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Introducere

Rezistenta la substante antimicrobiene reprezintd una dintre marile provocari ale lumii
moderne, punand in pericol anumite proceduri medicale ce nu sunt posibile 1n lipsa
administrarii de antibiotic cum sunt chirurgia majora sau transplantul de organe. Rezistenta la
antibiotice este un fenomen natural de evolutie bacteriana ce poate sa fie determinatd atat
cromozomial prin aparitia unor mutatii in genele ce codifica susceptibilitatea la antibiotice, fie
extracromozomial prin achizitia de material genetic exogen. Genele responsabile de rezistenta
la antibiotice se afld frecvent pe elemente genetice mobile (plasmide, transpozoni, integroni
etc.) ce pot fi transferate orizontal cu usurintd. Bacteriile pot prelua astfel mecanisme de
rezistenta fata de o clasa sau de mai multe clase de antibiotice, limitand optiunile terapeutice
disponibile.

In Romania, studiile privind ecologia rezistentei la antibiotice sunt foarte limitate. Pana
la ora actuala au fost realizate studii dispersate in marile centre universitare, pe perioade scurte
de timp si fard o metodologie comuna, astfel Incat nu exista niciun studiu care sd prezinte o
reflexie reald a situatiei din intreaga tara.

Lucrarea de fata doreste sa prezinte o noud metodd fenotipica de detectie a
carbapenemazelor. Pornind de la un test deja existent pe piatd (Carbapenem Inactivation
Method), am testat ipoteza unei metode similare dar mult mai rapide (18 h vs. 3 h), ce ar permite
evaluarea tulpinilor din orice laborator de microbiologie clinica in aceeasi zi, eficientizdnd
astfel procesul expertizei tulpinilor. Datoritd timpului redus de prelucrare a tulpinilor, testul a
fost denumit rapid Carbapenem Inactivation Method (rCIM).

Lucrarea este structurata in 7 capitole, 2 n partea generala si 5 in partea speciald. Partea
generala prezintd o introducere in tema, aratand succint principalele mecanisme de rezistenta
la carbapeneme, accentul aflandu-se pe productia de carbapenemaze si date despre enzimele
testate in cadrul studiilor descrise in partea speciala. De asemenea, in partea generala sunt
analizate principalele metode fenotipice si genotipice utilizate la ora actuald in laboratoarele de
microbiologie clinicad din lume pentru detectia carbapenemazelor.

Partea speciala cuprinde 4 studii, avand in mijloc testul rCIM. Astfel, am descris procesul
de validare a testului pe un lot foarte mic de microorganisme (10 tulpini) pentru testarea
ipotezei de lucru urmat de validarea pe un lot reprezentativ de enterobacterii (213 tulpini si o

varietate de carbapenemaze), atat retrospectiv cat si prospectiv. Testul rCIM si-a dovedit astfel



non-inferioritatea fatd de testul fenotipic de referinta utilizat la ora actuald, CarbaNP
(sensibilitate de 98% a rCIM versus 92% CarbaNP dar o specificitate mai mica, 95% versus
100%).

Deoarece 1n cadrul studiului 3 tulpini hiperproducétoare de AmpC au prezentat rezultate
fals pozitive, am urmadrit imbunatatirea testului pentru diferentierea corectd intre tulpinile
producatoare de carbapenemaze si cele care au cefalosporinaza cromozomiald dereprimata.
Cunoscand faptul cd enzimele de tip AmpC pot fi inhibate de catre cloxacilina, am adaptat
protocolul si a rezultat testul rCIM-A. Noul protocol a imbunatatit specificitatea testului pentru
tulpinile natural producédtoare de AmpC (99.29% vs. 80.85%).

De asemenea, deoarece protocolul initial nu a avut rezultate foarte bune in ceea ce
priveste detectia productiei de carbapenemaze la BGN ne-fermentativi, am adaptat protocolul,
modificand carbapenemul folosit (imipenem in loc de meropenem), am adaugat cloxacilina si
suflat de zinc si am crescut perioada de timp necesard incubarii initiale. Testul a prezentat o
sensibilitate si o specificitate de 92%, respectiv 100%.

Ultimul capitol a inclus experienta de lucru cu un partener clinic. Am constatat mai
multe deficiente ale sistemului de lucru, printre care o identificare deficitard a
microorganismelor, testarea unui numar insuficient de antibiotice pe antibiograma
difuzimetrica sau chiar cazuri de contaminari serioase ale acesteia. In ceea ce priveste productia
de carbapenemaze, am identificat tulpini producatoare de NDM, OXA-48 sau co-producatoare
de KPC + NDM.

Rezultatele obtinute au fost foarte bune, caracteristicile operationale ale testului rCIM
fiind comparabile cu cele ale testului CarbaNP, utilizat ca test de referintd sau chiar superioare,
in functie de enzimele testate si de protocolul utilizat. Punctele forte ale testului sunt acuratetea
dar si faptul ca este un test rapid, ce poate fi realizat cu materiale si aparatura prezente in orice

laborator de microbiologie clinica si nu necesitd personal specializat.

1. Mecanisme de rezistenta la carbapeneme

1.1. Generalitati

Enterobcateriile (EPC) si bacilii Gram-negativi nefermentativi (BGN-NF) producatori de
carbapenemaze sunt microorganisme frecvent rezistente fatd de majoritatea (sau chiar toate)
clasele de molecule antimicrobiene, reprezentand o problema majora de sanatate publica. Desi

fac parte din flora intestinala umana, enterobacteriile sunt printre cei mai raspanditi patogent,



cauzand o varietate mare de infectii, de la cistitd la pielonefritd, pneumonie, meningita, infectii
intraabdominale, sepsis sau infectii asociate unor manevre invazive. Pseudomonas aeruginosa
si Acinetobacter baumannii sunt descrisi mai degrabd in infectii nosocomiale, asociate
ingrijirilor de sdnatate cum sunt cele legate de transplant, spitalizare in unitati de terapie
intensiva sau chirurgie. Enterobacteriile se transmit facil prin intermediul portajului - de pe
maini, prin alimente sau apd contaminata sau prin achizitia orizontala de material genetic. Spre
deosebire de acestea, BGN-NF pot genera epidemii de spital monoclonale din care se pot

selecta ulterior tulpini si mai rezistente. (1)

1.2. Mecanisme de rezistenta la p-lactamine

Astfel, activitatea beta-lactaminelor poate fi perturbatd de alterarea oricaruia dintre
mecanismele de actiune: modificarea numarului sau a functiei porinelor conduce la scaderea
permeabilitatii sau chiar impermeabilitatea moleculei, scaderea afinitatii pentru tintd (rard)
conduce de asemenea la impermeabilitate iar capacitatea de acumulare 1n spatiul periplasmatic
este afectatd de productia de beta-lactamaze care vor inactiva enzimatic antibioticele dar si de
prezenta sistemelor de eflux care exporta activ antibioticul in afara celulei.

