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Introducere

Rezistenta la antibiotice, inclusiv la cele beta-lactam apare de obicei in 2-3 ani de la
introducerea acelui antibiotic in utilizarea clinica. (Hall BG, 2004) Primul carbapenem
lansat pe piata a fost imipenem (1985, Merck), urmat de meropenem (1996, AstraZeneca)
si ertapenem (2005 Merck) (Oelschlaeger P, 2010), iar doripenemul in 2005 (Shionogi Co.
si Johnson & Johnson), fiind aprobat de FDA (Food and Drug Administration, Statele
Unite ale Americii, SUA) in 2007. (Song JH, 2008)

Desi cea mai mare cantitate de antibiotic se utilizeaza In comunitate, concentratia cea
mai ridicata a utilizarii per pacient este in spitale, acesta fiind motivul pentru care patogenii
intraspitalicesti tind sa fie mai rezistenti. (French GL, 2010)

Intrucat infectiile produse de patogenii rezistenti la antibiotice sunt asociate cu
morbiditate si mortalitate mai mare decét cele produse de patogenii sensibili, impactul
global al cresterii rezistentei reprezinta o ingrijorare la nivel mondial. (Isturiz R, 2008)

Carbapenemele sunt antimicrobiene importante in tratarea infectiilor nosocomiale
adesea amenintatoare de viatd, cum sunt la pacientii care au suferit operatii de transplant,
cei spitalizati In unitati de terapie intensivd si chirurgie, iar emergenta rezistentei la
carbapeneme pune in pericol chiar dezvoltarea tehnicilor moderne in medicina. (Nordmann
P, 2012a) “Edificiul medicinei moderne depinde de abilitatea de a trata infectiile. Daca
aceasta abilitate este pierduta datorita rezistentei la antibiotice a microorganismelor, acest
edificiu — de la transplant la tratamente anticanceroase, imunosupresive, la medicina de
terapie intensiva — devine instabil si va ceda”. (Livermore D. , 2012)

Emergenta carbapenemazelor la Enterobacteriaceae este, spune Livermore in 2012,
ingrijoratoare din doua motive: sunt patogeni mai frecventi ca non-fermentativii si tipurile
de enzime sunt foarte diverse, fapt care complica recunoasterea lor, tratamentul si
raspunsul la acesta.

in studiul TEST (Tigecycline Evaluation and Surveillance Trial) derulat in perioada
1anuarie 2004 — august 2006 in bazinul Asia/Pacific, America de Nord si de Sud si Europa
au fost testate la antibiotice tulpinile izolate din infectii asociate ingrijirilor medicale. Cel
mai activ antimicrobian, cu peste 99% sensibilitate In fiecare regiune a fost imipenemul;
deasemenea, acesta impreuna cu tigeciclina au fost cei mai activi pe tulpinile de Klebsiella
pneumoniae producatoare de ESBL. Rezistenta la carbapeneme a Klebsiella pneumoniae a
ramas scazutd pana la izbucnirile epidemice din cateva spitale din New York in 2003, cand

au fost implicate tulpini multirezistente producatoare de KPC, pentru care au fost eficiente



tigeciclina si polimixina B/rifampicina. In studiul TEST nu a fost detectati cu rezistent la
carbapeneme nici o tulpina de Escherichia coli. (Reinert RR, 2007)

Emergenta rezistentei la carbapeneme la Enterobacteriaceae este ingrijoratoare
pentru ca poate fi asociata cu rezistenta la multe antibiotice beta-lactam si non-beta-lactam,
aceasta determinand limitarea regimurilor terapeutice eficiente. (Isturiz R, 2008)

Desi tulpinile de Enterobacteriaceae producétoare de carbapenemaze in anii 2009
erau incd in numar redus, este foarte probabil ca acestea sd fi fost mult subestimate,
intrucat nu existau scheme active de supraveghere a acestora. (Wilcox MH, 2009)

Adaptabilitatea genetici confera bacteriilor un avantaj imens fatd de omenire. In
2010 Walsh preciza ca incd avem lipsuri in intelegerea in detaliu a modului in care, si de ce
bacteriile impartisesc informatia genetica si prin urmare, achizitioneaza si exprima genele
care codificd producerea de carbapenemaze. Carbapenemazele achizitionate cu ajutorul
elementelor genetice mobile sunt frecvent asociate cu rezistenta la nivelul tulpinilor
patogene, iar cele care sunt exprimate in mod natural de o specie bacteriand sunt irelevante
din punct de vedere clinic, cu exceptia unor circumstante exceptionale. (Walsh TR, 2010)

