernard din Paris, Franta.

Metodologia de prelevare a probelor clinice

Urocultura ainclus colectarea probei de urind matinal, la
cel putin 4 ore de la ultima mictiune, inaintea initierii terapiei
antimicrobiene.

Coprocultura: de la fiecare pacient cu infectie a tractului
urinar, la care a fost depistat agentul etiologic E. coli, s-au
recoltat materii fecale pentru identificarea E. coli intestinale.
Pentru diagnosticul microbiologic al infectiilor tractului
urinar au fost utilizate urmatoarele metode de examinare
aprobate: microscopica, bacteriologica, biologie moleculara
(PCR) [13].

Probele de urina au fost insiméntate pe mediile diferential
diagnostice: endo-, gelozd singe, mediul Drigalski, geloza
salind cu galbenus de ou, enterococ agar, pseudomonas agar,
saburo. Pentru cercetare au fost selectate doar tulpinile pro-
venite din uroculturi semnificativ pozitive (= 10° UFC/ml).
Investigarea fenotipica a tulpinilor E. coli a fost efectuatd prin
teste biochimice, conventionale si microteste (API-20E), teste
automatizate cu galerii biochimice (UNMIC/ID-83).

Etapa ulterioard a cercetdrii a inclus testarea sensibilitatii
tulpinilor de E. coli la preparatele antimicrobiene, selectate
conform recomandarilor Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) si EUCAST, prin utilizarea metodelor feno-
tipice (disc-difuzimetricd, testul de sinergie — difuzarea bidi-
mensionald a 2 discuri cu antibiotice) si de biologie moleculara
(reactia de polimerizare in lant, secventierea, PCR multiplex,
Rep-PCR). Evaluarea rezultatelor a fost efectuatd in confor-
mitate cu recomandarile ghidului CLSI [14]. Concomitent cu
metoda disc-difuzimetrica pentru determinarea concentratiei
minime inhibitoare a preparatului antimicrobian, care inhiba
cresterea microorganismului testat, au fost utilizate galeriile
UNMIC/ID-83 ale sistemului automat BD Phoenix.

Controlul intern de calitate s-a efectuat cu tulpina de
referinta E. coli ATCC™ 25922, utilizata pentru testarea sen-
sibilitatii la antibiotice pe mediile de cultura utilizate. Con-
trolul de calitate pozitiv BLSE a servit tulpinile E. coli ATCC
35218, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, Pseudomonas
aeruginosa 27853 [8].

Rezultatele obtinute au fost prelucrate statistic, fiind su-
puse unei analize prin utilizarea metodelor general acceptate.
Aprecierea si interpretarea rezultatelor privind rezistenta
la antibiotice a fost realizatd prin intermediul programului
WHOnet. Datele au fost introduse in baze de date electroni-
ce si prelucrate cu ajutorul programelor computerizate, EPI
INFO versiunea 6.04.

Rezultate si discutii

Spectrul si ponderea microorganismelor implicate in etiolo-
gia ITU. Conform datelor literaturii de specialitate referitoare
la structura si frecventa etiologica a infectiilor urinare, in pro-
portie de 95,0% cazuri sunt determinate de agentii microbieni
din familia Enterobacteriaceae (dintre ele in 80-95% cazuri
E. coli, mai rar Proteus spp. sau Klebsiella spp.), iar in restul cca.
5% - Pseudomonas aeruginosa, stafilococi, candide etc. [9].

Din punct de vedere etiologic, din cele 227 de uroculturi
pozitive, E. coli a constituit 85%, Klebsiella pneumoniae —
3,5%, Enterococus faecalis — 3,1%, Proteus mirabilis — 2,6%,
Enterobacter aerogenes - 2,2%, Staphylococcus aureus — 1,8%
si Pseudomonas aeruginosa — 1,8% (fig. 1).
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Fig. 1. Spectrul si ponderea (%) agentilor microbieni
izolati din urocultura.

Rezultatele obtinute au relevat faptul ca E. coli detine locul
dominant in etiologia ITU. Rezultatele date au servit drept ar-
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gumente in selectarea acestui microorganism pentru studiere
si caracterizare in continuare la prezenta BLSE.

Identificarea fenotipicd a tulpinilor de E. coli din urocultu-
rd a inclus examenul caracterelor de cultura pe mediile lichide
si cele solide. Pe mediul lichid cu bulion nutritiv s-a produs
tulburarea uniforma a mediului, cu inel la suprafata mediului
aderent de peretii tubului. Pe mediul Endo, tulpinile de E. coli
au crescut in colonii lactozo-pozitive de culoare rosu inchis
cu luciu metalic. Pe geloza sange, mediul pentru evidentierea
proprietdtilor hemolizante ale microorganismelor, 1/3 dintre
tulpinile studiate au prezentat hemoliza, restul tulpinilor fiind
nonhemolitice.

