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Summary
Producent of EBLS Enterobacteriaceae — issues
contemporary a diagnostic laboratory

One of the main research problems in clinical microbiology is currently acquired
resistance of bacteria to antibiotics. Currently inactivation by beta-lactam beta-lactamase is the
most common mechanism. The rapid spread of this type of resistance is because coding genes
found on transmissible plasmids or movable. At this point it is important to mitigate the social
impact of the phenomenon of multiple resistance to antibacterial preparations, with detailed
knowledge of the mechanisms of bacterial resistance. Correct detection of strains producing
ESBLs Enterobacteriacea family, remains a challenge for the microbiology laboratory
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Rezumat

Una din problemele prioritare de cercetare in microbiologia clinica la ora actuald
reprezintd rezistenta dobandita a bacteriilor la antibiotice. Actualmente inactivarea beta-
lactaminelor de catre beta-lactamaze este mecanismul cel mai frecvent intalnit. Raspandirea
rapida a acestui tip de rezistenta se datoreaza faptului ca genele codante se gasesc pe plasmidele
transmisibile sau mobilizabile. In acest moment este important si diminuim impactul social al
fenomenului de rezistentd multipla la preparatele antibacteriene, prin cunoasterea detailatd a
mecanismelor de rezistentd bacteriana. Detectarea corecta a tulpinilor familiei Enterobacteriacea
producatoare BLSE, ramane o provocare pentru laboratorul de microbiologie.

Cuvinte cheie: antibiotice, rezistentda, mecanisme, beta-lactamaze

Studiul actual al problemei in lume

Rezistenta alarmanta a bacteriilor la antibiotice este cel mai discutat subiect al reuniunilor
stiintifice de oriunde in lume. Din nefericire, bacteriile multirezistente la antibiotice au devenit o
obisnuinta a laboratoarelor si spitalelor de pretutindeni. Presiunea de selectie a antibioticelor,
prin efecte directe si indirecte, a determinat o crestere a frecventei infectiilor cu tulpini rezistente
si multirezistente [21].

Antibioticoterapia excesivad reduce biodiversitatea bacteriana favorizand colonizarea
intestinului gazdei umane cu germeni oportunisti rezistenti la diverse antimicrobiene [31].

Infectiile determinate de Enterobacterii producente de BLSE (Beta Lactamazele cu
Spectru Extins) determind un nivel inalt de morbiditate si mortalitate datorita esecurilor
terapeutice si costuri tot mai ridicate pentru ingrijirile medicale. Rezistenta la antibioticele beta-
lactamice este inscrisd in codul genetic al bacteriei, dobandirea acesteia producandu-se prin
mutatie sau prin achizitionare de material genetic [12, 38].

Datele literaturii de specialitate relateazd urmatoarele mecanisme dobindite de rezistenta
catre antibioticele beta-lactamine: sinteza p-lactamazelor - enzime secretate de catre bacterii care
neutralizeaza antibioticele beta-lactamine, facandule ineficiente; mutatiile PBP (Penicillin
binding protein), al caror efect este reducerea afinitatii de legare cu antibioticele B-lactamice;
inglobarea diminuatd a antibioticelor datoratd schimbarilor in structura peretelui sau activitatii
pompelor de eflux [31].

Actualmente, inactivarea beta-lactaminelor de catre beta-lactamaze este, in prezent,
mecanismul cel mai frecvent intdlnit. Aceste enzime scindeaza nucleul beta-lactamic, producand
inactivarea antibioticului. [2, 10, 28]. Ele pot fi inductibile, secretate numai in prezenta beta-
lactaminelor, sau constitutive, produse permanent chiar si in absenta substratului. Toate
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bacteriile gram-negative produc beta-lactamaze codificate cromozomal, majoritatea hidrolizand
preferential cefalosporine, inclusiv de generatia a lll-a si a IV-a, care sant rezistente la actiunea
beta-lactamazelor codificate plasmidic [11, 15, 29].