Inactivarea enzimaticd a antibioticului este principalul mecanism de rezistenta la beta-
lactamine pentru enterobacterii. Beta-lactamazele actioneaza prin inactivarea beta-lactaminelor
deschizand inelul beta-lactamic la nivelul unei legaturi amidice conducand la pierderea
activitatii acestora.

La ora actuala sunt descrise peste 7000 de beta-lactamaze, cu spectre de actiune diferite.
(2) Acestea pot fi clasificate in functie de mai multe criterii. Cele mai frecvent intdlnite
clasificari sunt clasificarea structurala Ambler si cea functionald elaborata de Bush si Jacoby.
3.4

a. Clasificarea Ambler

Aceastd clasificare incadreaza beta-lactamazele in 4 clase, In functie de omologia
secventelor primare de aminoacizi din structurile Tnalt conservate din situsul activ. Astfel,
enzimele ce apartin claselor A, C si D contin un reziduu de serind in centrul activ (serin-beta-
lactamaze) in timp ce enzimele din clasa B necesita un ion metal bivalent (de obicei zinc) pentru
substratul de hidroliza (metalo-beta-lactamaze).

a. Clasificarea Bush-Jacoby

Clasificarea Bush-Jacoby a fost publicatd pentru prima datd in anul 1995, incercand sa ia

in considerare profilurile substraturilor si a inhibitorilor lor pentru a grupa enzimele astfel incat



acestea sa poata fi corelate cu aspectul lor fenotipic. Aceasta clasificare a suferit mai multe
modificari de-a lungul timpului, cea mai recenta actualizare datand din 2010. (4)

Mecanismul de actiune al carbapenemazelor variaza in functie de structura acestora.
Astfel, enzimele din clasele Ambler A, C si D necesita un reziduu de serina in timp ce enzimele
de clasd B necesitd unul sau mai multi cationi divalenti (de obicei, zinc) pentru a fi active.
Inactivarea antibioticului este realizatd prin deschiderea inelului beta-lactamic la nivelul
legaturii sale amidice, intr-o singura reactie de hidroliza.

Desi nu existd un consens precis al definitiei BSLE, acestea sunt descrise frecvent drept
beta-lactamaze rezistente fata de peniciline, aztreonam si cefalosporine de generatia 1, 2 si 3
cu exceptia cefamicinelor si care pot fi inhibate de inhibitori de beta-lactamaza cum este acidul
clavulanic.

Din punct de vedere al clasificarilor, enzimele BLSE sunt incadrate in subgrupa 2be
(b=beta-lactamaza, e=spectru extins/extended-spectrum) a clasificarii Bush-Jacoby si cele din
subgrupa 2d cu particularitati similare celor din 2be. In clasificarea Ambler, enzimele BLSE
fac parte din grupele A si D. (5)

Beta-lactamazele de tip AmpC sunt cefalosporinaze produse in mod natural de o varietate
de microorganisme cum ar fi enterobacteriile de grup 3 (Enterobacter spp., Citrobacter
freundii, Serratia spp., Providencia spp.), membrii din increngdtura Actinobacteria
(Mycobacterium smegmatis) sau din ordinul Pseudomonadales (Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens etc.). De asemenea, pot fi codificate
plasmidic de catre specii bacteriene care nu le produc in mod normal (ex. Salmonella enterica,
Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca) sau sunt produse la un nivel
neglijabil (ex. E. coli). (6) Expresia fenotipica a productiei acestor enzime depinde de atat de
gradul ei (bazal sau hiperprodus) cat si de tipul ei (poate fi constitutiva sau indusa). Din punct
de vedere al clasificarii Ambler fac parte din clasa C in timp ce in clasificarea Bush-Jacoby
sunt incluse in grupul 1. (7)

Carbapenemazele sunt beta-lactamazele cu cel mai larg spectru de hidrolizd a beta-
lactaminelor. Acestea apartin claselor Ambler A, B si D iar in clasificarea Bush-Jacoby
grupelor 2 si 3. (4)

a. Carbapenemaze de clasa A

Carbapenemazele de clasa A apartin grupului 2f din clasificarea Bush-Jacoby,
hidrolizand o paleta larga de beta-lactamine ce include peniciline, cefalosporine, carbapeneme
si monobactami. Mecanismul de actiune implicd un reziduu de serind in pozitia 70 si implica

mai multi pasi cum ar fi formarea unui intermediar acil-enzimad urmat de distructia sa



hidrolitica. Pot fi inhibate de inhibitori de beta-lactamaza (acid clavulanic, tazobactam). (1)
Majoritatea beta-lactamazelor cu impact clinic apartin clasei Ambler A.
b. Carbapenemaze de clasa B

Carbapenemazele de clasd B sunt beta-lactamaze cu spectru larg, capabile sa hidrolizeze
penicilinele, toate cefalosporinele si carbapenemele cu exceptia aztreonamului. Cele mai
frecvent intalnite enzime din cadrul clasei B sunt VIM, IMP si NDM. Acestea necesita ioni
divalenti (de obicei zinc) in situsul activ pentru a realiza hidroliza carbapenemelor motiv pentru
care sunt inhibate de catre chelatori ai acestor ioni divalenti (ex. EDTA) dar nu si de catre
inhibitorii clasici de beta-lactamaza (acid clavulanic, tazobactam, sulbactam).

¢. Carbapenemaze de clasa D

Carbapenemazele de clasa Ambler D se mai numesc oxacilinaze (toate curpind
prescurtarea OXA) si corespund grupului 2d din clasificarea Bush-Jacoby. Similar claselor
Ambler A si C, au nevoie de un reziduu de serind in situsul activ pentru a putea hidroliza
carbapenemele. La ora actualad au fost descrise peste 1000 de enzime care prezinta o varietate
mare din punct de vedere genetic si biochimic. (2) Acestea cuprind spectre de hidroliza extrem
de diverse, unele actionand doar asupra penicilinelor in timp ce altele pot hidroliza toate beta-
lactaminele.

Rezistenta la antibiotice poate sd apard si prin modificarea numarului sau a activitatii
porinelor prin modificarea structurii acestora. Fenomenul de impermeabilitate nu este specific,
acesta putand afecta activitatea mai multor familii de antibiotice. Sinteza de porine poate fi
reglatd ca raspuns adaptativ la prezenta unor compusi antimicrobieni prin diferite cascade
moleculare ce conduc la scaderea numarului de porine. (8)

Pompele de eflux sunt transportori membranari care excretd activ molecule percepute
drept toxice de catre celula bacteriana. Acestea pot fi clasificate In functie de capacitatea de a
excreta in mod specific un anumit tip de moleculd (ex. pompele de eflux Tet pentru excretia
tetraciclinelor) sau a mai multor antibiotice simultan (pompe MDR). Ele se pot diferentia de
asemenea dupa sursa de energie utilizata pentru transportul molecular. Astfel, familiile MFS,
RND si SMR folosesc forta proton-motrice, familia MATE utilizeaza ionii de sodiu iar
transportorii ABC folosesc hidroliza de adenozin trifosfat.