In anul 2009 Gould spunea ci sunt pierdute zilele in care toti doctorii “puteau
prescrie ce doreau, cand doreau”, deoarece microorganismele se adapteaza si vor domina
cele rezistente, mentinand pe loc dezvoltdrile din medicina modernd. (Gould IM, 2009)
Inca din 1945, Alexander Fleming atrdgea atentia asupra faptului ci “va veni timpul cand
penicilina va putea fi achizitionatd de oricine din magazin si atunci va apare pericolul ca
oamenii ignoranti sd-si subdozeze tratamentul si sd-si expund microorganismele la doze
neletale de antibiotic, facandu-le rezistente”. (Fleming A, 1964) Dupa 65 de ani, in 2010,
Ian Gould mentioneaza ca antibioticele beta-lactam cu spectru extins si chinolonele, dupa
piederea patentului, vor fi consumate in numdr mai mare, consum stimulat de cresterea
numadrului de fabrici care produc mai ieftin. Aceastd crestere a consumului va fi in zonele
cu ingrijiri de sanatate si igiend foarte slabe, determinand cresterea emergentei si
transmiterii a noi determinanti de rezistentd. (Gould I.M, 2010) Aparitia Klebsiella
pneumoniae producdtoare de KPC in SUA (New York, 2003) si a Klebsiella pneumoniae
producatoare de NDM in Suedia (la un pacient transferat din New Delhi, India, 2008) ar
putea fi doua exemple care sd ilustreze previziunile lui Fleming si Gould. Aceste doua
carbapenemaze sunt notabile printre carbapenemazele de la Enterobacteriaceae intrucat
conferd rezistentd de nivel inalt la carbapeneme si genele care codificd producerea
enzimelor sunt cel mai frecvent situate pe plasmide si s-au raspandit intre diferitele specii

de Enterobacteriaceae peste tot in lume. (Wang J-T, 2015)



Emergenta in ultima decada a rezistentei la carbapeneme la bacilii Gram negativi
incluzand Enterobacteriaceae, Pseudomonas spp. si Acinetobacter spp., a devenit o criza
majord de sandtate publicad la nivel mondial datorita raspandirii rapide a acesteia si lipsei
dezvoltarii unor noi antibiotice. (Diene & Rolain, 2014) Cea mai recenta si ingrijoratoare
este cresterea rapida a OXA-48, 1n special la Klebsiella pneumoniae. Aceasta nu este o
carbapenemaza potenta si spre deosebire de alte carbapenemaze la Enterobacteriaceae, se
bazeaza pe alte mecanisme sinergistice pentru a media rezistenta la carbapeneme. (Walsh
TR, 2010) In acest moment este foarte probabil ca mecanisme de rezistenti cum ar fi
producerea de carbapenemaze sa fie nedetectate. Pentru o supraveghere corespunzatoare

este necesar sa se puna la punct teste standardizate de detectie. (Gould 1M, 2008)

Aceasta lucrare cuprinde 11 capitole. Capitolul 1 cuprinde notiuni generale despre
familia Enterobacteriaceae. Capitolul 2 descriec modalitatea de aparitic a rezistentei la
carbapeneme (prin producerea de carbapenemaze si prin alte mecanisme), capitolul 3
descrie epidemiologia celor mai importante (din punct de vedere medical) clase de
carbapenemaze abordand distributia, factorii de risc, originea si transmiterea acestora.
Capitolul 4 prezinta metodele curente de detectare a carbapenemazelor descrise in
literatura de specialitate (screening, teste fenotipice, teste genotipice). Capitolul 5 descrie
contributia carbapenemazelor la producerea de Enterobacteriaceae multirezistente la
antibiotice (a fost caracterizat rezistomul NDM-1 la Escherichia coli — Poirel L, 2011b;
termenul de mobilom a fost utilizat in 2016 la Enterobacteriaceacle producatoare de
carbapenemaze pentru a descrie continutul integral al elementului genetic mobil — He S,
2016). Capitolul 6 descrie optiunile terapeutice in cazul infectiilor cu enterobacterii
rezistente la carbapeneme. Capitolul 7 enuntd ipoteza de lucru si obiectivele lucrarii.
Capitolul 8 prezinta materialele si metodele utilizate in vederea atingerii obiectivelor
acestei lucrari. Capitolul 9 cuprinde rezultatele cercetarii, capitolul 10 prezinta discutiile

iar capitolul 11 concluziile si contributiile personale.



Ipoteza de lucru si obiectivele generale

Scopul cercetarii

Lucrarea isi propune sd evalueze prezenta si caracteristicile Enterobacteriaceaelor
producatoare de carbapenemaze si impactul lor asupra terapiei antibiotice a infectiilor
determinate de acestea in arealul deservit de Institutul National de Boli Infectioase “Prof.
Dr. Matei Bals”, institutie spitaliceascd cu 740 paturi, care dispune de sectii medicale
(adulti si copii) si sectii de terapie intensiva (adulti si copii). Deasemenea, in urma
consulturilor interdisciplinare se decide uneori evaluarea microbiologica de prelevate
clinice recoltate de la pacienti internati in alte spitale din Bucuresti, astfel incat putem
evalua prezenta/tipul carbapenemazelor la Enterobateriaceae si in alte spitale din Bucuresti

(fara a le putea preciza).

