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Summary

Phenotypic and Genotypic Monitor-
ing Markers of Antibiotic Resistance
to Escherichia Coli.

In the current context of rapid increase
in the prevalence of resistant strains
of Enterobacteriaceae, the need to
use methods of molecular biology
is becoming increasingly stringent.
These methods are far more sensitive
than phenotypic testing, surveillance
and epidemiological monitoring of
strains producing CTX-M, and are
important in determining treatment
tactics for reviewing the empirical
treatment protocols. Our study is new
for our country thanks to the molecu-
lar analysis of plasmid genes that have
great potential for communities.
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Pezrome

DenomunuuecKuii u 2eHOMUNU-
yeckuil MOHUMOPUHZ MADKepPOoe6
ycmoﬁtmaocmu K anmubouomuxkam
y KUWeyHoil naiouku

B HutHewHux ycnosusix 6blcmpozo po-
CMaupacnpoOCMpPaHeHHUsL Pe3UCEeH-
ubix wmammos Enterobacteriaceae,
HEOOXOOUMO UCNONb308AMb MEMOObl
MONEKVIAPHOU OUONO2UU, KOMOpble
bonee uygcmeumenvhvle, yem QpeHomu-
nuyeckoe mecmuposanue. INUoemuo-
JI02UYECKUTE MOHUMOPUHS WUIMAMMOS,
npooyyupyrowux CTX-M, uepaem
BAICHYIO POIb OJisl PACCMOMPEHUsL
OMAUPUYECKUX NPOMOKONO08 JeHUEeHUs
6 onpedesieHuu MaKmuKu J1e4eHuUsl.
Ilposooumvie namu uccrnedoganus
SGJIAIOMCS HOBULECNEOM OJisl Hawell
PECnYONUKU, A UMEHHO MONEK)IISIPHbIL
AHANU3 2€HO8 NAAIMUObL C OONLUIUM
NOMEHYUALIOM pPaACNPOCMPAHEHUS. 6
obwecmee.

Kniouesnle cnosa: ycmoiuusocms K
aAHMUOUOMUKAM, MOHUNOPUHE, (DeHO-
mun, 6ema-1aKxmama3s pacuupeHHo2o
cnekmpa, CTX-M.
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Introducere

Antibiorezistenta microorganismelor implicate in etiologia ma-
ladiilor infectioase reprezinta o problema serioasa a sanatatii publice.
Rezistenta la preparatele antimicrobiene determina o evolutie clinica
nefavorabild a bolilor infectioase, iar particularitatile si dimensiunile
fenomenului sunt identificate prin metode de laborator [8, 16].

Emergenta rezistentei si multirezistentei la antibiotice a intensi-
ficat preocuparile pentru descoperirea preparatelor antimicrobiene
pentru tratamentul bolilor infectioase, iar sistemele nationale de
sanatate publica sunt implicate in elaborarea unor strategii noi de
stopare a dezvoltarii fenomenului dat [6].

Intrebuintarea pe scara larga a preparatelor antimicrobiene a dus
la aparitia tulpinilor multirezistente la antibiotice, cresterea incidentei
maladiilor infectioase si agravarea evolutiei tabloului clinic. Presiunea
de selectie exercitata de antibiotice asupra unei populatii bacteriene
favorizeaza persistenta tulpinilor rezistente la actiunea antibioticelor,
care prolifereaza, raspandesc gene de rezistenta la tulpinile initial
sensibile [1,9, 17].

In ultimii ani, autoritatile internationale (OMS, CDC, ESCMID)
au depus eforturi considerabile pentru a imbunatati monitorizarea
circulatiei tulpinilor antibiorezistente. In prezent, in Europa reteaua Eu-
ropean Antimicrobial Resistance Surveillance System (EARSS) colecteaza
din 28 de tari date despre circulatia tulpinilor de microorganisme rezis-
tente la preparatele antimicrobiene. Nivelul de rezistenta a tulpinilor
microbiene circulante pe tot globul pamantesc este ingrijorator [5 1.

Cercetatorii avertizeaza despre aparitia tulpinilor de Escherichia
coli producatoare de enzima beta-lactamaze cu spectru extins (BLSE),
ce constituie in prezent o amenintare alarmanta pentru eficacitatea
utilizarii antibioticelor in terapie. Sunt semnalate esecuri terapeutice
in cazul infectiilor cauzate de tulpini de microorganisme producatoa-
re de BLSE, deoarece ele dezvolta rezistenta la un spectru extins de
antibiotice [10, 11].

Majoritatea microorganismelor BLSE au aparut prin inducerea
mutatiilor punctiforme ale beta-lactamazelor cu spectru ingust. Dupa
anul 1995, au fost raportate variantele beta-lactamazelor cu spectru
extins tip CTX-M, mai ales la pacientii spitalizati, ale caror prevalenta
creste rapid [3, 12, 13].

Tulpinile rezistente, producatoare de BLSE de tipul CTX-M, sunt
endemice in America Latind, unele regiuni ale Europei de Est si sunt
atestate ca emergente in Franta, Vestul Europei si SUA [2, 8].