Activitatea hidrolitica a BLSE asupra diferitelor substraturi - peniciline, cefalosporine sau
monobactami diferd de la un tip de enzima la alta. Spre exemplu, in mod caracteristic, BLSE de
tip TEM si SHV au actiune hidrolitica mai intensa asupra ceftazidimei decat asupra cefotaximei,
spre deosebire de enzimele de tip CTX-M, la care actiunea este mai mare asupra cefotaximei.
Astfel de diferente pot face ca bacteriile producatoare de BLSE sa fie sensibile in vitro la unele
antibiotice mai sus mentionate. in recomandarile CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute) este indicat ca tulpinile de Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca
si Proteus mirabilis producatoare de BLSE sa fie raportate ca fiind rezistente la peniciline,
cefalosporine i monobactami, indiferent de datele de susceptibilitate in vitro [12].

Fenomenul de co-rezistenta, fie prin alterarea porinelor, fie prin expresia concomitenta de
betalactamaze AmpC, este responsabil si de ineficacitatea in infectii cu Enterobacteriaceae
producatoare de BLSE a cefamicinelor (cefoxitina, cefotetan, cefmetazol), desi acestea nu sant
incluse in spectrul lor de actiune [16, 17].

In identificarea bacteriilor din familia Enterobacteriaceae nu este suficienta determinarea
apartenentei la 0 specie, este necesara evidentierea factorilor de virulenta specifici (determinati
fenotipic). Identificarea unei tulpini bacteriene nu prezintd interes clinic dacd nu este completata
de enumerarea arsenalului de factori/gene posibile de patogenitate [30].

Aparitia de gene de rezistenta la beta-lactamine si fluorochinolone la Enterobacteriaceae
implicate in infectii umane ridica un risc vital si impune familiarizarea cu tehnicile de
identificare a acestor gene, In vederea instituirii unui tratament adecvat si controldrii epidemiilor
potentiale [39].

Reprezentantiii familiei Enterobacteriaceae reprezinta principalii producatori de BLSE,
avand un impact major asupra sanatatii publice. BLSE sant definite ca enzime codate plasmidic,
care hidrolizeaza penicilinele, oximino - cefalosporinele de generatia I, II si III si aztreonamul.
BLSE nu sant active fata de cefamicine si carbapeneme, si sant, inhibate de inhibitorii de beta-
lactamaze, cum ar fi acidul clavulanic [29]. Cel mai des intalnite BLSE sant cele din clasa A
(TEM, SHV, CTX-M) [3].

Dupd anul1995, au aparut variantele CTX-M, mai ales la pacienti spitalizati, ale caror
prevalenta creste crapid [14]. Spre deosebire de enzimele derivate din TEM si SHV, depistate cu
precadere in mediul intraspitalicesc, BLSE de tip CTX-M s-au raspandit masiv in mediul
comunitar, in special in cazul speciei Escherichia coli putand fi chiar ,,importate” din comunitati
in structurile spitalicesti [ 33].

Inca de la inceputul anilor *80, au fost descoperite in Germania tulpini producitoare de
BLSE si la speciile Klebsiella pneumoniae si Serratia marcescens implicate in infectii
nozocomiale, numarul de tipuri (VEB, GES,IBC, PER, TLA, SFO, BEL), precum si frecventa
raportarii fiind in crestere [31]. BLSE din clasa D (OXA) sunt mai putin intdlnite [24].
Ocazional, sunt detectate alte clase de BLSE [20]. Disiminarea alarmanta a BLSE se datoreaza in
mare parte proliferarii de beta-lactamaze CTX-M [18].

Prezenta beta-lactamazelor AmpC pot interfera cu detectarea de BLSE [29]. Este
important sa retinem ca beta-lactamazele AmpC sunt din ce in ce mai frecvent gasite pe plasmide
[25].