Obiective principale
Doua sunt obiectivele principale ale lucrarii:
1. Evaluarea incidentei carbapenemazelor aferente enterobacteriilor in determinarea
rezistentei la carbapeneme
2. Sensibilitatea la antibiotice a tulpinilor producatoare de carbapenemaze si optiuni
terapeutice

Obiective secundare
Obiectivele secundare sunt urmatoarele:

1. Care sunt tipurile de carbapenemaze in arealul nostru? Datele publicate din
Romania sunt putine iar unele publicatii externe sugereaza ca tarile balcanice
(printre care este inclusa si Romania) ar reprezenta a doua sursa de carbapenemaza
NDM, dupa India (Cantén R, 2012)

2. ldentificarea celei mai eficiente metode fenotipice de detectare a carbapenemazelor
la Enterobacteriaceae

3. Mecanismul rezistentei la colistin — prin gena mcr-1?

Materiale si metode
Studiul pentru cercetarea Enterobaceriaceaelor producatoare de carbapenemaze este
unul prospectiv, observational, longitudinal, realizat in Institutul National de Boli
Infectioase “Prof. Dr. Matei Bals” si Institutul de Virusologie ,,Stefan S. Nicolau” din

Bucuresti in perioada 01.01.2014 — 31.12.2015. Toate testele de determinare fenotipica a



producerii de carbapenemaza au fost realizate in laboratorul de Microbiologie al
Institutului National de Boli Infectioase “Prof. Dr. Matei Bals”, iar confirmarea
genotipica s-a realizat atat in laboratorul de Genetica al Institutului cat si in Institutul
de Virusologie ,,Stefan S. Nicolau”.

In studiu au fost incluse toate tulpinile de Enterobacteriaceae din perioada de
derulare a studiului (cate una per pacient) cu sensibilitate diminuata la unul sau mai multe
carbapeneme conform ghidului EUCAST (European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing, 2013) izolate din 01.01.2014 si pana in 31.12.2015 (total 212
tulpini).

Retrospectiv, s-au testat pentru prezenta genei mcr-1 toate tulpinile de
Entrobacteriaceae care aveau CMI la colistin >2 ug/ml (96 tulpini) impreuna cu colegii de
la Laboratorul de Bacteriologie al Spitalului de Boli Infectioase si Tropicale “Dr. Victor
Babes”, Bucuresti.

Izolarea si identificarea tulpinilor s-au realizat in conformitate cu procedurile
operationale de lucru ale Laboratorului de Microbiologie al Institutului National de Boli
Infectioase “Prof. Dr. Matei Bals”, utilizdndu-se medii de culturd bioMérieux (Franta) si
Oxoid (Marea Britanie). Identificarea bacteriilor s-a realizat in sistem automat MicroScan
WalkAway 96 Plus (Beckman Coulter Diagnostics, Brea — California, SUA) si MALDI
efectuat prin determinarea concentratiel minime inhibitorii in sistem automat MicroScan si
Sensititre AIM Automated Inoculation Delivery System (ThermoFisher Scientific, SUA).

Ulterior, la toate tulpinile incluse in studiu s-a determinat CMI la ertapenem prin
metoda Etest (bioMérieux, Marcy L’Etoile, Franta). Depistarea producerii de AmpC s-a
realizat utilizand testul gradientului AmpC (banda de Etest pentru depistarea AmpC -
bioM¢érieux, Franta - care contine la un capat cefotetan si la celalalt capat cefotetan +
cloxacilind). Confirmarea producerii de ESBL s-a realizat prin metoda testului singergiei
dublu disc. (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing, 2013)

Patru teste fenotipice au fost utilizate pentru a determina producerea de
carbapenemaza la Enterobacteriaceae. Testul Hodge modificat (Lee K, 2001) recomandat
de gidul american Clinical and Laboratory Standards Institute (2014) a fost unul dintre ele,
doua teste recomandate de European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing,
2013: combinatia de discuri (in acest studiu s-a utilizat trusa KPC, MBL and OXA-48
Confirm Kit® — Rosco Diagnostica, Taastrup, Danemarca) si testul enzimatic Carba NP (s-
a utilizat trusa Rapidec® Carba NP, bioMerieux, Franta). A mai fost utilizat un test
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imunocromatografic apirut pe piatd abia in 2015: OXA-48 K-Set®, Coris BioConcept —
Gembloux, Belgia, mentionat in ghidul European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (2017).

Pentru determinarea genelor care codifica producerea de carbapenemaze s-au utilizat
metodele PCR simplu cuplat cu electroforeza in gel (PFGE) — realizat la Institutul de
Virusologie Stefan S. Nicolau (detectare gene blaoxa-4s si blanom) si PCR multiplex —
realizat in Laboratorul de Genetica din cadrul Institutului National de Boli Infectioase
“Prof. Dr. Matei Bals” dupa metodologia expusa de Poirel si colaboratorii (Poirel L,
2011e) pentru detectare gene blaoxa-4s, blanom si blakec.

Dupa ce testele fenotipice si genotipice de determinare a producerii de
carbapenemaza s-au efectuat, la toate tulpinile producatoare de carbapenemazad s-a
determinat CMI la meropenem si imipenem prin aceeasi metoda (Etest).

Pentru toate tulpinile din studiu care au avut CMI la colistin >2 ug/ml prin
determinarea in sistem automat MicroScan sau Sensititre (dilutii in bulion), s-a determinat
CMI prin metoda Etest si genotipic, S-a cautat gena mcr-1 care codificd rezistenta la
colistin. ADN-ul bacterian a fost extras utilizind MasterPure Complete DNA and RNA
Purification Kit (Epiecentre, Illumina, SUA), iar prezenta genei mcr-1 a fost investigata
folosind Primer mcr-1 (Primerdesign Ltd, Marea Britanie) si LightScanner32 (Idaho
Technology Inc, SUA).