Sistemul de supraveghere a antibiorezistentei bacteriene difera
de la o tara la alta, unele au aprobate programe nationale.

In Republica Moldova sunt stringente crearea unui sistem unic
de supraveghere a antibiorezistentei, unele elemente ca definitii de
caz, prioritizarea fenomenului pentru sistemul national de supra-
veghere. Elementele diagnosticului de laborator sunt elaborate si
implementate.
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Scopul studiului a fost detectarea unor markeri
de rezistenta (beta-lactamaze) fata de preparatele
antibacteriene a Escherichia coli (E. coli), responsabile
de producerea infectiilor urinare.

Materiale si metode

Pentru realizarea studiului, au fost recoltate 127
de 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 si Spitalul
Sfanta Treime, Centrului de diagnostic Modus Vivendi.
Cercetarile au fost realizate in laboratorul Centrului
de epidemiologie a bolilor extrem de contagioase si
securitate biologica al Centrului National de Sanatate
Publica, in colaborare cu laboratorul de bacteriologie
al Spitalului Bichat-Claude Bernard, Paris, Franta.

Probele de urina au fost insdmantate pe me-
diile de diagnostic diferential: endo-, geloza sange,
geloza salina cu galbenus de ou, enterococ agar,
Mueller Hinton, Sabou. Pentru cercetare au fost
selectate doar tulpinile izolate din uroculturi sem-
nificativ pozitive (=10° UFC/ml). Tulpinile de E. coli
au fost identificate dupa gen si/sau specie prin teste
biochimice clasice (testul Voges-Proskauer, testul cu
indol, ureg, citrat, fenilalanindezaminazei etc). Testele
de confirmare au fost realizate prin utilizarea gale-
rille APl 20E (Biomerieux, Franta). Etapa ulterioara a
cercetarii a inclus testarea sensibilitatii tulpinilor de
E. coli la preparatele antimicrobiene, prin utilizarea
metodelor fenotipice (disc-difuzimetrica Kirby-Ba-
uer, testul de sinergie - difuzarea bidimensionala
a 2 discuri cu antibiotice) 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 utilizatd ca
tulpina 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), amoxicilind/clavulanat (AMC),
cefotaxim (CTX), ceftazidim (CAZ), ceftoxitin (FOX),
cefepim (FEP), ertapenem (ETP); aminoglicozide —
gentamicinad (GM), amicacina (AN), kanamicina (K);
fluorchinolone — acid nalidix (NA), ofloxacina (OFX),
ciprofloxacina (CIP); tetracicline — tetraciclina (TE) si
sulfamide - cotrimoxazol (trimetropim-sulfameto-
xazol) (SXT).
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Rezultate obtinute si discutii

Rezistenta microbiand la antibiotice reprezinta
o problema globala de sanatate publica, fiind datora-
ta in mare masura consumuluiinadecvat de antibio-
tice.In Europa fenomenul de antibiorezistenta este in
continua crestere. Infectiile tractului urinar se refera
la maladiile infectioase frecvent intalnite in practica
medicald, ce inregistreaza o incidenta si prevalenta
fnaltd, cu consecinte medicale si economice con-
siderabile. Tulpinile implicate in etiologia ICU sunt
parte a studiilor epidemiologice si bacteriologice
din ultimii ani [2, 18].

Rezultatele unor studii denota ca E. coli, ger-
menele ce reprezinta microflora normala a tractului
gastrointestinal, in anumite situatii capata o rezis-
tenta semnificativa 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,
circa 95% din cazuri sunt determinate de agentii
din familia Enterobacteriaceae (dintre care in 80-95%
cazuri — E. coli, mai rar Proteus spp. sau Klebsiella
spp.), iar in restul 5% - de Pseudomonas aeruginosa,
stafilococi, micete levuriforme din genul Candida
etc.[7,9, 14, 15,16].

Rezultatele testelor biochimice de screening si
de confirmare pentru enterobacterii,au demonstrat
ca 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
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 rezistenta si monitorizarea
corecta a terapiei antibacteriene. Au fost utilizate
testele de sinergism, prin care a putut fi elucidat
unul dintre mecanismele de rezistentd 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 oximi-
no-cefalosporing, cum ar fi ceftazidimul, cefotaximul,
ceftriaxona. Discurile cu antibioticele respective au
fost amplasate in asa mod ca sa fie posibila vizuali-
zarea imaginii de sinergie intre discurile cu amoxa-
cilinad/acid clavulanic si cele cu cefalosporine de
generatia lll (CG3). Succesiunea amplasarii discurilor
cu antibioticele corespunzatoare a fost urmatoarea:
TIC - FOX - FEP - AMX - GM - CAZ - AMC - CTX.

