REZISTENTA
LA ANTIMICROBIENE
AE. COLISI K. PNEUMONIAE
IZOLATE DE LA PACIENTII CU INFECTII

ALE TRACTULUI URINAR

Rezumat

Introducere. Infectiile tractului urinar (ITU) si rezistenta la
antimicrobiene reprezintd o problemd globald de sandtate si o
amenintare la adresa sandtatii publice. Cel mai frecvent ITU
sunt provocate de microorganisme Gram-negative, precum E.
coli, K. pneumoniae si P. mirabilis. Scopul acestui studiu a fost
sd evalueze nivelul de rezistentd la antimicrobiene al tulpinilor
de E. coli si K. pneumoniae izolate de la pacientii cu infectii ale
tractului urinar. Materiale si metode. Lotul de studiu a inclus
2750 de tulpini de Escherichia coli si 867 de tulpini de Klebsiella
pneumoniae izolate din ITU. Rezistenta la antimicrobiene a
izolatelor clinice a fost evaluatd folosind metoda difuzimetricd si
sistemul automatizat VITEK 2 Compact (bioMerieux). Rezul-
tate. Rezultatele studiului au relevat cd ambele tipuri de tulpini,
E. coli si K. Pneumoniae, izolate din uroculturi, au prezentat
un grad inalt de rezistentd la preparatele antimicrobiene testate.
Cu toate acestea, s-a observat cd tulpinele de K. pneumoniae
au prezentat niveluri mult mai ridicate de rezistentd, diferentd
mare constatdndu-se la carbapeneme, unde E. coli a inregistrat
o rezistentd in 0,8% cazuri, iar K. pneumoniae - 26,4% cazuri.
Mecanismul de rezistentd cel mai frecvent intdlnit (in 67,4% din
cazuri) a fost producerea betalactamazelor cu spectru extins,
in cea mai mare parte fiind detectat la tulpinile de E. coli. In
schimb, tulpinile de K. pneumoniae au avut o frecventd mai
mare de producere a carbapenemazelor, in special a tulpinilor
OXA-48 (30,5%). Concluzie. Tulpinile uropatogene de E. coli si
K. pneumoniae au prezentat rezistentd la majoritatea claselor
de antimicrobiene utilizate in tratamentul ITU. Aceste con-
statdri pot fi utile pentru clinicieni in luarea deciziilor privind
tratamentul adecvat al acestor infectii.

Cuvinte-cheie: E. coli, K. pneumoniae, rezistenta la antimi-
crobiene, infectia tractului urinar

Summary

Antimicrobial resistance of E. coli and K. pneumoniae
isolated from patients with urinary tract infections

Introduction. Urinary tract infections (UTIs) and antimicro-
bial resistance are a global health problems and public health
threats. UTIs are most commonly caused by Gram-negative
microorganisms, such as E. coli, K. pneumonia, and P. mi-
rabilis. The aim of this study is to evaluate the antimicrobial
resistance of E. coli and K. pneumoniae strains isolated from
patients with urinary tract infections. Materials and meth-
ods. The study batch included 2750 strains of Escherichia coli
and 867 strains of Klebsiella pneumoniae isolated from UTL
Antimicrobial resistance of clinical isolates was determined
by the diffusimetric method and the VITEK 2 Compact
automated system (bioMerieux). Results. The results of the
study demonstrated that both E. coli and K. pneumoniae
strains isolated from urine cultures showed a high degree
of resistance to antimicrobial preparations. K. pneumonia
showed much higher levels of resistance, a big difference being
observed for carbapenems, where E. coli showed resistance in
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0.8% of cases, and K. pneumoniae - 26.4% of cases. The most
common resistance mechanism (67.4%) was the production of
extended-spectrum beta-lactamases, mostly detected in E. coli
strains. The K. pneumoniae strains most frequently produced
carbapenemases, especially OXA-48 (30.5%). Conclusions.
Uropathogenic strains of E. coli and K. pneumonia have been
shown to be resistant to most classes of antimicrobials used
in the treatment of UTI, and these findings may be useful for
clinicians in making treatment decisions for these infections.