Rezultate

Lotul studiat

In perioada 1 ianuarie 2014 — 31 decembrie 2015 in Institutul National de Boli
Infectioase “Prof. Dr. Matei Bals” a fost izolat un numar de 4741 Enterobacteriaceae (4575
de la bolnavi si 166 de la purtatori). Numarul de tulpini incluse in studiu (sensibilitatea
diminuata la unul sau mai multe carbapeneme) a fost 212, dupa cum urmeaza: 179 izolate
din prelevate clinice de la bolnavii internati si 33 de la purtatori. Cea mai frecventa
bacterie a fost Klebsiella pneumoniae (176/212), urmata la distanta de Enterobacter
cloacae (12/212), Escherichia coli (11/212), Serratia marcescens (7/212), Citrobacter
freundii si Providencia stuartii (cate 2 tulpini), Enterobacter aerogenes si Morganella
morgannii (cate 1 tulpina).

Tulpinile bacteriene incluse in acest studiu (suspectate a fi producdtoare de

carbapenemaza) au fost izolate Tn numar semnificativ statistic mai mare din sputa si aspirat

11



bronsic (p<0,001), lichid de sonicare (p=0,015), cateter venos central (p=0,040) si tampon
rectal (p<0,001) comparativ cu alte prelevate clinice. Microorganismele au provenit in
proportie de 62,74% (133/212) de la persoanele internate in sectiile medicale de adulti ale
Institutului, urmate de cele izolate de la persoane internate in alte spitale (19,81%, 42/212)
si apoi de cele de la terapie intensiva adulti (14,62%, 31/212). Din sectia medicala copii au
fost incluse 2,36% (5/212) dintre tulpini si 0,47% (1/212) din sectia terapie copii.

Tulpinile de Enterobacteriaceae suspectate a fi producdtoare de carbapenemaza
izolate de la pacientii din sectia terapie intensiva adulti versus total Entrobacteriaceae
izolate in aceasta sectie au fost intr-un procent (8,35%, 31/371) mai mare decat de la cei
internati in alte sectii: medicald adulti (5%, 133/2660), alte spitale (3,52%, 42/1192),
terapie copii (1,54%, 1/65) si medicala copii (1,10%, 5/453).

Mediana varstei persoanelor de la care s-au recoltat prelevatele clinice a fost 64 ani
(2 zile, 94 ani). Cele mai multe tulpini (73,58%, 156/212) au fost izolate de la persoane cu

varsta de peste 50 de ani.

Testarea sensibilitaitii la antibiotice

Enterobacteriile suspectate a fi producatoare de carbapenemaza au o rezistentd
semnificativ statistic mult mai mare la toate antibioticele testate comparativ cu restul
Enterobacteriaceaelor (exemple: amoxicillina + acid clavulanic 100% versus 37,41%,
cefepim 96,23% versus 28,13%, ciprofloxacin 95,28% versus 34,31%, amikacind 42,45%
versus 11,03%, meropenem 46,7% versus 4,67%, colistin 39,62% versus 9,36%,
fosfomicina 44,81% versus 12,7%, tigeciclind 33,02% versus 8,6%).

La tulpinile incluse in studiu nu exista diferente semnificative intre tulpinile izolate
de la pacienti si cele de la purtdtori, in ceea ce priveste susceptibilitatea la antibiotice. Nu
existd diferente semnificative intre cei doi ani la tulpinile rezistente si intermediare la
antimicrobiene, cu exceptia carbapenemelor si colistinului. Tulpinile intermediare la
meropenem $i imipenem au crescut de la 5,68%, respectiv 13,64% in 2014 la 16,94%,
respectiv 34,68% 1in 2015 (scor Z=-2,4613, p=0,013, respectiv Z=-3,4439, p<0,001).
Deasemenea, tulpinile rezistente la meropenem au crescut de la 21,59% la 43,55% (scor
Z=-3,3154, p<0,001). Rezistenta la colistin a crescut intre 2014-2015 de la 29,55% la
45,97% (scor Z=-2,4139, p=0,015).

La toate tulpinile incluse in studiu (n=212) s-a determinat CMI la ertapenem prin

metoda Etest. Un numar de 6 de tulpini (2,83%) sunt sensibile, din punct de vedere clinic
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la ertapenem, dupa valoarea CMI determinata prin Etest (intre 0,125 si 0,5 pg/ml), desi

sistemul MicroScan le-a interpretat ca avand sensibilitatea diminuata (intermediare).

Depistarea mecanismelor de rezistenta: ESBL si AmpC
Majoritatea tulpinilor incluse in studiu sunt producatoare de ESBL (93,87%) si doar

4,72% dintre acestea sunt producatoare de AmpC.