Modificarile la nivelul PLP apar frecvent in cazul bacteriilor Gram pozitive dar in cazul
BGN nu reprezintda un mecanism de rezistenta important. Pierderea afinitdtii PLP pentru beta-
lactamine poate sd apard prin modificari de tip calitativ (mutatii ce conduc la modificéri

conformationale ale unei PLP cu afinitate ridicatd, achizitia de gene sau fragmente de gene ce



codifica PLP-uri cu afinitate redusd) sau cantitativ (mutatii ce conduc la scdderea productiei

unei PLP de afinitate ridicata sau hiperproductia unei PLP de afinitate scazuta).

2. Metode fenotipice si genotipice de detectie a carbapenemazelor

2.1. Introducere

Deoarece preventia emergentei unor noi carbapenemaze si a genelor lor de rezistenta este
dificild (sau imposibild), cea mai bund metodd de Incetinire a raspandirii lor este detectia lor
precoce. Detectia bacililor Gram-negativi rezistenti la carbapeneme se poate realiza prin mai

multe metode, fenotipice sau genotipice.

2.2. Teste fenotipice

Testele fenotipice sunt metode ce au la baza cresterea bacteriana. Acestea masoara
productia de carbapenemaze in functie de cresterea microorganismului de cercetat in prezenta
unui carbapenem.

Prima etapa include screening-ul pornind de la antibiograma difuzimetrica sau de la
concentratia minimd inhibitorie (CMI) realizatd in mediu lichid. Ghidul EUCAST indica
meropenemul drept ,,cel mai bun compromis” intre sensibilitate si specificitate, un diametru
sub 28 de mm indicand faptul ca tulpina respectiva produce o carbapenemaza.

Testul Hodge modificat a fost printre primele teste fenotipice utilizate pentru detectia
carbapenemazelor la enterobacterii. Principiul testului consta in abilitatea tulpinii producatoare
de carbapenemaze de a reduce concentratia locald de carbapenem din mediu, permitand astfel
cresterea tulpinii indicator, sensibila la carbapeneme, in jurul inoculului tulpinii de investigat,
producand, de asemenea, un aspect asemanator unei frunze de trifoi.(9) Din 2018 THM nu mai
este recomandat dar el a reprezentat o piatrd de temelie pentru detectia fenotipicd a
carbapenemazelor.

Testul CIM a aparut ca o alternativa la testele disponibile pe piata. Principiul testului
constd 1n incubarea microorganismului de investigat in apd pura sterild cu un disc de
carbapenem si incubarea sa pentru 2 ore la 35°C. La finalul celor 2 ore, discul de meropenem
este recuperat si depus pe o placa insdmantata in prealabil cu o tulpinad martor foarte sensibila
de E. coli - ATCC 25922. Placa este incubata pentru minim 6 ore iar apoi se face citirea. Daca
tulpina de investigat produce o carbapenemaza, aceasta va inactiva discul de carbapenem iar

tulpina martor de E. coli va putea creste pand la marginea acestuia. Daca din contra, tulpina de



investigat este rezistentd la carbapeneme prin alte mecanisme, discul de meropenem isi va
mentine capacitatea de hidrolizd, inhiband cresterea tulpinii martor. (10) Pentru a imbunatati
performantele testului CIM, protocolul de lucru a fost imbunatatit de catre echipa CLSI. Astfel,
acestia au redus cantitatea de bacterie (1 pl vs. 10 pl), au inlocuit mediul de incubare (TSB vs.
apd) si au extins perioada de incubare (4 h vs. 2 h), fiind raportate performante bune ale testului.
In urma succesului testelor CIM si mCIM, au inceput sa apari o serie de metode similare, cu
scopuri diferite (simplificarea protocolului, detectia MBL, imbunatétirea performantelor pentru
detectia carbapenemazelor in tulpini de BGN-NF etc.). Printre acestea se numara sCIM,
CIMTris, eCIM, SMA-mCIM sau LCIM. De asemenea, au fost descrise o serie de teste
fenotipice bazate pe proprietatile inhibitorii ale acidul boronic pentru carbapenemazele de tip
KPC, ale acidul dipicolinic sau ale EDTA-ului pentru metalo-beta-lactamaze si ale cloxacilinei

pentru cefalosporinaze.

2.3. Teste enzimatice bazate pe hidroliza

Testele enzimatice bazate pe hidroliza au capacitatea de a detecta produsii rezultati in
urma degradarii carbapenemului.

Testul CarbaNP este un test biochimic ce poate detecta rapid activitatea de
carbapenemazd a tulpinilor de investigat. Principiul metodei are la bazd evidentierea
colorimetrica a acidifierii mediului in cazul hidrolizei imipenemului catre un derivat carboxilic
de catre o carbapenemaza. Testul prezinta caracteristici foarte bune si poate fi utilizat si direct
din produs patologic (hemoculturi). (11-13) Pe langa varianta in house au aparut si diferite
variante comerciale cum ar fi testele Rapidec CarbaNP, Rapid CARB Screen sau testul § Carba.

Ratele de hidroliza ale imipenemului ale acestor enzime sunt prea slabe pentru detectia
lor de catre CarbaNP, motiv pentru care autorii au optimizat testul, dezvoltandu-se astfel testul
CarbAcinetoNP. (14,15)

Testul Blue Carba este o altd adaptare a principiului testului CarbaNP. Principalele
modificari sunt absenta necesarului de B-PER II (fapt ce conduce la scaderea pretului per test)
si folosirea unui alt indicator de culoare (albastru de bromtimol 1n locul rosului de fenol).

Tehnologia MALDI-TOF MS (matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight
(MALDI-TOF) mass spectrometry (MS)) a fost utilizatd inca din anii ‘70 in domeniul
proteomicii. In ceea ce priveste investigarea mecanismului de rezistentd la carbapeneme,
spectrometria de masa poate inregistra o modificare de spectru a carbapenemelor sub efectul

carbapenemazelor.



2.4. Teste imunocromatografice simple si multiplex

Testele imunocromatografice permit evidentierea unei carbapenemaze (teste simple)
sau a mai multor carbapenemaze (teste multiplex) direct din culturd in maxim 15 minute.
Principiul acestor teste este detectia carbapenemazelor prin utilizarea unor anticorpi specifici

impotriva acestora.