Detectarea de laborator a enterobacterilor producente de BLSE

Teste directe de evidentiere a beta-lactamazelor

Au fost concepute numeroase teste directe de detectare a activitatii f-lactamazice, dar
numai o parte dintre ele se pot folosi ca analize de rutina.

Majoritatea testelor folosesc cefalosporine cromogene, sau coreleaza hidroliza
penicilinei cu o schimbare a culorii mediului de reactie, mediata de iod sau detectatd cu un
indicator de pH [33].
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Testele cu cefalosporine cromogene

Producerea de beta-lactamaze, la multe specii de microorganisme, poate fi determinata
cu ajutorul testelor cromogene sensibile, bazate pe utilizarea substraturilor speciale, care schimba
culoarea ca rezultat al scindarii, sau cu urmarirea reactiei, care implica procesul de hidroliza de 8
— lactamine. Cel mai utilizat substrat cromogen este nitrotcefinul - cefalosporina, scindata de
majoritatea beta-lactamazelor, cu formarea uniu produs de culoarea rosie aprinsa. Testul dat nu
este utilizat pe larg la repreyentantii familiei Enterobacteriaceae, Pseudomonas spp. si alti bacili
gram-negativi aerobi deoarece rezultatele pot sa nu indice sensibilitatea la B-lactamii cei mai des
utilizati pentru tratament [38].

Testul la nitrocefin

Nitrocefinul este o cefalosporind care poate functiona ca substrat cromogen pentru -
lactmaze si isi schimba culoarea de la galben la rosu atunci cadnd este hidrolizat. Acesta
reprezinta testul cel mai sensibil pentru majoritatea f—lactamazelor, exceptdnd penicilinazele
stafilococice. Avantajul folosirii acestui antibiotic in testele de evidentiere consta in faptul ca el
este hidrolizat de toate § — lactamazele cunoscute, indiferent de specificitatea acestora.

Nitrocefinul este disponibil sub forma de pudra purificatd de la Becton Dickinson
(Oxford, UK) sau discuri imbibate cu antibiotic (OXOID) [27].

Testul la nitrocef in tuburi. Coloniile bacteriene sunt raclate de pe mediul nutritiv solid si
resuspendate in tampon fosfat obtinandu-se o suspensie densd, peste care se adaugd solutie
nitrocefin. Activitatea p-lactamazici este evidentiatd prin aparitia culorii rosii in 1 - 2 minute. In
cazul enzimelor cu activitate mai mica raspunsul poate intarzia, insa rezultatele pozitive aparute
la mai mult de 10 minute trebuie tratate cu scepticism intrucat ele pot fi cauzate de o activitate B—
lactamazica secundard a proteinelor care leagd penicilina (PBP) care formeaza complexe acil
instabile [27].

Testul acidimetric. Principiul testului este modificarea culorii la indicatorii acido-bazici,
cum ar fi bromocrezol violet, cauzata de aparitia unui grup decarboxil suplimentar la scindarea
inelului beta-lactamic. Hidroliza nucleului B-lactamic genereaza o grupare carboxil care acidifica
un mediu netamponat. Acidifierea rezultatd poate fi detectatd in tuburi sau pe hartie de filtru
[27].

Metoda in tub: Se foloseste un indicator (solutie de rosu fenol la care s-a adaugat
benzilpenicilind, pH 8,5). Solutia de culoare violet este distribuitd in godeuri si inoculata cu
bacterii din culturd solida pentru a forma o suspensie densd. Activitatea PB-lactamazicd este
indicata de virajul culorii de la rosu la galben in maxim 5 minute [10].

Metoda pe benzi de hdrtie: benzile mici, de hartie de filtru Whatman sunt imbibate intr-0
solutie proaspat preparatd de benzilpenicilind, brom-crezol si NaOH. Benzile se usuca si se
pastreaza pentru mai multe luni. Inainte de folosire, benzile se rehidrateazi in apa distilat si apoi
se aplica cultura bacteriana de pe agar solid. Aparifia culorii galbene in maxim 5 minute indica
activitate B-lactamazica [10].