Keywords: E. coli, K. pneumoniae, antimicrobial resistance,
urinary tract infection

Pesrome

Aumumuxpobuas pesucmeumnocmov E. coli u K.
pneumoniae, évi0enieHHbIX O OONVHLIX ¢ UHPEKUUAMU
Mouesvix nymeil

Beeoenue. Vngexyuu mouesvisodsusux nymeti (VIMII) u
YCMOTMUBOCb K NPOMUBOMUKPOOHBIM Npenapamam npeo-
cmasnAm coboii enobanviyo npodnemy 30pasooxpaHeHus
u yepo3y obusecmeertomy 300posvio. Yauje sceco IMII evi-
3616410 2PAMOMPULAMETbHbIE MUKPOOP2AHUSMbL, MaKUe
kax E. coli, K. pneumoniae u P. mirabilis. Llenvto darnnozo
UCCTIe008aAHUS ABTIAEHICS OUeHKA YCIOTMUBOCHIU K NPOMUE0-
MUKpo6OHVIM npenapamam wimammos E. coli u K. pneumoniae,
8bl0€eIEHHDIX O NAUUEHINOB C UHPEKUUAMU MOUEBbI800TULUX
nymeti. Mamepuanvt u memoovt. Viccnedyemas napmus
exmouana 2750 wimammos Escherichia coli u 867 wimammos
Klebsiella pneumoniae, 6videnentvix om navuenmos ¢ IMII
AHMUMUKPOOHYI0 Pe3UCNEHMHOCHb KTUHUMECKUX U30/LA06
onpedensiniy OupPysumempuueckum memooom Ha asmoma-
musuposannoti cucmeme VITEK 2 Compact (bioMerieux).
ITonyuennvie pesynvmamot. Pesynomamot uccnedosanus
nokasanu, umo kax wimammul E. coli, mak u K. pneumoniae,
8vl0esieHHble U3 N0CeB06 MOYU, NPOABANU BbICOKYIO CHie-
neHb yCmoiuueocmu K aHmumukpoOHoim npenapamam. K.
preumoniae nokasana 20paszoo 6onee vicoKUe YPOSHU YCHOLL-
ue0cmu, 6OMLIAS eé 00T NPUXOOUMCS HA KapOaneHemul,
20e E. coli noxasana pesucmenmuocmo 6 0,8% cnyuaes, a K.
pneumoniae - 6 26,4% cnyuaes. Haubonee uacmvim mexa-
Huzmom pesucmenmmocmu (67,4%) 6vina npodyxuusi bema-
JIAKMAMA3 PACUUUPEHHO20 CHeKmpa 0eticeus, 6 0CHOBHOM
svisiensiemvlx y wmammos E. coli. HImammut K. pneumoniae
uaue npodyyuposanu kapbaneqemasvi, ocoberno OXA-48
(30,5%). 3axmouennue. Yponamozentoie uimammut E. coli u K.
preurmoniae 0KA3anUCh yCrotiuuest K 60MbUIUHCINGY KTIACCO8
NpomMueoMUKpPOOHbIX NPENAapamnos, UCNONb3yemMblX 6 eHeHUU
VIMII. Smu pesynvmamot mozym Ovitb none3Hvl KAUHUUU-
CIAaM NPU NPUHAMUY PeuteH Uil 0 IeHeHUU MaKux uHPexyui.

Knioueswvie cnosa: E. coli, K. pneumoniae, anmumuxpobxas
pe3ucmeHmHocmy, UHPeKHUU MOHeBbI600UUX Ny mell




Introducere

Infectia tractului urinar (ITU) este o infectie
bacteriana care afecteaza circa 150 de milioane de
oameni la nivel global in fiecare an si reprezinta
o problema majora de sanatate publica in ceea
ce priveste morbiditatea si cheltuelile economice
[1]. Aceasta afectiune medicala este definita prin
prezenta microorganismelor patogene in diferite
zone ale tractului urinar, cum ar fi urina, vezica uri-
nard, uretra, rinichii si prostata [2]. Reprezentand a
doua cea mai raspandita infectie bacteriana la nivel
mondial, ITU afecteaza populatia de toate varstele.
La nivel global, se estimeaza ca 50% dintre femei vor
exprima o ITU cel putin o data pe parcursul vietii, iar
ITU sunt cele mai raspandite in randul persoanelor
cu varsta cuprinsa intre 16 si 64 de ani [3].

ITU in mai mult de 95% de cazuri sunt provocate
de o singura specie microbiana, cel maifrecvent pro-
venind din familia Enterobacteriaceae, care constituie
flora indigena a tractului gastrointestinal. Cea mai
frecventa cauza de ITU este Escherichia coli, respon-
sabila de 50-80% dintre cazurile de ITU, urmata de
Klebsiella pneumoniae, care este agentul etiologic
pentru 8-13% dintre cazuri [4, 5].