2.5. Teste genotipice

Pornind de la PCR-ul clasic pana la metodele noi de secventiere ale genomului, testele
moleculare au largit cunostintele legate de structura si functiile bacteriene, inclusiv in domeniul
rezistentei la antibiotice. In cazul bacteriilor MDR, testele genotipice au fost utilizate drept
teste confirmatorii, fiind considerate standardul de aur al detectiei unor gene de rezistenta. Cu
toate acestea, necesitd un echipament costisitor frecvent rezervat laboratoarelor specializate si
nu permit decat detectia genelor cunoscute.

Single end-point PCR este o tehnicd de Polymerase Chain Reaction (PCR) care urméareste
o singura tintd moleculara si este baza de la care au pornit metodele moleculare utilizate pentru
diagnosticul si studiile epidemiologice ale genelor de rezistenta la antibiotice. Multiplex end-
point PCR este o tehnica care are la baza acelasi principiu ca single end-point PCR dar
utilizeaza mai multi primeri simultan, permitand astfel amplificarea unor tinte diferite in cadrul
aceleiasi reactii. Intre metodele vechi de secventiere se numard metoda Maxam-Gilbert si
Sanger. Intre metodele noi de secventiere se numari piroseventierea, sistemul SOLiD® care
incep sa fie abandonate in favoarea platformelor Illumina, IonTorrent® , sistemele PacBio®

si Nanopore®.

3. Ipoteza de lucru si obiectivele generale

Metodologia de baza implicd incubarea tulpinii de interes cu o cantitate fixa de
carbapenem timp de jumatate de ord sau o ora intr-un tub Eppendorf, centrifugarea tubului
urmatd de colectarea supernatantului si adaugarea acestuia peste un inocul adus la o anumita
turbiditate dintr-o tulpind martor extrem de sensibila de Escherichia coli (ATCC 25922). Testul
cuantifica productia de carbapenemaze in functie de dezvoltarea tulpinii martor peste care a
fost adaugat mediu care contine sau nu carbapenem incd activ. Dacd tulpina martor se poate
dezvolta fara probleme, mediul in care a avut loc incubatia initiala nu mai are urme de antibiotic

deoarece a fost hidrolizat de citre tulpina de interes. In schimb, cresterea neinhibati a tulpinii



martor este un indiciu cd rezistenta la carbapeneme a aparut prin alte mecanisme decat
productia de carbapenemaze.

Obiectivele studiului au fost dezvoltarea acestui nou test fenotipic de confirmare a
productiei de carbapenemaze a membrilor genului Enterobacterales si evaluarea
caracteristicilor sale operationale dar si optimizarea acestuia pentru bacilii Gram-negativi
nefermentativi (Pseuodmonas aeruginosa si Acinetobacter baumannii) si pentru bacilii Gram-
negativi ce produc o cefalosporinaza cromozomiald inductibild tip AmpC. Dezvoltarea unui
test rapid dar si ieftin poate ajuta la detectia rapida a microorganismelor producatoare de
carbapenemaze, ajutand astfel la implementarea unor metode de limitare a raspandirii acestora
dar si la adaptarea terapiei.

Un alt obiectiv al prezentei teze este efectuarea unui studiu epidemiologic prospectiv,
generator de cunostinte asupra ecologiei productiei de carbapenemaze la microorganisme de
interes medical, prin evaluarea a cel putin 200 de tulpini rezistente la carbapeneme din
Romania. In mod specific, studiul include evaluarea prospectiva a profilului de susceptibilitate
la antibiotice a izolatelor rezistente la carbapeneme obtinute de la doi parteneri clinici In
perioada 2016 - 2019 si validarea in conditii de practica clinica reald a testului de confirmare
fenotipica (rCIM) pe un lot de microorganisme rezistente la carbapeneme circulante in
Romania. De asemenea, un alt obiectiv a fost crearea unei baze proprii de tulpini producatoare
de carbapenemaze bine-caracterizate, fapt ce permite dezvoltari viitoare Tn domeniul detectiei
carbapenemazelor si a rezistentei la antibiotice dar si oportunitati de dezvoltare a

invatamantului romanesc 1n acest domeniu critic.

4. Dezvoltarea si evaluarea testului rCIM

4.1. Introducere

Ipoteza de lucru a pornit de la studiile de microcalorimetrie realizate de dr. Muntean et
al. In cadrul cercetarii sale de doctorat, am lansat ipoteza ca productia de carbapenemaze poate
fi detectata in mod similar, utilizdnd masurarea nefelometrica de aceasta data pentru urmarirea
cresterii unei tulpini bacteriene indicator in mediu lichid, in urma interactiunii tulpinii

bacteriene de interes cu carbapenem.



4.2. Material si metoda

Pentru validarea ipotezei de lucru am folosit 10 tulpini bine caracterizate ce prezentau
rezistentd la carbapeneme prin diferite mecanisme. Pentru stabilirea protocolului de lucru, am
incubat cantitati diferite de bacterie (o ansa versus doud anse de 10 puL din tulpina de interes)
cu un numdr diferit de discuri de meropenem (unul versus doud) dar si un inocul diferit al
tulpinii indicator (0,5 versus 1 McFarland).

Protocolul cu cea mai rapidd distinctie intre tulpinile producétoare versus tulpinile
neproducdtoare de carbapenemaze dar si cu cea mai buna performanta este redat in continuare.
Astfel, doud anse de 10 pL din tulpina de interes sunt incubate cu doud discuri de meropenem
intr-un mL de apa pura sterila timp de jumatate de orad. La finalul timpului de incubare, tubul
se centrifugheaza iar supernatantul este recuperat si adaugat peste 2,5 mL de inocul de 1
McFarland din tulpina indicator in mediu TSB. Tubul nefelometric ce contine tulpina indicator
si supernatantul se reincubeaza timp de doud ore. O crestere de peste 0.5 McFarland este
consideratd sugestiva pentru productia de carbapenemaze.

Pentru validarea restului, am realizat un studiu retrospectiv in care am testat 113 tulpini
de enterobacterii bine caracterizate din colectia Centrului National de Referintd pentru
Rezistenta la Antibiotice (CNR) din Paris, Franta. Acestea au inclus 85 de tulpini producatoare
de carbapenemaze si 28 ne-producitoare de carbapenemaze. Intre tulpinile de enterobacterii
producatoare de carbapenemaze, am inclus 19 tulpini producatoare de enzime de clasa A (10
KPC, 3 IMI, 2 GES, 1 FRI-1, 2 SME si 1 NmcA), 27 de clasa B (12 NDM, 8 VIM, 6 IMP si 1
GIM) si 39 de clasda D (17 OXA-48 si 22 de variante OXA-48-like, inclusiv enzime cu
capacitate slaba de hidrolizd cum sunt OXA-181 si OXA-244). Toate tulpinile au fost repicate
din criotuburi stocate la —80 °C pe mediul UriSelectrm 4 (BioRad, Marne-la-Coquette, Franta)
la 37 °C pentru 24 de ore. Dupa validarea din cadrul studiului retrospectiv, am realizat si un
studiu prospectiv ce a inclus toate tulpinile primite pentru expertiza de catre CNR pe o perioada
de doua saptamani. Pentru a putea avea un reper real de comparatie in practica clinicd a
caracteristicilor testului rCIM, am efectuat in paralel testele CIM si CarbaNP.