Testul iodometric se bazeazd pe capacitatea produselor de hidrolizd a antibioticelor beta-
lactamice de-a recupera iodul pina la iodurd, cauzind decolorarea complexului iod / amidon [39].

Metoda in tub se poate efectua in cantitati mici atat n tuburi, cat si in placi cu godeuri. Se
distribuie benzilpenicilina (penicilind G) in tampon fosfat, in godeurile unei plici. In aceasta
solutie se suspenda culturd bacteriand, solida (de pe agar) si se pastraza la temperatura camerei
pentru aproximativ 30 — 60 minute. Se adauga amidon solubil in apa distilata si ulterior iod in
solutie de iodura de potasiu. Activitatea B — lactamazica este demonstratd prin decolorarea
iodului Tn maximum 5 minute [5].

Metoda pe benzi de hartie: Se foloseste hartie de filtru Whatman nr.3, imbibata in solutie
de amidon dizolvat in apa distilata la fierbere, la care s-a adaugat benzil — penicilina la racire.
Cand benzile de hartie iodometrica s-au uscat (aproximativ 2 ore), acestea sant inmuiate in
solutie de iod in iodurd de potasiu. Pe acestea se aplica colonii dintr-0 cultura de 24 de ore.
Decolorarea apare in 5 minute si indica activitate 3 — lactamazica [5].
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Metode fenotipice de evidentiere a beta - lactamazelor

Metodele fenotipice sant metode mai simple de indicare si caracterizare a f—lactamazelor
si sant disponibile pentru toate laboratoarele clinice. Comitetul European pentru Testarea
2008 cuprinde si o sectiune referitoare la metodele fenotipice. Standardul pentru metoda
difuzimetrica s-a imbogatit permanent cu noi recomandari, pe masura ce cunoasterea caracterelor
de sensibilitate/rezistenta specifice tulpinilor circulante in Europa au devenit accesibile.

Metoda difuzimetrica calitativa clasica (metoda Kirby — Bauer) [6]

BLSE pot fi sintetizate In cea mai mare parte de catre enterobacterii si sunt reproduse cel
mai adesea in antibiograma prin imaginea uni sinergism (dop de sampanie) intre un disc de
cefalosporind de generatia a Ill-a si / sau monobactam si un disc de amoxicilind + acid
clavulanic. Aceasta metoda implica utilizarea discurilor cu 30 ug de cefotaxim si ceftazidim
precum si discuri ce contin in combinatie cefotaxim + acid clavulanic, ceftazidim + acid
clavulanic (30/10ug). Aceastd imagine poate fi discreta sau atipica. Secretia de BLSE va fi
suspectatd, in primul rand, de micsorarea tuturor diametrelor de inhibitie la toate cefalosporinele
din generatia a [lI-a: CTX <27 mm, CAZ <22mm, CRO < 25mm, ATM < 27mm.

O tulpina de referinta trebuie testatd in aceleasi conditii in scopul verificarii validitatii

discurilor de antibiotice. Prezenta unei BLSE indica faptul cd tulpina este rezistentd la toate 3
lactamicele, cu exceptia imipenemului si cefamicinei [6].
Metoda discurilor duble fiind o varianta a metodei clasice difuzimetrice de determinarea a
diametrelor zonelor de inhibitie date de un disc impregnat cu o cefalosporina de spectru larg cu
un alt disc impregnat cu acelasi antibiotic asociat cu un inhibitor de B—lactamaze (acidul
clavulanic). Daca tulpina testatd produce o enzima de tip BLSE, diametrul zonei este mai mare
pentru discul ce contine antibiotic + inhibitor [6,13,38].