Identificarea in baza caracterelor biochimice a permis
incadrarea taxonomica a izolatelor in setul de teste ce includ
diferite medii. Tulpinile de E. coli au avut caractere tipice de
specie: au fermentat glucoza, lactoza si zaharoza, iar pe mediul
geloza semilichida au prezentat mobilitate, nu au hidrolizat
ureea si au produs indol. In toate cazurile, testele de utilizare
a citratului ca unicd sursa de carbon si producerea de H,S
au fost negative. Un numdr de 67 (34%) tulpini izolate din
uroculturi si de 73 (38%) tulpini din coproculturi au produs
o cantitate moderatd de gaz pe mediul Kligler. Rezultatele
investigdrii prin 45 de teste biochimice in sistemul automatizat
BD Phoenix, obtinute peste 8 ore, au elucidat prezenta E. coli,
a cate 193 de tulpini izolate din uro- si coproculturi.

Insimantarea pe mediul cu geloza suplimentaté cu 5% san-
ge a evidentiat prezenta factorului de patogenitate — secretia
hemolizinei la 33 (18%) tulpini E. coli izolate din uroculturi
sila 69 (29%) tulpini E. coli izolate din coproculturi. Analiza
diversitatii grupurilor filogenetice prin tehnicd PCR triplex
s-a bazat pe studierea a 3 gene chuA, yjaA si fragmentului
chuA, yjaA TspE4.C2, conform algoritmului ilustrat (fig. 2).

In baza rezultatelor analizei filogenetice, realizate prin
PCR triplex, tulpinile studiate au fost atribuite la patru gru-

puri filogenetice de E. coli, si anume grupurile A, B1, B2 si
D. Ponderea grupurilor filogenetice ale tulpinilor urinare a
constatat 58,5% tulpini de E. coli BLSE grupul B2, si respectiv:
27,9% — grupul A, 12,7% - grupul D si 0,9 alte grupuri. Prin-
tre tulpinile izolate din coproculturi, grupului filogenetic A
i-au fost atribuite 53,4% tulpini si in proportie egald — 23,1%
grupurilor B2 si D.

Analizand rezultatele sensibilitatii la antibiotice a tulpi-
nilor de E. coli, izolate din urocultura realizatd prin metoda
difuzimetrica, le putem clasifica in urmatoarele grupuri:
tulpini ce prezintd o rezistentd inaltd (> 50%) la ticarcilina
57% din tulpini; medie (25-50%) la amoxicilind 47,2% tulpini,
cephalothina 41,5% tulpini, tetraciclind 39,4% tulpini, redusa
(5-25%) la acid nalidixic 23,8% tulpini, la trimethoprim/
sulfamethoxazole 23,3% tulpini, ofloxacind 21,2% tulpini,
ciprofloxacina 19,2% tulpini, cefotaxim 12,4% tulpini, ka-
namycina 11,4% tulpini, cefepim 10,9% tulpini, gentamicina
10,4% tulpini, amoxicillind/acid clavulanic 6,7% tulpini. La
unele antibiotice tulpinile de E. coli atesta o rezistentd joasa
(1-5%) la ertapenem 1,7% tulpini; la amikacind 2,1% tulpini;
la cefoxitin 3,2% tulpini (fig. 3). Prin urmare, preparatele
antimicrobiene fatd de care microorganismele au manifestat
rezistentd inaltd si medie, nu vor fi utilizate pentru terapia de
prima intentie.

In protocoalele nationale pot fi incluse antibiotice, la care
s-a stabilit ca E. coli manifesta sensibilitate: la amoxicilind/
acid clavulanic 79,8%, la ciprofloxacina 80,3%, ceftazidim
85,0%, cefotaxim 85,0%, kanamycina 86,6 %, cefepim 88,1%,
gentamicind 89,6%, ertapenem 94,2%; amikacina 97,4%,
cefoxitin 92,7%.

Preparate fatd de care microorganismele au manifestat o
sensibilitate intermediara, pot fi utilizate cu precautie doar in
baza rezultatelor investigatiilor de laborator. Pentru selectarea
corectd a dozei de antibiotic se va determina concentratia
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Incadrarea E. coli in grupuri filogenetice.
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filogenetice de E. coli.