Pentru a confirma acuratetea testului, au fost realizate testari triplicate pentru cate 10
tulpini producatoare de carbapenemaze din fiecare clasa Ambler si 10 tulpini neproducatoare
de carbapenemaze.

Rezultatele rCIM, CIM si CarbaNP au fost comparate cu cele obtinute folosind o metoda
in-house de secventiere tip PCR, folosita drept standard de aur. Genele carbapenemazelor tinta

au fost blaoxasiie, blaxecuie, blaxomike, blampaice, blanixe, blavimiie $1 blacesie. ADN-ul bacterian a



fost extras din colonii folosind kitul Ultraclean Microbial DNA Isolation Kit (MO BIO

Laboratories, Ozyme, Saint-Quentin, Franta), urmarind instructiunile producatorului.
Caracteristicile operationale ale testului (sensibilitate, specificitate, valoare predictiva

pozitiva si negativd) au fost calculate alaturi de intervalele de confidenta de 95% cu ajutorul

IR

fost comparate folosind testul McNemar’s y: test din pachetul de baza R.
4.3. Rezultate

In cadrul studiului pilot, s-a observat faptul ci la o ora jumate distinctia dintre tulpinile
producatoare si neproducdtoare de carbapenemaze este deja sesizabild, la doud ore aceasta fiind
evidenta.

In cazul studiului retrospectiv, in cazul a 82/85 de tulpini producitoare de
carbapenemaze, s-au inregistrat valori peste pragul de 0.5 McFarland la 1.5 ore. Singurele
tulpini care nu au condus la o crestere de peste 1 McFarland au fost 3 tulpini de E. coli OXA-
244 si o tulpind producdtoare de IMI-2. O tulpind de E. cloacae hiperproducdtoare de
cefalosporinaza a testat pozitiv initial iar apoi negativ de doua ori. Astfel, sensibilitatea testului
rCIM a fost de 99% (95% CI 94%—-100%) iar specificitatea de 100% (95% CI 88%—100%),
utilizand cut-off-ul de 0.5 unitdti McFarland la 2 ore.

Cele 101 de tulpini incluse in studiul prospectiv au cuprins carbapenemaze (45 OXA-48-
like, 10 NDM-like, 5 VIM-like, 2 KPC-like si 2 enzime IMI-like), 15 cefalosporinaze
hiperproduse, 12 ESBL-uri, 4 cefalosporinaze hiperproduse + ESBL iar alte 6 au avut alte
mecanisme non-enzimatice de rezistenta la carbapaneme. Dupd secventierea intregului genom
bacterian (whole genome sequencing, WGS), cele doua tulpini de E. asburiae producatoare de
enzime IMI-like au fost identificate drept aceeasi tulpind, contindnd o noud varianta enzimatica
a carbapenemazei IMI, motiv pentru care a fost numaratd o singurd data in cadrul studiului.
Aceasta enzima a fost inregistrata In GenBank sub numele de IMI-17.

Folosind acelasi cut-off din studiul retrospectiv, sensibilitatea testului rCIM a fost de
98% (95% CI 89%-99%) iar specificitatea de 95%. Doud tulpini de E. cloacae
hiperproducatoare de cefalosporinaza au prezentat rezultate fals-pozitive in timp ce tulpina de
E. asburiae producatoare a noii variante a enzimei IMI, a dat un rezultat fals negativ.

Rezultatele globale sunt prezentate in Figura 4.1.



Carbapenemase

Producer
Nonproducer

Subtracted McFarland Index

—

15 2
Time (hours)

Eo
E.Q..

Figura 4.1. Experienta globala cu testul rCIM. Grafic tip box and whiskers ce arata
experienta globala cu testul rCIM (n=213). Rezultate prezentate pentru incubarea tulpinii
indicator pentru 1.5 si 2 ore. Tulpinile producatoare si ne-producétoare de carbapenemaze sunt
prezentate in paralel pentru fiecare masuratoare in timp. Zona gri marcatd intre 0.5 si 1
McFarland reprezintd o zond de incertitudine ce necesitd teste suplimentare. Punctele
reprezinta valori aflate in afara mediei. Patratele subliniaza noua variantd producatoare de IMI
cand este testata direct de pe un mediu cromogen. Triunghiurile hasurate reprezintd reultatele
obtinute de noua varianta IMI ce exprima un rezultat rCIM pozitiv cand este testat de pe mediul

CarbaSmart.

Dacé dupa 2 ore de incubare, rezultatele corectate n functie de indicele McFarland de
baza se situeaza intre 0.5 si 1, se recomanda testarea suplimentara a tulpinilor prin metode de
imunocromatografie sau moleculare. Comparativ cu alte teste similare (CIM, mCIM etc.),
principalul avantaj al testului este timpul scurt pana la obtinerea rezultatelor (sub 3 ore). Acest
lucru 1l transforma intr-un bun candidat pentru testarea de rutind in cadrul laboratoarelor de

microbiologie medicala, rezultatul putand fi comunicat in aceeasi zi clinicianului.

4.5. Concluzii

Testul rCIM este o metoda cantitativa, cu un pret comparabil (<1$ per test) cu alte metode

similare (CIM, mCIM) si un timp de detectie comparabil cu cel al testului CarbaNP utilizat la

eqe ey



5. Optimizarea testului rCIM pentru detectia carbapenemazelor in

tulpini hiperproducatoare natural de cefalosporinaze

5.1. Introducere

O serie de bacili Gram-negativi apartinand complexului Enterobacter cloacae,
Citrobacter spp., Serratia spp., Morganella morganii sau Providencia spp. produc in mod
natural o beta-lactamaza inductibild codificatdi cromozomial de tip AmpC. In cazul
hiperexpresiei sale, spectrul de hidroliza se largeste iar fenotipic aceasta se poate confunda cu
productia de carbapenemaze. Enzimele de tip AmpC nu sunt inhibate de inhibitorii clasici de
beta-lactamaze (cum este, de exemplu, acidul clavulanic) ci de alti compusi cum sunt

cloxacilina sau acidul 3-aminofenilboronic. (7)
5.2. Material si metoda

Optimizarea testului a constat in aditia de cloxacilina aldturi de meropenem in cadrul
perioadei initiale de incubare. Dupd incubare si centrifugare, supernatantul obtinut a fost
adaugat peste o tulpina sensibild de E. coli (ATCC 25922) adusa la un indice McFarland de 1.
Cresterea bacterianad a fost evaluata in dinamica, nefelometric, la 1.5 si 2 ore. Pentru validarea
rezultatelor au fost folosite un control pozitiv (K. pneumoniae ATCC BAA-1705) si negativ
(K. pneumoniae ATCC BAA-1706).