Factorii de risc care favorizeaza expunerea
tractului urinar la microorganismele uropatogene
sunt utilizarea cateterelor urinare, varsta, sexul si
prezenta unor tulburdri de baza care afecteaza
tractul urinar. Prevalenta ITU este mai mare la femei
decat la barbati, in mare parte datoritd diferentelor
anatomice ale tractului urinar si altor predispozitii
ale gazdei. La femei, ITU sunt adesea influentate de
colonizarea vaginald cu uropatogeni, iar activitatea
sexuald, sarcina si obstructia sunt alte cauze care pot
contribui la cresterea incidentei ITU la femei [2, 3].

In ultimii ani, rezistenta la antimicrobiene a
agentilor uropatogeni a devenit o provocare majora
pentru monitorizarea ITU. Aceasta problema este mai
acuta in tarile cu venituri mici si medii, unde utilizarea
nejustificata si irationala a antimicrobienelor este o
practica obisnuitd, care accelereaza fenomenul de
rezistenta [6]. Cu toate acestea, prevalenta tipului de
rezistenta la antimicrobiene a agentilor uropatogeni
este determinata de o varietate de factori si este
intr-o continud schimbare. Prin urmare, monitori-
zarea constanta a profilurilor de sensibilitate este
de oimportanta cruciala in alegerea tratamentelor
adecvate [7].

Scopul acestui studiu este de a evaluarezistenta
la antimicrobiene a tulpinilor de E. coli si K. pneumo-
niae izolate de la pacientii cu infectii ale tractului
urinar in vederea prescrierii unor tratamente anti-
microbiene empirice eficiente si de calitate.

Materiale si metode. A fost realizat un stu-
diu descriptiv, in care au fost incluse 2750 izolate
clinice neduplicate de Escherichia coli si 867 izolate
de Klebsiella pneumoniae. Materialul de examinat
a constat in urina matinala (proba curata prinsa in
zbor din jetul mijlociu). Examinarea urinei s-a efec-
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tuat prin metoda cantitativa, standardizata in toate
laboratoarele din Republica Moldova [8]. Testarea
sensibilitatii la antimicrobiene s-a determinat prin
metoda difuzimetrica (KirbyBauer) si automatizata
(VITEK 2 Compact), iar interpretarea rezultatelor s-a
efectuat in conformitate cu standardul EUCAST (Eu-
ropean Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing) [9].

Tulpinile izolate din urina au fost evaluate pen-
tru posibila producere de betalactamaze cu spectrul
extins (ESBL) in baza fenotipurilor de rezistenta la
ceflosporine de generatia Ill (cefotaxim, ceftriaxon,
cefexim, ceftazidim, cefoperazon) si generatia IV
(cefepim). Confirmarea producerii enzimei ESBL s-a
realizat fenotipic prin testul de sinergie cu dublu
disc si testul discurilor combinate (MastDisk Combi).

Screeningul pentru tulpinile producente de
cefalosporinaze de tip AmpC (betalactamaze clasa C)
s-a efectuat pe baza rezistentei la cefoxiting, iar apoi
prezenta acestei enzime a fost confirmata fenotipic
cu ajutorul testului cu cloxacilina.

In baza rezistentei la carbapeneme (merope-
nem, ertapenem, imipenem) au fost selectate tul-
pinile suspecte de producerea carbapenemazelor.
Confirmarea fenotipica a clasei de carbapenemaza
la tulpinile cercetate s-a efectuat utilizand discurile
Mastdiscs ID inhibitor combination (MDI) suplimen-
tat cu testarea sensibilitatii la temocilina si testul
biochimic Carba NP I1. Prin testele Combo Test, Combi
Carba Plus si metoda imunocromatografica au fost
puse in evidenta enzimele de tip KPC, OXA-48 si
metalobetalactamazele NDM, VIM si IMP. Detectarea
genelor codante pentru tipurile de carbapenemaze
a fost realizata prin reactia de polimerizare in lant.

Rezultate obtinute si discutii

Studiul a relevat ca majoritatea infectiilor uri-
nare sunt cauzate de specii din familia Enterobacte-
riaceae, cel mai frecvent germene implicat fiind cu
preponderenta Escherichia coli, urmat de Klebsiella
pneumoniae [10].