E-testul- metoda difuzimetrica cantitativa. Aceastd metoda se bazazeaza pe proprictatea
BLSE de a fi sensibile la inhibitori de pB-lactamaze (acidul clavulanic). Benzile E-test contin un
gradient de cefotaxim la un capat si un gradient de cefotaxim si acid clavulanic la celalat capat.
Concentratia de cefotaxim este mai mica in cazul in care acesta este asociat cu acidul clavulanic.
Benzile similare continand gradiente de ceftazidim / ceftazidim + clavulanat (TZ / TZL) sant mai
binevenite pentru detectarea tipului enzimatic CTX-M. Daca raportul dintre concentratia minima
inhibitorie (CMI) de cefotaxim si CMI de cefotaxim + clavulanat este mai mare de 8 rezulta ca
tulpina respectiva este producatoare de BLSE [9].

Metoda microdilutiilor succesive in bulion: a permis stabilirea concentratiei minime
inhibitorii (CMI). Aceastd metoda a implicat utilizarea dilutiilor duble succesive a antibioticului
testat Tn mediu de culturd lichid in urmatoarele concentratii: 0,25 la ceftazidima 128,0 mg / L
ceftazidima / clavulanat 0,25 / 4,0 — 128,0 / 4,0 mg / L cefotaxim 0,25 — 64,0 mg / L cefotaxim /
clavulanat 0,25 / 4,0 pind la 64,0 / 4,0 mg / L. In cadrul cercetirii ar trebui incluse atat
cefalosporine cat si combinarea lor cu acid clavulanic. Se adauga cantitati fixe din cultura
bacteriana cercetata, apoi se incubeaza timp de 18 ore la temperatura de 35°C. CMI: cea mai
mica concentratie de antibiotic care inhiba cresterea microorganismelor (bulion transparent) [2,
6].

Controlul de calitate in testarea sensibiltatii la antibiotice beta-lactamine

Controlul de calitate are drept scop sa asigure precizia si fiabilitatea tehnicii de testare a

Pentru a raspunde acestor deziderate, laboratoarele care realizeazd antibiograma trebuie
sa dispuna de tulpini de referinta pentru realizarea antibiogramei, si anume: E. coli ATCC 25922
(BLSE-negativa), Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, E. coli ATCC 35219.

Controlul de calitate trebuie sa fie realizat pentru fiecare lot nou de mediu Mueller Hinton
si / sau antibiotic, utilizdnd tulpinile de referintd. Antibiogramele vor fi efectuate zilnic pentru
fiecare dintre tulpinile de referinta [38].
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Teste pentru confirmarea prezentei B-lactamazelor cromosomale inductibile (tip
AmpC)

Cefalosporinele de generatia I (ampicilina si amoxicilina) induc exprimarea enzimelor tip
AmpC si sant distruse de catre acestea, la majoritatea speciilor de Enterobacteriaceae. Speciile
producatoare de B-lactamaze inductibile tip AmpC segrega mutante derepresate care produc
enzime AmpC fara inductie (derepresie stabild). Aceste mutante sant rezistente la majoritatea
penicilinelor si cefalosporinelor si sant depistate frecvent in izolatele clnice [19].

Speciile producatoare de P-lactamaze tip AmpC pot fi recunoscute prin teste de
antagonism 1Intre cefoxitim si cefotaxim. Pentru efectuarea acestui test se inoculeazd placi,
conform protocolului din metoda antibiogramei, si se plaseaza discuri cu ceftazidim si cefoxitim,
pe acceasi placa, la o distantd de 25 mm. Inductia de -lactamaze este evidentiata prin aplatizarea
zonei de inhibitie a ceftazidimului in dreptul discului de cefoxitim. Astfel, cefoxitimul a
determinat producerea de [-lactamaze iductibile care au hidrolizat ceftazidimul. Acidul
clavulanic este un inductor al B-lactamazelor tip AmpC si de aceea aparitia unor colonii in
interiorul zonei de inhibitie a discului AMC (amoxicilina - acid clavulanic) poate fi un indicator
util pentru detectarea prezentei enzimelor AmpC [6].