Fig. 2. Incadrarea E. coli in grupuri filogenetice dupi Clermont prin utilizarea tehnicii PCR triplex.

Nota: Fiecare combinatie de chuA si yjaA gene
si fragment de amplificare ADN si fragmentului
TspE4.C2 a permis determinarea grupului
filogenetic al tulpinii de E. coli [15].

Nota: Benzile 2 si 3, grupul A; benzile 4, grupul B1; benzile
5 si 6, grupul D, benzile 7 si 8, grupul B2. Benzile 1 - MGM

(marker de greutate molecular).
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Ponderea tulpinilor £.colf rezistente (%)

m Tulpini E.coli izolate din uroculturi

= Tulpini E.coli izolate din coproculturi

Fig. 3. Profilul rezistentei la antibiotice a tulpinilor de E. coli
izolate din uro- si coproculturi.

minima inhibitorie la preparatele antimicrobiene ce vor fi
utilizate in tratament.

Analiza rezultatelor antibiogramei tulpinilor E. colj, izolate
din coproculturd, a demonstrat céd aceste tulpini prezintd o
rezistenta mult mai accentuata la toate grupurile de prepara-
te antimicrobiene, si anume: tulpini ce prezintd o rezistentd
inaltda (50%) la ticarcilinad 64,2% din tulpini; la amoxicilind
57,3% tulpini; medie (25-50%) la cephalothina 46,5% tulpini,
la trimethoprim/sulfamethoxazole 47,3% tulpini, tetraciclind
37,5% tulpini, ciprofloxacina 31,2% tulpini, gentamicina
39,4% tulpini, ceftazidim 25,4 % tulpini; redusa (5-25%) la
cefotaxim 32,4% tulpini, la amoxicillind/acid clavulanic 19,4%
tulpini, ofloxacina 19,2% tulpini, acid nalidixic 18,8% tulpini,
cefepim 16,9% tulpini, amikacind 12,5% tulpini; cefoxitin
12,2% tulpini, kanamycind 8,2% tulpini E. coli atesta o rezis-
tentd mica (1-5%) numai la ertapenem 1,6% tulpini (fig. 3).

Studierea sensibilitatii la antibiotice cu utilizarea galeriilor
automatizate UNMIC/ID-83 a cuprins cele 25 de antibiotice
mentionate anterior care au permis constatarea unor rezul-
tate comparabile cu cele obtinute prin metoda difuzimetrica.
Totodatd, tehnica s-a dovedit a fi mai avantajoasd deoarece a
permis nu numai selectarea antibioticului sensibil la micro-
organismul testat dar si determinarea concentratiei minime
inhibitorii (CMI) a preparatului antimicrobian care inhibd
cresterea microorganismului testat.

Tulpinile producente de BLSE, detectate prin teste fe-
notipice, au fost testate prin utilizarea primerilor specifici

6%

B Prezenta BLSE B Absenta BLSE

Uroculturi

MGM TMBLSE 14U 33U 36U 39U

71U

93U

TEM
CTX-M ——p

Fig. 4. Electroforeza in gel de agaroza a produselor PCR
amplificate.

Noti: banda 1 - marker greutate moleculara; banda 2 (TM BLSE+)
- control pozitiv BLSE /SHV (Klebsiella pneumoniae ATCC 700603);
benzile 3-8 - tulpini testate izolate din uroculturi (14U, 33U 36U, 39U,
71U, 93U); banda 3, 5, 6 (14U, 36U, 39U) — CTX-M; banda 4, 7, 8
(33U, 71U, 93U); - CTX-M + TEM.

pentru genele CTX-M si TEM, determinatoare de enzime
beta-lactamaze. Screeningul prin PCR al genei bla-CTX-M
a constatat faptul ci toate tulpinile sunt de tip CTX-M. In
urma analizei PCR bla-TEM s-au observat asocieri cu tipul
penicilinazic producatoare de beta-lactamaze TEM in 57%
cazuri. Electroforeza in gel de agarozd a produselor PCR
amplificate denotd prezenta CTX-M (550bp) si TEM (918bp)
gene in tulpinile testate si de control (fig. 4).

Studierea prin PCR a prezentei genei bla-CTX-M si bla-
TEM a evidentiat ci toate tulpinile sunt de tip CTX-M. In
46% cazuri s-au identificat tulpinile producitoare de 2 tipuri
de beta-lactamaze CTX-M si TEM.

In rezultatul cercetirii, prin tehnica PCR, s-a stabilit ca
prevalenta tulpinilor E. coli producente de BLSE izolate din
uroculturi constituie 6%, iar cele izolate din coproculturi -
15%.