Caracteristicile operationale ale testului (sensibilitate, specificitate, valoare predictiva
pozitivd si negativa) au fost calculate aldturi de intervalele de confidenta 95%, folosind
programul R v 4.0.2. si epiR v 2.0-19.

Rezultatele ce prezentau discrepante intre caracterizarea deja existentd si rezultatele
testului rCIM-A au fost caracterizate suplimentar prin WGS folosind un ADN library pregatit
cu ajutorul kitului Nextera XT (Illumina, Paris, Franta) si ulterior rulat pe sistemul automat
NextSeq500 (Illumina).

Optimizarea s-a realizat pe patru seturi diferite de tulpini: 48 de tulpini bine
caracterizate, producdtoare de AmpC si reprezentative pentru fiecare dintre cele 13 clustere
ale complexului Enterobacter cloacae provenite dintr-o colectie a spitalului din Caen (dintre
care 15 hiperproducatoare de AmpC si una producatoare de OXA-204), oferita de citre
domnul profesor F. Guérin, 82 de tulpini de Enterobacter spp. provenite de la CNR (dintre

care 32 de tulpini producatoare de carbapenemaze), 52 de enterobacterii de grup 3, dintre care



27 producatoare de carbapenemaze provenite de la CNR si alte 67 de tulpini de enterobacterii

care nu apartineau grupului 3, dintre care 48 producatoare de carbapenemaze.
5.3. Rezultate

Pentru tulpinile din Caen, protocolul standard de rCIM a avut o specificitate de 91.49%
(95% CI1:79.62%-97.63%). Testul rCIM a prezentat patru rezultate fals pozitive: doua tulpini
cu rezultat CarbaNP nedeterminat si doud alte tulpini din clusterele IV si V. Adaugarea de
cloxacilina (400 pL/mL) creste specificitatea testului rCIM-A la 100% (95% CI: 92.45%—
100%). Ambele protocoale rCIM au putut identifica prezenta enzimei OXA-204.

Pentru tulpinile de Enterobacter spp. de la CNR, testul rCIM a prezentat o sensibilitate
si o specificitate de 84.38% (95% CI: 67.21%-94.72%) si, respectiv, 62% (95% CI: 47.17%—
CI: 63.56%-92.79%) dar o imbunatatire evidenta a specificitatii (98% cu 95% CI: 89.35%—
99.95%). Nici testul rCIM si nici testul rCIM-A nu au reusit sd identifice o serie de tulpini
producatoare de IMI (IMI-6, IMI-13 si 2 tulpini de IMI-17). Studiul a inclus si 10 tulpini de E.
kobei ST125 producatoare a enzimei codificate cromozomial, ACT-28. Testul rCIM-A a
identificat corect lipsa activitatii de carbapenemaza pentru toate tulpinile evaluate.

Pentru enterobacteriile de grup 3 de la CNR, testul rCIM a prezentat o sensibilitate si o
specificitate de 92.59% (95% CI: 75.71%-99.09%) si, respectiv, 84% (95% CI: 63.92%—
CI: 70.84%—-97.65%) dar o specificitate de 100% (95% CI: 86.28%—100%). O tulpina de M.
morganii producatoare de NDM-1 a avut un rezultat pozitiv al testului rCIM dar s-a negativat
in urma adaugarii de cloxacilind (400 pg/mL). In mod similar, o alti tulpina de M. morganii
producdtoare de NDM a prezentat rezultate negative ale testelor rCIM si un rezultat
nedeterminat al testului CarbaNP. In ambele cazuri, realizarea testului rCIM-A cu colonii
recoltate de pe medii ce contin carbapeneme (CarbaSmart), de pe mediul UriSelect™4 sau
direct de pe antibiograma (din jurul discului de meropenem) a prezentat rezultate pozitive,
probabil datoritd inductiei. De asemenea, o tulpind de Citrobacter freundii producatoare de
LMB-1 a testat negativa in ambele teste rCIM dar s-a pozitivat daca a fost recoltata din
cresterea de langd discul de imipenem.

In ceea ce priveste testarea altor enterobacterii din afara grupului 3, sensibilitatea si
specificitatea pentru testele rCIM si rCIM-A au fost de 83.33% (95% CI: 69.78%—92.52%) si
100% (95% CI: 82.35%—-100%). Testul rCIM-A a putut identifica corect enzimele OXA-162,



OXA-181, OXA-204 s1i OXA-232. Niciunul dintre testele rCIM nu au putut identifica in mod

corect tulpinile de Proteus mirabilis producatoare de OXA-23 (n=10).
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Figura 5.1. Grafic ce prezintd rezultatele generale pentru rCIM (0 pg/mL Cloxacilind)

si protocolul modificat (400 pg/mL Cloxacilind). Rezultatele sunt prezentate ca masuratori

nefelometrice, corectand pentru indicele McFarland bazal. Rezultatele sunt prezentate unul

langa altul, indicand masuratorile la 1.5 si 2 ore. O linie orizontala intrerupta marcheaza cut-

5.4. Discutii

off-ul de 0.5 McFarland.

Principala limita a testului rCIM-A este necesarul de cloxacilind. Cu toate acestea, in

locul cloxacilinei pure poate fi folositd pudra de cloxacilind utilizatd pentru tratamentele

injectabile.

5.5. Concluzii

Deoarece cloxacilina permite inhibarea eficienta a enzimelor de tip AmpC, specificitatea

testului rCIM creste la utilizarea acesteia. Astfel, testul rCIM-A este o metoda rapida, ieftina

si simpld ce poate fi usor implementatd in laboratoare cu resurse limitate pentru detectia

carbapenemazelor 1n toate tulpinile de enterobacterii, inclusiv cele producédtoare de AmpC.



6. Optimizarea testului rCIM pentru detectia carbapenemazelor la

bacili Gram-negativi ne-fermentativi

6.1. Introducere

Atat Pseudomonas aeruginosa cat si Acinetobacter baumannii sunt germeni ce prezinta
rezistenta intrinseca fatd de un numar mare de molecule datorata pe de o parte impermeabilitatii
acestora (mutatii de porine, sisteme de eflux) cit si productiei unei cefalosporinaze
cromozomiale de tip AmpC.(1) Cel mai frecvent mecanism de rezistentd la carbapeneme
intalnit la Pseudomonas aeruginosa este deficienta porinei OprD in timp ce la Acinetobacter
baumannii este productia de carbapenemaze(16—18).