Metodele de biologie moleculara pentru evidentierea tulpinilor de beta-lactamaze

Actualmente, in detectarea beta-lactamazelor predomina metodele microbiologice clasice
de detectare cum ar fi disc-difuzimetrica, metoda dilutiilor successive in bulion, metoda
discurilor duble, precum si diferite teste directe bazate pe reactiile enzimatice colorimetrice.
Aceste metode microbiologice traditionale sant potrivite pentru caracteristicile fenotipice ale
microorganismului. Cu toate acestea, utilizarea metodelelor traditionale pentru detectarea beta-
lactamazelor permit estimarea prezentei enzimei, dar nu pot oferi informatii, care sa ne permita
sd distingem enzime specifice responsabile pentru productia de BLSE ( SHV, TEM sau CTX-
M). Identificarea definitiva a acesor enzime este posibilda numai prin tehnici de secventiere a
proteinelor si genelor, insd aceste tehnici sant costisitoare si nu pot fi utilizate in clinicd si
diagnostic. Insa, cercetarile efectuate de citre mai multe laboratoare de referintd din diferite tari,
utilizind metode moleculare pentru identificarea de gene specifice responsabile pentru
producerea de BLSE, au demonstrat cd aceste metode au capacitate suplimentard de a detecta
nivel scizut de rezistenta ce ne poate fi scapat prin metode fenotipice. In plus, testele moleculare
au, de asemenea, potential de a detecta BLSE direct din probele clinice, fara izolarea culturilor
bacteriene, ceea ce reduce esential timpul de detectare [35].

Utilizarea acizilor nucleici ca probe biologice de catre microbiologi a devenit frecventa in
ultimii ani. Exista o varietate de probe ADN folosite in rutina laboratoarelor de diagnostic atat
pentru confirmarea culturilor cat si pentru detectia directd a patogenilor din probele biologice.
Tehnicile PCR (Polymerase Chain Reaction) sant utilizare pe larg, acestea dovedind o mare
sensibilitate si specificitate. Metodele PCR conventionale care utilizeaza electroforeza in gel de
agaroza pentru a detecta produsele de amplificare, nu sunt bine adaptate pentru screening-ul
rapid din cauza numarului limitat de probe ce pot fi analizate pe gel, fiind necesare etape
suplimentare pentru Incarcare, migrare si interpretare. Astfel consideram cd metodele PCR in
timp real sunt mai adecvate acestor determindri. Un sir de metode de tipizare a BLSE sant bazate
pe amplificarea genelor enzimelor si analiza ulterioara a produsului de amplificare. La utilizarea
primerilor oligonucleotidici, complementari cu sectiuni conservatoare a genelor beta-
lactamazelor diverselor grupuri, este posibila detectarea eficienta a unui grup de enzime (de tip
TEM-, CSV-, CTX- si OXA). Cu toate acestea, diferentierea enzimelor din cadrul acestor
grupuri, este imposibila utilizand PCR.

PCR multiplex: ampllificarea concomitenta a catorva gene (PCR multiprimer)-reactia de
co-amplificare a catorva ADN matrice intr-o singurd reactie cu utilizarea catorva perechi de
primeri. La moment sant cunoscute PCR multiplex pentru amplificare a 3 tipuri de baza de
BLSE : TEM, SHV, CTX [21].