Aceste enzime sunt de 2,5 ori mai frecvent intalnite la
tulpinile izolate din coproculturi, comparativ cu E. coli izolate
din uroculturi (fig. 5).

Rezultatul secventerii tulpinilor de E. coli releva prezenta
urmatoarelor tipuri de CTX-M: CTX-M-1, CTX-M-3; CTX-
M-14, CTX-M-15.

Tipul CTX-M-1 au prezentat 14,4% tulpini, tipul CTX-

15%

m Prezenta BL.SE m Absenta BLSE

Coproculturi

Fig. 5. Ponderea tulpinilor E. coli (%) producente de BLSE izolate de la pacientii cu ITU.
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Fig. 6. Diversitatea genotipurilor de E.coli BLSE izolate din uroculturi §i coproculturi.

M-14 si tipul CTX-M-15 au prezentat a cate 42,8% tulpini
BLSE testate. Determinarea diversititii genotipurilor de
E. coli BLSE, izolate din coproculturi, atesta prezenta acelorasi
tipuri ca si din uroculturi cu diferenta prezentei tipului CTX-
M-3. Prevalenta tipurilor de BLSE este urmatoarea: 53,8%
de tip CTX-M-14; céte 23,1% tipul CTX-M-15; 15,4 % tipul
CTX-M-3 i 7,7% tipul CTX-M-1 (fig. 6).

In baza analizei particularititilor fenotipice a fost stu-
diatd clonalitatea tulpinilor E. coli izolate din urocultura si
coproculturd. Cercetarea biochimicd a tulpinilor izolate din
ambele biosubstraturi a stabilit prezenta acelorasi biovaruri
de E. coli. Determinarea factorului de patogenitate a demon-
strat prezenta hemolizinei atét la tulpinile E. coli izolate din
uroculturi in 18% cazuri, cét si la tulpini E. coli izolate din
coproculturi - cazuri.

Clonalitatea tulpinilor de E. coli BLSE izolate din uro- si

MGM 14U 14C 33C 33U 36C 36U 33C 39U 37C 37U MGM 71C 71U 93C 93U 108C 108U 575 57U

Fig. 7. Clonalitatea tulpinilor E. coli BLSE izolate din uroculturi
si coproculturi.

Noti: MGM - marker de greutate moleculard; U - profil fragmente
produs amplificare ADN E. coli din urocultura; C - profil
fragmente produs amplificare ADN E. coli din coprocultura.

coproculturi au fost cercetate prin utilizarea tehnicilor de
biologie moleculara (metoda Rep — PCR) la noud tulpini de
E. coli (fig. 7).

La investigarea E. coli BLSE pentru cele 7 din 9 persoane
testate, tulpinile E. coli BLSE au prezentat profiluri simila-
re. lar la doud persoane tulpinile E. coli BLSE 93U/93C si
57U/57C au prezentat profiluri diferite pentru tulpini izolate
din uro- si coproculturi (fig. 7).

Concluzii

Infectiile tractului urinar au fost preponderent (85%) de-
terminate de specia E. coli, urmatd de speciile de Enterococcus
faecalis, Klebsiella pneumoniae etc.

Frecventa tulpinilor E. coli BLSE, izolate din coprocultura,
este de 2,5 ori mai inaltd decét la tulpinile de E. coli izolate
din urina, fapt care manifestd un risc sporit de aparitie a clo-
nelor de E.coli producente de BLSE la tulpinile identificate
in coprocultura.

Enzimele BLSE, identificate la tulpinile de E. coli, au fost
in majoritatea cazurilor de tip CTX-M, circumstante ce explicd
evolutia si raspandirea clonelor de E. coli producente de BLSE.

Grupurile filogenetice predominante de E. coli BLSE,
identificate la pacientii cu ITU in teritoriul tarii, sunt B2,
A si D, fapt ce denotd concordanta rezultatelor studiului cu
datele literaturii de specialitate privind prevalenta crescuta a
grupurilor filogenetice de E. coli ExXPEC (B2 si D).

E. coli, reprezentant al microflorei intestinale, poate
servi drept rezervor de rezistenta la antibiotice al germenilor
microbieni implicati in etiologia infectiilor tractului urinar.

Detectarea tipului de beta-lactamaza si asocierea diferitor
subtipuri de rezistentd la microorganisme este posibila cu
ajutorul tehnicilor de biologie moleculard, spre deosebire de
testele fenotipice de rutind, fenomen demonstrat pe modelul
de E. coli producente de BLSE.
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