Determinarea producerii de carbapenemaza la Enterobacteriaceae

Tulpinile de Enterobacteriaceae incluse in studiu sunt in procent de 63,20%
(134/212) produciatoare de carbapenemaza (genotipic). Dintre acestea, cel mai frecvent tip
de carbapenemaza este OXA-48 (71,64%), urmat de NDM (10,45%) si KPC (4,48%)
dintre carbapenemazele unice. Intr-un numar destul de mic de tulpini (18 din 134) au fost
depistate gene care codifica producerea a douda (OXA-48 + KPC, OXA-48 + NDM si KPC
+ NDM) sau chiar trei carbapenemaze (OXA-48 + KPC + NDM).

Din totalul Enterobacteriaceaelor izolate in perioada 2014-2015 in Institutul National
de Boli Infectioase “Prof. Dr. Matei Bals” de la bolnavi (n=4575), 2,51% au fost
producdtoare de carbapenemazd, iar de la purtatori (n=166) 11,45%, diferenta fiind
semnificativa statistic (scor Z= -6,8215, p<0,001). De la bolnavi, procentual, cele mai
multe Enterobacteriaceae producatoare de carbapenemaza au fost izolate de la nivelul
cateterului venos central (2/12, 16,67%), urmate de cele din sputd/ aspirat bronsic (17/114,
14,91%), lichid de ascita (2/18, 11,11%), secretie plaga (23/363, 3,58%), urina (123/2792,
2,61%) si sange (9/284, 2,11%).

Riscul ca o tulpina de Enterobacteriaceae dintre cele cu sensibilitatea diminuata la
unul sau mai multe carbapeneme sa fie producétoare de carbapenemaza este semnificativ
statistic mai mare la tulpinile izolate din sputd/ aspirat bronsic (scor Z=3,28, p<0,001)
comparativ cu cele izolate din alte prelevate clinice. Deasemenea, din totalul
enterobacteriilor izolate in perioada 2014-2015 din diverse prelevate clinice, tulpinile
producatoare de carbapenemaza au fost izolate indeosebi de la nivelul cateterului venos
central (scor Z=2,8637, p=0,004), din sputa/ aspirat bronsic (scor Z=7,7896, p<0,001),
lichid pleural (scor Z=2,0236, p=0,043), lichid de ascitd (scor Z=9,0959, p=0,035) si
tampon rectal (scor Z=6,145, p<0,001).

Procentual, dintre enterobacteriile izolate de la bolnavi, cele mai multe tulpini
producatoare de carbapenemaza au fost Klebsiella pneumoniae si Providencia stuartii
(11,64%, respectiv 11,76%), urmate de Serratia marcescens (6,02%), Enterobacter

aerogenes (4,34%), Enterobacter cloacae (3,70%) si Escherichia coli (0,22%).
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Din totalul Enterobacteriaceaclor izolate in perioada 2014-2015, Klebsiella
pneumoniae (scor Z=21,2927, p<0,001) si Providencia stuartii (scor Z=2,1983, p=0,027)
au avut cea mai mare probabilitate de a produce carbapenemaza. La polul opus se situcaza
Escherichia coli (scor Z=-10,3759, p<0,001), cu cel mai scazut risc de a produce
carbapenemaza.

Klebsiella pneumoniae este unica bacterie care a codificat producerea
carbapenemazei KPC (6/113; 5,31%), iar Enterobacter cloacae este singurul
microorganism producator de 3 carbapenemaze simultan (OXA-48 + NDM + KPC) si de

combinatia KPC+NDM dintre tulpinile producatoare de doua carbapenemaze.

Dintre cele 212 tulpini incluse in studiu, tulpinile confirmate a fi producatoare de
carbapenemaza comparativ cu cele neconfirmate au fost izolate in numar semnificativ
statistic de la pacienti apartinand grupei de varstd sub 30 ani (20/134 versus 2/78, scor
Z=2,8461, p=0,004).

Tulpinile cu sensibilitate diminuata la carbapeneme incluse in studiu (n=6), izolate
din sectiile de copii (medicale si terapie intensiva), au fost in totalitate producétoare de
carbapenemazd OXA-48. Dintre tulpinile izolate de la adulti (alte spitale si terapie
intensiva adulti), 2/3 au fost producatoare de carbapenemaza.

Factorii de risc asociati cu achizitia de gene care codificd producerea de
carbapenemaze la enterobacteriile suspectate, depistati in acest studiu, sunt varsta sub 30
ani (scor Z=2,8461, p=0,004) si manevrele invazive (scor Z=2,3134, p=0,020).

Daca raportam enterobacteriile producatoare de carbapenemaze per sectia din care au
fost izolate la numadrul enterobacteriilor izolate in fiecare sectie dar care nu au fost
suspectate a produce carbapenemazd, observdm ca pacientii internati in sectia terapie
intensiva adulti sunt la risc de a face infectii cu astfel de microorganisme: scor Z=3,4852,
p<0,001 (tabelul 9.32.). Cel mai scazut risc se observa la pacientii internati in sectia

medicala copii (scor Z=-2,3731, p=0.017).