Secventierea ADN reprezinta identificarea tipului, felului si succesiunii nucleotidelor
dintr-un fragment ADN de analizat. in momentul de fatd s-au dezvoltat tehnici de secventiere
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automate: fie chimic prin metoda Maxam-Gilbert, fie enzimatic prin metoda Sanger.
Secventierea ADN-ului "Standardul de aur" al tipizarii moleculare a BLSE este secventierea
genelor acestor enzime. Cea mai raspanditd abordare este amplificarea genelor beta-lactamazelor
din totalul ADN-ului tulpinei, fenotipic suspecte de producerea BLSE. Pentru amplificare sunt
utilizati primerii, specifici pentru anumite categorii de enzime (de tip TEM-, CSV-, CTX-si
OXA, etc). Produsele amplificarii sant supuse secventierii, iar rezultatele obtinute sunt
comparate cu secventele nucleotidice cunoscute a enzimelor din bancile internationale de date.
Utilizarea secventierii permite de a identifica nu numai enzimele cunoscute, dar si noi variante
de enzime.Principalul dezavantaj al secventierii este complexitatea si costul relativ ridicat. Cu
toate acestea, perfectionarea continud a utilajului, foarte repede reduce semnificatia acestor
deficiente. Pana in prezent, sunt elaborate o serie de metode de tipizare moleculara a BLSE, fara
secventierea genelor lor [4, 7, 30].

Oligotipizarea. Metoda se bazeaza pe utilizarea seturilor de sonde oligonucleotidice, care
permit identificareca mutatiilor punctiforme in genele beta-lactamazelor cunoscute. Sondele
oligonucleotidice sant utilizate pentru reactiile de hibridizare in conditii severe. Pentru detectarea
produselor de hibridizare sant utilizati marcanti radioactivi sau biotina.Pe utilizarea sondelor
oligonucleotidice sant bazate tehnologiile de ADN-cip-uri. Conform acestor tehnologii, pe un
purtator cu suprafatd mica (1-2 cm) poate fi amplasat 100 de mii sau mai multe sonde
oligonucleotidice individuale. Elaborarea cipurilor ADN este cea mai de perspectiva directie de
dezvoltare a metodelor moleculare de diagnostic microbiologic [21].

Teste comerciale. Exista, de asemenea, sisteme comerciale de testare destinate pentru
detectarea producerii BLSE. Acestea se bazeazd pe compararea CMI a cefalosporinelor fara
inhibitori si cefalosporinelor in asociere cu clavulanatul. Criteriile pentru interpretarea
rezultatelor sunt aceleasi ca pentru metoda dilutiilor succesive. Cu regret, nici una dintre
metodele microbiologice clasice, bazate pe evaluarea fenotipului microorganismului, nu prevede
detectarea BLSE la 100% din tulpini [36].

Test-sistemele comerciale "Vitek™ sunt putin eficiente in detectarea BLSE la
reprezentantii genului Enterobacter. Situatia devine mult mai dificila in cazurile prezentei
concomitente la microorganisme a catorva determinate de rezistentd. De exemplu, la producerea
BLSE si hiperproducerea beta-lactamazelor cromozomiale din clasa C, rezistenta ultimelor la
clavulanat mascheaza prezenta BLSE [36,38].

Sistem automat BD Phoenix armonizat cu CLSI si EUCAST. Sistemul automat de
antimicrobiene a microorganismelor clinic relevante. Identificarea are loc in 3 ore, iar
determinarea susceptibilitatii in 6 — 10 ore. Aparatul, care incubeaza si citeste in mod continuu
panelurile, are capacitatea de a identifica i a determina susceptibilitatea la 100 de izolate,
raportand totodatd rezultatele pe masurd ce testarea este incheiatd. Inainte de a fi raportate,
rezultatele sunt examinate de catre aparat prin sistemul BDXpert.Sistemul de BDXpert prevede o
serie de reguli, care sunt declansate de diverse conditii: de datele de identificare a speciilor de
bacterii, rezultatul testului detectarii BLSE si datele CMI [36].

Rezultatele de rutind privind rezistenta la antibiotice trebuie reevaluate sistematic pentru
identificarea de noi probleme, cum ar fi identificarea de tulpini bacteriene cu profil de
rezistentd modificat si a unor focare epidemice legate de o asemenea clona; stabilirea
tendintelor evolutive ale rezistentei germenilor; imbunatatirea calitatii testelor microbiologice.