Deoarece caracteristicile testului rCIM clasic in cazul BGN-NF erau nesatisfacitoare,
acesta a fost optimizat pentru a putea detecta mai fiabil productia de carbapenemaze si in cazul
acestor patogeni. Astfel, testul rCIM pentru BGN-NF (rCIM-NF) permite detectia productiei
de carbapnemeaze in mai putin de 4 ore.

6.2. Material si metoda

In mod similar studiilor preliminare pentru enterobacterii, pentru a stabili protocolul care
sa ofere cele mai bune performante ale testului in cazul BGN-NF, au fost alese 20 de tulpini de
P. aeruginosa si 20 de tulpini de 4. baumannii rezistente la carbapeneme, cuprinzand atat
tulpini producétoare de carbapenemaze cat si tulpini rezistente prin alte mecanisme. Acestea
au fost testate Tn mai multe conditii. Astfel, pornind de la structura de baza a testului rCIM au
fost evaluate diferite perioade de incubare initialda (intre 30 de minute si 2 ore), diferite
carbapeneme (meropenem si imipenem) dar si concentratii diferite de carbapenem (un disc
versus doua discuri de antibiotic). Datoritd productiei intrinseci de AmpC a BGN-NF, in urma
experientei pozitive cu testul rCIM-A, a fost evaluata si aditia de cloxacilina (suspensie de 400
- 4000 pg/mL). De asemenea, pentru a creste sensibilitatea detectiei tulpinilor de clasd B, s-a
incercat addugarea de sulfat de zinc in primul pas de lucru.

Pentru evaluarea testului rCIM-NF au fost testate in total 169 de tulpini bacteriene (103
Pseudomonas spp., 65 A. baumannii $i un A. junii). Dintre tulpinile de Pseudomonas spp.
testate, 72 erau producdtoare de carbapenemaze in timp ce dintre cele de Acinetobacter spp.,
51 de tulpini au fost producatoare de carbapenemaze.

Detectia moleculara si analiza statistica s-a realizat in mod similar metodelor descrise in

capitolele anterioare.



6.3. Rezultate

In urma evaluarii initiale a fost ales timpul optim de incubare (1 ora), a fost ales discul
de carbapenem cu cele mai bune performante (imipenem) si au fost addugate solutii de
cloxacilina (4000 pg/mL) si ZnSO4 (0.1 mM).

In cazul tulpinilor de Pseudomonas aeruginosa, utilizand acest protocol, au fost obtinute
4 rezultate fals negative si 2 rezultate fals pozitive, in ciuda utilizédrii de cloxacilind. Cele 4
rezultate fals negative au inclus 2 tulpini producdtoare de GES-2, o tulpina producatoare de
GIM-1 si o tulpini producitoare de IMP-13. Intre tulpinile fals-pozitive, o tulpini era
producatoare de OXA-21 in timp ce cealaltd a fost secventiata. Fisierul FASTA a fost evaluat
cu ajutorul softului ResMiner care poate identifica beta-lactamaze naturale, codificate
cromozomial. Acesta a identificat productia de AmpC si de OXA-396, o varianta de OXA-50.
In urma incubdrii de o ord a tulpinilor de Pseudomonas spp., testul rCIM a prezentat o
sensibilitate de 90% (95% CI = [76-97%]) si o specificitate de 100% (95% CI = [69-100%)]).

In ceea ce priveste tulpinile de Acinetobacter spp., au fost 3 rezultate fals-negative. Intre
tulpinile fals-negative s-au numadrat o tulpina producatoare de ISAbal-OXA-51 + SHV-50, un
OXA-64 + AmpC + SHV, un OXA-77 + AmpC. Acestea au fost investigate ulterior prin PCR
si secventiere. Metodele moleculare au confirmat prezenta enzimelor OXA-51, OXA-66 si
OXA-77. De asemenea, In urma testarii, au fost identificate trei tulpini potential fals-pozitive:
una producatoare de GES-12, una producatoare de SHV-5 si una co-producatoare de FAV-1 si
PER-2. Tulpinile au fost trimise pentru secventierea intregului genom. Fisierul FASTA a fost
analizat cu ajutorul programului ResMiner care a identificat faptul ca tulpina producatoare de
GES-12 co-producea OXA-82, cea producdtoare de SHV-5 co-producea OXA-113 si OXA-
396 in timp ce ultima tulpind co-producea OXA-58. Pentru tulpinile de Acinetobacter spp.,
testul rCIM a prezentat o sensibilitate de 94% [84 - 99%] si o specificitate de 100% (95% CI=
[78-100%]).

Rezultatele globale sunt prezentate in Figura 6.1.
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Figura 6.1. Dinamica generala a cresterii tulpinii indicator E. coli in testul rCIM-
NF pentru tulpinile de Pseudomonas spp. si Acinetobacter spp. Grafic de tip box and
whiskers ce aratd rezultatele cresterii tulpinii indicator E. coli ATCC 25922 pentru tulpinile
de BGN-NF (n=103). Masuratorile au fost realizate la o ora jumate si doud ore dupa
addugarea supernatantului peste tulpina indicator. Tulpinile producatoare si ne-producatoare
de carbapenemaze sunt prezentate in paralel pentru fiecare masuratoare in timp. Rezultatele
reprezinta cresterea tulpinii indicator corectata in functie de indicele McFarland bazal si sunt
exprimate in unitati McFarland. Punctele reprezinta valori aflate Tn afara mediei. O linie
orizontala a fost utilizata pentru a marca valoarea aleasa a cut-off-ului de 0.5 McFarland
6.4 Discutii
In cadrul experimentelor initiale pentru testul rCIM-NF, cele mai bune performante au
fost obtinute utilizdnd imipenem in locul meropenemului. Acest lucru a fost descris si in cadrul
altor studii.(19,20)
6.5 Concluzii
Testul rCIM-NF este un test cantitativ, ieftin si cu performante aparent mai bune

comparativ cu alte teste fenotipice pentru detectia productiei de carbapenemaze la BGN-NF.



7. Utilizarea testului rCIM intr-un spital clinic din Romania - studiu

pilot

7.1. Introducere

In Romania, studiile privind ecologia rezistentei la antibiotice sunt foarte limitate. Prima
raportare a unor enterobacterii producatoare de carbapenemaze in Romania a avut loc in anul
2013, prin publicarea unui studiu ce a avut loc in perioada 2010-2012 in Targu Mures (21). In
cazul microorganismelor non-fermentative, in anul 2011 sunt descrise primele tulpini de
Acinetobacter baumannii producatoare de OXA-23 si OXA-58 (22) colectate in perioada
2009-2010 in Timisoara iar in anul 2015 apare primul studiu care atestd productia de VIM-2 in
cazul unor tulpini de Pseudomonas aeruginosa izolate din doud spitale din Bucuresti in
perioada 2011-2012. (23)

Scopul acestui capitol a fost de a contribui cu mai multe date epidemiologice referitoare
la microorganismele producétoare de carbapenemaze de la noi din tard si de a valida testul

rCIM 1in conditii de practica clinica reala.