Toate tulpinile incluse 1n studiu (producatoare, n=134 si neproducdtoare de
carbapenemaza, n=78) au un procent mare de producere de ESBL. Cele 6 tulpini
carbapenemaza pozitive dar ESBL negative (8,97%) sunt Providencia stuartii,
Enterobacter cloacae, Escherichia coli si Serratia marcescens. Din punct de vedere al

producerii de carbapenemaza, 5 tulpini din cele 6 sunt NDM pozitive. Tulpinile
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neproducdtoare de carbapenemaza sunt in procent de 95,52% producétoare de ESBL, acest

Sensibilitatea la fluorochinolone a enterobacteriilor producatoare de carbapenemaza
(n=134) a fost scazutd si fard diferente semnificative comparativ cu tulpinile
neproducétoare de carbapenemaza (n=78): 5,22% versus 3,85%. Dintre aminoglicozide, la
amikacina tulpinile producatoare de carbapenemaza au avut sensibilitatea cea mai ridicata
(48,51%), dar mai mica decat a celor neproducatoare (73,08%).

Nicio tulpind producatoare de carbapenemaza nu a fost sensibila la ertapenem prin
testarea de rutina (MicroScan) si doar 7,69% dintre cele neproducatoare au fost
intermediare. La meropenem si imipenem, diferenta in sensibilitate a celor doua categorii
de enterobacterii este importantd, fiind mai micd la tulpinile producatoare de
carbapenemaza (meropenem: 29,85% versus 93,59%, imipenem: 36,57% versus 97,44%).
Un procent de 5,22% dintre tulpinile producatoare de carbapenemaza a fost sensibil la
aztreonam.

La alte antimicrobiene testate si utilizate in clinicd, sensibilitatea enterobacteriilor
producitoare de carbapenemaza variazd. Cea mai mare sensibilitate este la tigeciclina
(68,66%), urmata de fosfomicina (55,22%), colistin (47,01%) si
trimetoprim/sulfametoxazol (31,34%). O diferentd semnificativd se observa la colistin,
tulpinile producatoare de carbapenemaza avand o sensibilitate mult diminuatd in

comparatie cu cele neproducatoare: 47,01% versus 83,33% (scor Z=5,4091, p<0,001).

Dintre tulpinile incluse in studiu (n=212), rezistenta la colistin (39,62%) s-a
inregistrat doar la tulpini de Klebsiella pneumoniae si nu s-a datorat achizitiei de gena mcr-
1, aceasta nedetectandu-se la niciuna dintre tulpinile studiate. Cele mai multe tulpini de
Klebsiella pneumoniae rezistente la colistin au fost OXA-48 (n=55) si 20 dintre aceastea

au avut CMI=4 pg/ml, urmate de céte 9 tulpini cu CMI=6 pg/ml si CMI=8 ng/ml.

Tulpinile producatoare de carbapenemaza tip OXA-48 sunt mai putin rezistente la
antibiotice decat cele producatoare de alte tipuri de carbapenemaza la: amikacina (45,83%
versus 71,43%), trimetoprim/sulfametoxazol (60,42% versus 83,33%) si tigeciclina
(27,08% versus 41,67%) si sunt cele mai rezistente la colistin (61,46% versus 33,33%).
Tulpinile producatoare de carbapenemaza KPC si cele care produc doud sau trei
carbapenemaze simultan sunt mai rezistente decat cele producatoare de OXA-48 si NDM
la meropenem 83,33% (versus 67,71% si 64,29%), imipenem 87,50% (versus 60,42% si
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57,14%), fosfomicind 50% (versus 44,79% si 35,71%) si tigeciclina 41,67% (versus
27,08% si35,71%).

Diferente semnificative statistic se observa la unele antibiotice intre tulpinile
producatoare de carbapenemaza OXA-48 si NDM: trimetoprim/ sulfametoxazol (scor Z=-
2,9097, p=0,003) si colistin (scor Z=2,3238, p=0,020) — tulpinile OXA-48 fiind mai putin
rezistente la trimetoprim/ sulfametoxazol si mai rezistente la colistin comparativ cu cele
producdtoare de carbapenemaza tip NDM; intre cele producitoare de OXA-48 si altele
(fara NDM) la imipenem (scor Z=-2,5022, p=0,012), trimetoprim/ sulfametoxazol (scor
Z=-2,1053, p=0,034) si colistin (scor Z=2,4817, p=0,013), cele OXA-48 avand o rezistentd
mai scazutd la trimetoprim/ sulfametoxazol si imipenem si mai mare la colistin; diferente
semnificative Tn ceea ce priveste rezistenta la antibiotice intre tulpinile producatoare de
carbapenemaza NDM si cele producatoare de alte carbapenemaze (exclusiv OXA-48) se
observa la imipenem (scor Z=-2,1233, p=0,034) si fosfomicina (scor Z=-2,2016, p=0,027),
cele producatoare de NDM avand o rezistentd mai mica.

La toate tulpinile producatoare de carbapenemaza s-a determinat CMI pentru
carbapeneme (meropenem si imipenem, pe langa ertapenem) prin metoda Etest.
Rezultatele au aratat ca dintre tulpinile pozitive pentru producerea de carbapenemaza, nici
una nu a avut Etest la ertapenem sub valoarea prag de detectie a enzimei inactivatoare de
carbapeneme. Dacd am fi utilizat meropenemul ca marker (aceeasi valoare prag ca si
pentru ertapenem >0,125 pg/ml), am fi pierdut doua tulpini producatoare de OXA-48, doua
de NDM si o tulpind producatoare concomitent de doud carbapenemaze: OXA-48 si NDM.
CMI la ertapenem a tulpinilor producatoare de OXA-48, KPC si multiple carbapenemaze
s-a concentrat la valoarea de peste 32 pg/ml (69/96, 5/6 si respectiv 12/18).