In urma studiului efectuat, s-a constatat ca ITU
aufostinregistrate la persoane de toate varstele, insa
cel mai frecvent au dezvoltat infectii determinate
atat de E. coli cat si de K. pneumoniae persoanele cu
varsta cuprinsa intre 56 si 70 de ani — 29,7%, urmate
de grupul de varste 26-40 de ani - cu 21,4% (figura 1).

in baza analizei sexului persoanelor afectate,
s-a constatat ca genul feminin prezintd o prevalenta
mai mare a ITU (81,0%) comparativ cu persoanele
de gen masculin (19,0%). Aceasta discrepanta este
explicata de mai multi factori predispozanti care
contribuie la o susceptibilitate mai mare a femeilor
la ITU. In mod similar, observatiile studiului actual
cu privire la prevalenta agentilor uropatogeni este
in concordanta cu alte studii efectuate anterior [11].

Rezistenta la antimicrobiene reprezinta o preocu-
pare majord in tratarea infectiilor bacteriene, inclusiva
ITU.Tratamentul eficient al pacientilor cu infectii bacteri-
ene ale tractului urinar depinde adesea de identificarea




corecta a agentilor patogeni si alegerea antimicrobie-
nelor bazate pe supravegherea continua a sensibilitatii
la antimicrobiene a agentilor uropatogeni [12].
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atesta rezistenta la antibioticele de rezerva, precum
carbapenemele (imipenem, meropenem si ertape-
nem), iar in 53,4% de cazuri la aminoglicozide. In
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Figura 1. Ponderea persoanelor cu ITU in functie de vdrsta

Datele analizate privind sensibilitatea la an-
timicrobiene au demonstrat o rezistenta inalta a
tulpinilor uropatogene de E. coli si K. pneumoniae
la preparatele antimicrobiene. Astfel, 25,2% dintre
tulpinile de E. coli testate s-au dovedit a fi rezistente
la peniciline, 22,9% - la fluorchinolone, 22,5% - la ce-
falosporine Glll-a, 16,9% - la aminoglicozide, 13,0%
- la cefalosporine GIV-a, iar la carbapeneme si colistin
rezistenta a constituit 0,8% si 12,5% respectiv.

in comparatie cutulpinile de E. coli, tulpinile de
K. pneumoniae s-au dovedit a fi mult mai rezistente,
inclusiv si la preparatele antimicrobiene de rezerva.
Astfel, o rezistentd ingrijoratoare a fost detectata la
peniciline (ampicillind/amoxiclav, piperacillina/ta-
zobactam) si fluorchinolone (ciprofloxacina/levoflo-
xacind/ofloxacina) — 62,4%. Rezistentd semnificativa
s-a inregistrat si la cefalosporine Glll-a (69,7%); GIV
(64,1%). De asemenea, in 26,4% cazuri K. pneumoniae

ceea ce priveste colistin, K. pneumoniae a prezentat
rezistenta in 23,5% din cazuri (figura 2).

Este alarmanta cresterea constanta a rezistentei
la antimicrobiene, in special la tulpinile de K. pneu-
moniae, avand in vedere capacitatea acestor mi-
croorganisme de a transmite foarte usor genele de
rezistenta si de a se raspandi rapid in comunitate, dar
mai ales in institutiile de ingrijire medicala, in absenta
masurilor adecvate de prevenire si control [10].

Mecanismul de rezistenta la antimicrobiene a
bacililor Gram-negativi, cel mai frecvent inregistrat,
este inactivarea antimicrobienelor beta-lactamice
de catre betalactamaze. Aceste enzime scindeaza
nucleul beta-lactamic, conducand la inactivarea
preparatului prin clivarea nucleului beta-lactamic.
Ele pot fi inductibile, secretate doar in prezenta
beta-lactaminelor, sau constitutive, fiind produse
permanent chiar si in absenta substratului [10, 13].
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Figura 2. Rezistenta la antimicrobiene a tulpinilor uropatogene de E. coli si K. pneumoniae
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Tulpinile care au prezentat rezistentd la beta-
lactamine (peniciline, cefalosporine si carbapeneme)
si au fost suspectate sd producd betalacatamaze
cu spectru extins si carbapenemaze au fost supuse
cercetarii pentru determinarea mecanismelor de
rezistenta suspectate.