Datorita extinderii alarmante a numarului de enterobacterii producente de BLSE este
necesar monitorizarea rezistentei germenilor mentionati la antibioticele beta-lactamine.
Detectarea la timp si corectd a BLSE va permite majorarea semnificativa a eficientei
antibioterapiei infectiilor severe.
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Concluzii
Bacteriile familiei Enterobacteriacea s-au adaptat la spectru larg de antibiotice p-lactamice
prin producerea a unor enzime, beta-lactamaze cu spectru extins, ce permit inactivarea lor.
BLSE sunt atribuite catre determinantii de rezistenta, raspandirea carora este cea mai mare
amenintare pentru un grup intreg de preparate antibacteriene - cefalosporine din diferite
generatii.
In prezent, cele mai frecvent intalnite familii de beta-lactamaze sunt BLSE tip TEM, SHV, si
CTX-M. Aceste enzime confera rezistenta la ceftazidim, cefotaxim, ceftriaxona, aztreonam,
si alte oxyimino-beta-lactamine si se gasesc cel mai adesea la specii de E. coli si Klebsiella
spp..
Tipul exact de beta-lactamaza nu este posibil a fi detectat cu ajutorul testelor de rutina.
Asocierea mai multor tipuri de beta-lactamaze la acelasi microorganism face si mai dificila
depistarea corectd, identificarea definitiva a acesor enzime fiind posibild numai prin tehnici
de biologie moleculara.
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ACTUALITIES IN THE ANTIBIOTIC RESISTANCE PHENOMENON OF E.COLI
ISOLATED FROM URINARY TRACT INFECTION
Olga Burduniuc
Centrul National de Sanatate Publica

Summary

Research on the detection of enterobacteria of antibiotic resistance markers in the current
context of rapid increase in the prevalence of resistant strains of E. coli, 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.

Rezumat
Actualitati privind rezistenta la antibiotice a E. coli izolatd de la
pacientii cu infectii ale tractului urinar

In contextul actual de crestere rapidi a prevalentei rezistentei tulpinilor de E. coli
necesitatea utilizarii metodelor de biologie moleculara devine din ce in ce mai stringenta, acestea
fiind metode mult mai sensibile decat testarea fenotipica, iar supravegherea si monitorizarea
epidemiologicd a tulpinilor producdtoare de CTX-M sunt importante in stabilirea tacticilor
terapeutice pentru revizuirea protocoalelor de tratament empiric. Studiu efectuat de noi
reprezintd ceva nou pentru republica noastra prin analiza moleculard a unor gene plasmidice cu
mare potential de diseminare in colectivitati.

Introduction

Antimicrobial resistance has become an important problem worldwide. Bacterial
resistance to antimicrobial agents has been emerging and rapidly disseminating among many
nosocomial and community-acquired pathogens [1,4 ].

Infections caused by resistant microorganisms determine a high morbidity and mortality
level due to therapeutic failures and rising costs for medical care [1,14 ].

The main causes of increasing resistance to antibiotics are inappropriate use and invalid
prescription of these preparations by misinterpretation of symptoms, uncertain diagnosis and
perceived expectations of the patient, duration too long / too short or inappropriate dose
administration, self-medication, use of antibiotics in the veterinary sector, poor arsenal of
diagnostic measures, medicaments and vaccines, inadequate supervision and control over
medicaments use [4, 8].

Difficulties in treatment of infectious diseases occur more often in infections caused by
producing strains of ESBLs (Extended Spectrum Beta Lactamases) - enzymes that develop
resistance to extended-spectrum antibiotics [15].

The emergence of strains of Enterobacteriaceae producer of ESBLS is at present days a
strong threat, in terms of effectiveness of antibiotics use in therapy of infections [9].
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