Din punct de vedere al interpretarii dupa breakpoint-ul clinic, nicio tulpina
producdtoare de carbapenemaze nu a fost sensibila la ertapenem, dar la meropenem au fost
39 (29 tip OXA-48, 5 NDM, 1 KPC si 4 producatoare de doua si trei carbapenemaze) iar la
imipenem 50 (39 tip OXA-48, 6 NDM, 1 KPC si 4 producdtoare de doua si trei
carbapenemaze).

Dintre testele fenotipice utilizate, cea mai buna sensibilitate pentru determinarea
oricirui tip de carbapenemazi este la testul Rapidec® Carba NP (97,92% pentru OXA-48 si
100% pentru toate celelalte din studiu), urmat de combinatia de discuri Rosco KPC, MBL
and OXA-48 Confirm Kit® (96,88% pentru OXA-48, mai slabd pentru combinatia de
carbapenemaze — 83,33% si 100% pentru NDM si KPC). Testul Hodge modificat (MHT)
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are o sensibilitate de 93,75% pentru OXA-48, doar 85,71% pentru NDM si 100% pentru

KPC si tulpinile producatoare de doua sau mai multe carbapenemaze.

Discutii

Lotul studiat

In perioada 2014-2015, un numir de 212 tulpini bacteriene au intrunit criteriul de
includere (sensibilitate diminuatd la unul sau mai multe carbapeneme) in grupul
Enterobacteriaceaelor suspectate pentru producerea de carbapenemaza. Toate tulpinile
incluse in studiu au avut sensibilitatea diminuata la ertapenem; nu a existat nici o tulpina
cu sensibilitatea diminuatd la meropenem sau imipenem si sensibild la ertapenem.
Explicatia acestui fapt poate fi tropismul acestor enzime pentru ertapenem (dintre
carbapeneme) (Bulik CC, 2011) si alti cercetatori constatind ca CMI la ertapenem este de
obicei mai mare decat la meropenem sau imipenem (Nordmann P, 2012c).

In aceeasi perioadi de doi ani, numarul total al enterobacteriilor izolate din prelevate
clinice de la bolnavi a fost 4575, respectiv 166 de la purtétori, astfel incat procentul
Enterobacteriaceaelor suspectate pentru producerea de carbapenemaza a fost 3,91%
(212/4575) la bolnavi si 19,88% (33/166) la purtatori, asemanator datelor din literatura
pentru bolnavi: 5% (57/1135) intr-un studiu din Taiwan (Wang J-T, 2015), 2,0%
(280/14286) in studiul efectuat in perioada 2010-2013 in 18 state din UE, Romania avand
un procent de 5,00 (8/157), Polonia: 17,3 (70/405), Italia: 7,5 (130/1743), Grecia: 7,4
(45/605) (Sader HS, 2015). Nivelul mai scazut de la noi deriva din ponderea mare a
infectiilor comunitare intr-un spital de boli infectioase (chiar daca unele probe proveneau
din alte spitale — probabil infectii nosocomiale — dar putine).

La purtatori, in studiile din literaturd raportarea s-a facut la numarul de probe si nu la
numarul de enterobacterii izolate, astfel incat nu poate fi comparat procentul destul de
ridicat rezultat din prezentul studiu (19,88%). Daca insa raportam si noi cele 33 tulpini
suspectate la numarul de probe pentru portaj prelucrate in perioada 2014-2015 (n=690),
rezultatul este 4,78%, similar studiilor lui Cunha CB (4,6%) si Zhao Z-C (6,6%). (Cunha
CM, 2016; Zhao Z-C, 2014).

Cele mai multe Enterobacteriaceae suspectate a fi producatoare de carbapenemaza
din prezentul studiu au apatinut speciei Klebsiella pneumoniae (176/212, 83,02%), urmata
la distanta de Enterobacer cloacae (12/212, 5,66%) si Escherichia coli (11/212, 5,19%).
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Datele din literatura prezinta tot Klebsiella pneumoniae ca fiind cea mai frecventa
enterobacterie suspectatd pentru producerea de carbapenemaze: 86,4% (Sader HS, 2015),
74% (Marchaim D, 2011), 57,39% (Sekyere JO, 2016). Aceasta este urmata de speciile de
Enterobacter: 7,9% (Sader HS, 2015), 10,14% (201/1983) (Sekyere JO, 2016), 16,30%
(Marchaim D, 2011) si Escherichia coli: 2,17% (2/74) (Marchaim D, 2011) sau Serratia
marcescens: 5,45%, 108/1983 (Sekyere JO, 2016).