Din totalul tulpinilor incluse in studiu, au fost
suspecte la producerea de ESBL - 37,4% tulpini de
E. coli si 62,6% de tulpini de K. pneumoniae si ulterior
confirmate prin testul discurilor combinate - 31,7%
izolate de E. coli si 24,3% izolate de K. pneumoniae.
Ponderea tulpinilor producdtoare de ESBL a fost
mai mare la E. coli, comparativ cu K. pneumoniae.
Tulpinile de K. pneumoniae au fost suspecte intr-un
numar mult mai mare decat E. coli, dar rata confir-
marii acestui mecanism a fost mai putin frecventa.

Betalactamazele din clasa C (cefalosporinaze
de tip AmpC) au fost suspectate prin screeningul
cu cefoxitina in 21,8% de cazuri si doar in 0,5% de
cazuri au fost confirmate. Datele cercetarilor simi-
lare denota cd, aceste enzime sunt mai rar intalnite
la enterobacterii, ceea ce este in concordanta cu
rezultatele obtinute in studiul curent [14].

Un alt mecanism de rezistenta identificat a
fost producerea de carbapenemaze, astfel, 48,2%
din tulpinile uropatogene au fost suspecte la
prezenta carbapenemazelor. Dupa investigarea
acestor tulpini prin testul Carba NP, s-a confirmat
prezenta in doar 22,2% de cazuri. Testul imunocro-
matografic a permis detectarea enzimelor OXA-
481n 26,9% din cazuri, NDM - 15,8% din cazuri si
IMP - 10,8% din cazuri, dar confirmarea acestora
s-a realizat prin metoda molecular genetica,
evidentiind doar enzimele OXA-48 in proportie
de 30,5% si NDM in proportie de 28,6%. Tipul IMP
si VIM de carbapenemaza nu a fost confirmat in
nicio tulpina testata.

intr-o proportie foarte mica, dar semnificati-
va (1,42%, p=0.04), au fost identificate tulpini cu
gene de rezistenta care codifica producerea a doua
sau trei tipuri de enzime concomitent, inluzand
combinatiile OXA-48 + NDM (1,4%), ESBL + NDM
(0,5%) si ESBL + AmpC (0,4%).

Emergenta rezistentei la carbapeneme a tulpi-
nilor de E. coli si K. pneumoniae este ingrijoratoare
pe motivul asocierii cu rezistenta la multe antibi-
otice beta-lactame si non-beta-lactame, aceasta
determinand limitarea tratamentelor eficiente.
Asocierea mai multor tipuri de betalactamaze la
acelasi microorganism poate complica detectarea
corectd a acestora.

Aceste rezultate sunt ingrijordtore in ceea ce
priveste disponibilitatea optiunilor terapeutice
eficiente in ITU si reprezinta o preocupare majora
pentru medicii clinicieni. Cresterea rezistenteila an-
timicrobiene poate fi atribuita utilizarii irationale a
acestor preparate in tratamentul diverselor maladii,
fara a efectua teste de sensibilitate la antimicrobi-
ene pentru tulpinile izolate [11].

REZULTATELE CERCETARII

148

Concluzii

Datele obtinute in acest studiu arata ca majo-
ritatea tulpinilor uropatogene de Escherichia coli si
de Klebsiellapneumoniae sunt rezistente la un numar
mare de preparate antimicrobiene. Tulpinile de K.
pneumonia izolate din uroculturi au prezentat nivele
de rezistenta la antimicrobiene mai inalte decat E.
coli, diferentd mare observandu-se la carbapeneme,
unde E. coli a fost rezistenta in 0,8% din cazuri, iar K.
pneumoniae - 26,4%. Productia de betalactamaze
cu spectru extins a fost cel mai frecvent mecanism
derezistentd intalnit (67,4%), maialesla tulpinile de
E. coli. Producerea de carbapenemaze a fost atestata
in special la tulpinile de K. pneumoniae, enzima de-
pistata cel maifrecvent fiind OXA-48 (30,5%). Pentru
a preveni cresterea rezistentei la antimicrobiene la
ambele specii de bacterii, importante din punct
de vedere clinic, trebuie evitata automedicatia si
diagnosticul incorect. Datele obtinute vor fi utile
pentru constientizarea si selectarea utilizarii empirice
a antimicrobienelor in infectiile tractului urinar.
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