7.2. Materiale si metoda

In perioada Tulie 2018 - Tulie 2019, s-a efectuat o evaluare a tuturor tulpinilor izolate de
laboratorul de Microbiologie al Spitalului Clinic “Prof. Dr. Theodor Burghele”. Tulpinile
trimise pentru investigare in cadrul prezentului studiu au fost re-evaluate utilizdnd MALDI-
ToF-MS.

Tulpinile purificate, au fost supuse unui screening folosind un set de 7 antibiotice pentru
depistarea producatorilor de carbapenemaza: Ticarcilina, Cefoxitin, Aztreonam, Cefotaxim,
Ceftazidim, Ticarcilina-Clavulanat (folosit la distantd de 20 mm pentru identificarea tulpinilor
producatoare de BLSE, eventual atunci cand existd sinergie cu alte mecanisme care pot
conduce la rezistentd). Antibiograma de screening a fost efectuata atat pe placa cu Mueller
Hinton cét si cu MH cu adaos de Cloxacilina (250 mg/L), pentru inactivarea cefalosporinazelor
de tip AmpC.

Antibiograma extinsd a cuprins un set de 32 de antibiotice, atit din clasa beta-
lactaminelor, cat si o serie de antibiotice (din clasa chinolonelor, aminoglicozidelor, etc).
Aceasta antibiograma extinsa s-a efectuat pentru lectura fenotipica si evaluarea antibioticelor

ce pot fi folosite pentru tratarea infectiilor cu tulpinile producatoare de carbapenemaze.



In urma screeningului initial prin antibiograma si mediu MH suplimentat cu cloxacilina,
tulpinile suspecte pentru productia de carbapenemaze au fost investigate prin testul CarbaNP,
testul rCIM si prin metode imunocromatografice. Tulpinile rezistente la carbapeneme, inalt
sugestive pentru productia de carbapenemaze dar cu test imunocromatografic negativ, se afla
in curs de investigare prin WGS.

Tulpinile au fost stocate pe termen indelungat intr-un ultracongelator la -80 °C pentru
studii ulterioare si pentru realizarea unei colectii personale/institutionale de tulpini bine

caracterizate producatoare de carbapenemaze.
7.3. Rezultate

In perioada mentionati au fost evaluate 288 de tulpini de bacili Gram negativi, cu
rezistentd la cefalosporine de generatia a 3-a si/sau care prezentau criterii de screening pentru
productia de carbapenemaze, conform ghidului EUCAST.

Diferentele intre metodele clasice de identificare bacteriana si cele de noua generatie au
fost substantiale. In mod particular, tulpinile de Enterobacter cloacae nu sunt detectate prin
metode conventionale, fiind In mod repetat identificate gresit drept tulpini de Klebsiella
pneumoniae.

Din cele 290 tulpini de Enterobacterales incluse pentru screening, 98 au fost investigate
suplimentar prin antibiograma difuzimetrica extinsa. Toate cele 98 tulpini au fost evaluate
suplimentar prin CarbaNP si rCIM. Din cele 98 tulpini investigate prin rCIM, 70 au avut un
rezultat pozitiv si au fost investigate ulterior prin imunocromatografie. Rezultatele testelor

imunocromatografice sunt prezentate in Figura 7.1.
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Figura 7.1. Rezultatul testelor imunocromatografice, in functie de diametrul de inhibitie
a carbapenemelor a tulpinilor evaluate suplimentar pentru enterobacterii.

Screening-ul tulpinilor de BGN-NF s-a realizat doar prin antibiograma difuzimetrica
standardizatd. Deoarece BGN-NF prezinta rezistenta naturald fatd de ertapenem, s-a realizat
doar evaluarea imipenemului si a meropenemului.

Din 70 tulpini de Pseudomonas spp. identificate, 54 au fost investigate suplimentar prin
CarbaNP si rCIM. In cadrul evaludrii prin rCIM, 15 tulpini au fost identificate drept
producdtoare de carbapenemaze si 39 drept ne-producdtoare de carbapenemaze. Cele 15 de
tulpini cu un rezultat pozitiv al testului rCIM, au fost investigate ulterior si prin
imunocromatografie. Marea majoritate a tulpinilor investigate au prezentat rezultate negative,
in ciuda unui in ciuda unui rezultat pozitiv al testelor CarbaNP sau rCIM (n=9). Acestea sunt
in curs de investigatie prin WGS. Dintre tulpinile producétoare de carbapenemaze, 5 erau
producatoare de enzime de tip VIM si o tulpina era producatoare de NDM. De asemenea, o
parte din tulpinile investigate imunocromatografic nu au prezentat carbapenemaze in ciuda

unui diametru mic al carbapenemelor.
7.4 Discutii

Tulpinile investigate in acest studiu au fost colectate, caracterizate si vor putea servi

pentru dezvoltarea unor teste ulterioare sau in cadrul altor studii.
7.5 Concluzii

Testul rCIM poate fi utilizat cu succes in laboratoarele de microbiologie clinica din tara
fiind un test ieftin, usor de realizat, ce nu necesitd personal specializat sau aparatura
suplimentara. Performantele sale sunt comparabile cu testul fenotipic utilizat la ora actuala ca

metoda de referinta, CarbaNP.

Concluzii si contributii personale

1. Concluzii

Obiectivele cercetarii stiintifice au fost atinse intrucat:
e au fost elaborate, In etape, mai multe protocoale de lucru care permit:

- detectia productiei de carbapenemaze la enterobacterii



- detectia productiei de carbapenemaze la enterobacterii natural producatoare de
AmpC
- detectia productiei de carbapenemaze la BGN-NF

e a fost realizat un studiu epidemiologic prospectiv in colaborare cu un partener clinic

(Spitalul Clinic ,,Prof. Dr. Theodor Burghele™)

2. Contributii proprii

Teza prezinta o serie de studii care au abordat problema productiei de carbapenemaze

la diferite microorganisme.

Studiile au condus la:

doud publicatii in reviste cu factor de impact peste 5 (date prezentate in capitolele 4 si
5)

diseminarea informatiei in cadrul participarii la congrese nationale si internationale
realizarea unei colectii de tulpini rezistente la carbapeneme, bine-caracterizate din
Romania

formarea unui nucleu de cercetare a carbapenemazelor in Institutul Cantacuzino

stabilirea unei legaturi si continuarea colabordrii cu parteneri din Franta
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