Producerea de catre o tulpina bacteriana a be-
ta-lactamazei este certificata atunci cand diametrul




zonei de inhibitie din jurul agentilor antimicrobieni
ceftazidim, cefotaxim, ceftriaxona este extins (asa-
numita imagine de sinergie ,in dop de sampanie”)
datorita prezentei acidului clavulanic.

in rezultat s-a stabilit ca E. coli prezintd cea mai
inalta rezistenta la ticarcilind (77%). Profilul desfa-
surat al rezistentei tulpinilor BLSE depistate in urina
poate fi urmarit in figura 1.
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Figura 1. Profilul de rezistenta a tulpinilor E. coli.

Prevalenta infectiilor cdilor urinare cauzate de
E. coli ce poseda profil de rezistenta tip beta-lacta-
maze cu spectru extins a constituit 5,3%, prevalenta
portajului intestinal a constituit 15%.

Tulpinile de E. coli producétoare de beta-lacta-
maze au fost conservate in mediul ce contine bulion
de inima de bou si 10% de glicerind, apoi au fost
stocate prin refrigerare la -80°C, pentru a fi ulterior
testate prin tehnicile de biologie moleculara. Condu-
ita terapeuticd adecvata necesita identificarea rapida
si corecta a tulpinilor rezistente la antibiotice prin
utilizarea tehnicilor de biologie moleculara.

Metodele de biologie moleculara implica
costuri relativ mari, personal bine instruit, dar pot
furniza rezultate reproductibile in timp foarte scurt.
Determinarea profilului de rezistenta a evidentiat ca
tulpinile date sunt rezistente la urmatoarele grupe
de antibiotice: aminoglicozide, in special - genta-
micina (72%), fluorchinolone - acid nalidixic (89%)
si sulfamide - cotrimoxazol (72%)).

Tulpinile identificate din masele fecale de
asemenea sunt polirezistente. Ele sunt rezistente la
aceleasi clase de preparate antimicrobiene ca si E.
coli BLSE izolata din urina: 53% - la aminoglicozide
(gentamicina), 56% - la fluorchinolone (ciprofloxa-
cind), 44% - la sulfamide (cotrimoxazol).

Tulpinile de E. coli BLSE, identificate in probele
de uring, au fost in exclusivitate de tip CTX-M, si anu-
me: o tulpina tip CTX-M-1; 3 tulpini — de CTX-M-14;
alte 3 tulpini sunt de tip CTX-M-15.
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Tulpinile de E. coli BLSE, depistate in probele de
mase fecale, au fost predominant de tip CTX si doar
o enzima de tip SHV. Spre deosebire de tulpinile
urinare, acestea au fost relativ mai variate, sianume
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 tulpini de E. coli, la care au fost
prezente BLSE in urina si in masele fecale (U +/F +).
La trei din patru tulpini testate de E.coliBLSEU +/F
+ a fost prezent un profil Rep—PCR similar.

Determinand grupa filogenetica a tulpinilor
urinare, s-a constatat ca 58,5% din tulpinile de E. coli
BLSE reprezinta grupa B2, 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% - grupele B2 si D, 0,4 -
alte grupe (figura 2).
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Figura 2. Grupele filogenetice ale tulpinilor E. coli BLSE
depistate in urind (a) si mase fecale (b).

Tipizarea tulpinilor de E. coli BLSE urinare a
evidentiat ca tulpinile de la diferiti pacienti au avut
profiluri BLSE CTX-M similare. Majoritatea tulpinilor
au fost de tipul BLSE-CTX-M-14, apartinand grupei
filogenetice B2, cu exceptia a doud tulpini: CTX-M-15
grupd filogenetica B2 si CTX-M-3 grupa filogenetica
A (figura 3).

Antibiorezistenta constituie o problema com-
plexa, multifactoriald, cu mare semnificatie pentru
sanatatea publica si necesita o analiza complexa
si implementarea unor masuri specifice, la diferite
niveluri. Studiile efectuate privind monitorizarea
rezistentei la antibiotice si rezultatele obtinute vor
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aduce o serie de date importante, pentru a oferi me-
dicului posibilitatea sa se orienteze in diagnosticul
si terapia pacientilor cu ITU, precum si sa aplice o
strategie eficientd in tratament, din punct de vedere
al relatiei cost-eficienta.
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Figura 3: Profiluri similare de BLSE CTX- M la diferite
tulpini de E. coli BLSE.

Monitorizarea fenotipica si genotipicd a marke-
rilor de rezistenta la antibiotice in populatia umana
reprezinta un element constituitiv al unui sistem
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. Detectarea prezentei E. coli producatoare
de BLSE la pacientii cu ICU prin metode fenotipice
si moleculare de detectie a beta-lactamazelor este
consecinta prescrierii si consumului necontrolat de
antibiotice in Republica Moldova.

2. Circulatia mai intensa a tulpinilor de E.coli
tipul CTX-M-14, grupa filogenetica B2, ce au un po-
tential de diseminare in colectivitati pot determina
un nivel inalt de rezistenta si dificultati in conduita
terapeuticd a pacientilor cu maladii infectioase.

3. Datele obtinute pe modelul de E.coli pot fi
extrapolate, pentru evaluarea impactului fenome-
nului mentionat si la alte specii de microorganisme,
ceea ce confirma necesitatea supravegherii rezisten-
tei bacteriene.
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