Raportate la totalul speciilor de acelasi tip izolate in aceeasi perioada de timp de la
bolnavi, tulpinile de Klebsiella pneumoniae au prezentat riscul cel mai mare de a produce
carbapenemaza (152/842, 18,05%), urmate de Providencia stuartii (2/17, 11,76%),
Enterobacter cloacae (10/108, 9,26%), Serratia marcescens (7/83, 8,43%), Citrobacter
freundii (1/18, 5,56%), Enterobacter aerogenes (1/23, 4,35%) si Escherichia coli (6/2307,
0,26%). Unele studii prezinta rezultate similare cu ale noastre: Klebsiella pneumoniae cu
valori intre 0,9% si 38,8% (procentul cel mai mare in Italia — 38,8%, urmat de Polonia —
32,5%) si pentru Escherichia coli 0,1%. (Jones RN, 2014) Altele, sunt diferite
semnificativ, Klebsiella pneumoniae fiind suspicionata a produce carbapenemaza in 57/128
tulpini (44,5%), speciile de Enterobacter 4/16 (25%) si Escherichia coli 187/278
(67,26%). (Yusuf I, 2014)

Prelevatul clinic din care s-au izolat cele mai multe tulpini de la bolnavi incluse in
studiu a fost urina (123/212, 58,02%), urmatd de secretia plaga (23/212, 10,85%) si sputa/
aspiratul bronsic (17/212, 8,02%). Raportat la numarul de enterobacterii izolate din fiecare
prelevat clinic, tulpinile suspectate a fi producatoare de carbapenemaze au fost izolate in
numdr mai mare semnificativ statistic din sputd/ aspirat bronsic (17/212 versus 97/4592,
p<0,001), cateter venos central (2/212 versus 10/4529, p=0,040) si de la purtatori, din
tampon rectal (33/212 versus 166/4529, p<0,001). Aceasta sugereazd ca: (1) manevrele
invazive reprezinta un factor de risc in achizitia de astfel de microorganisme — lucru
demonstrat in acest studiu si prezentat in altele (Feldman N, 2013; Prasad N, 2016) si (2)
portajul de Enterobacteriaceae care produc carbapenemaze reprezinta un alt factor de risc
important de luat in considerare, in special daca persoana internatd este transferata dintr-0
alta institutie de ingrijire (Chmelnitsky I, 2014; Fedorowsky R, 2015), desi exista
microorganisme in naturd care codificd producerea acestor enzime si pot deasemenea
coloniza persoanele in comunitate — de exemplu Schewanella xiamenensis care codifica
producerea de OXA-48 (Antonelli A, 2015).
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Testarea sensibilitatii la antibiotice

Rezultatul testarii la antibiotice al tulpinilor incluse in studiu (n=212) a aratat o
rezistentd crescuta, ingrijoratoare, la toate antibioticele testate, fiind 100% la beta-
lactamine si aproape 100% la cefalosporine (94,78% la ceftazidim, 95,65 la cefepim),
95,28% la ciprofloxacin, cea mai mica rezistentd fiind la tigeciclind (33,02%), colistin
(39,62%), imipenem (41,8%), amikacin (42,45%), fosfomicinad (44,81%) si meropenem
(46,7%). Intr-un studiu publicat in 2014 asupra unor Enterobacteriaceae izolate din 21 state
europene printre care si Romania, cel mai activ antibiotic era, ca si la noi, tigeciclina (95,8-
99%), urmat de colistin (96,7%), meropenem (91,3-91,5%) si amikacina (83,6-90,9%).
(Jones RN, 2014)

Tulpinile izolate de la bolnavi au o sensibilitate mai mica la colistin in comparatie-cu
cele izolate de la purtdtori (44,35% vs 63,16%), situatia fiind invers in ceea ce priveste
sensibilitatea la tigeciclina (73,04% vs 57,89%) si fosfomicina (57,39% vs 42,11%). Se
cunoaste ca rezistenta la colistin apare in vivo prin inactivarea genei mgrg in cursul
expunerii la colistin (Canatelli A, 2014), iar portajul nu se trateaza, aceasta putdnd fi
explicatia pentru sensibilitatea diminuata la colistin la tulpinile izolate de la bolnavi in
comparatie cu cele de la purtatori.

Un procent de 93,87% (199/212) dintre tulpinile incluse in studiu a fost producator
de ESBL, asemanator cu rezultatul studiului SMART (Study for Monitoring Antimicrobial
Resistance Trends): 89,70% (627/699) (Sheng W-H, 2013) iar producerea de AmpC a fost
4,72 %, deasemenea scazuta si in alte studii: 5,2% (Luk S, 2013).

Determinarea producerii de carbapenemaza la Enterobacteriaceae

Din totalul tulpinilor incluse in studiu, 63,2% (134/212) au fost producatoare de
carbapenemaza, similar unui studiu din Africa de Sud publicat in anul 2016: 812/1193
(68%) (Singh-Moodley A, 2016), dar un procent mai mare decat cel obtinut in alte studii,
spre exemplu la tulpinile non-susceptibile la ertapenem izolate in anul 2015 in 5 spitale din
Coreea de Sud, procent comunicat de 20,1% (79/393). (Jeong SH, 2016)

Dacd raportdm tulpinile producatoare de carbapenemaza la  totalul
Entrobacteriaceaelor izolate in perioada 2014-2015, constatam ca producerea de
carbapenemaza este 2,83% (134/4741), cu 2,51% la bolnavi (115/4575) si 11,45% la
purtatori (19/166). Din totalul probelor recoltate de la pacientii internati cu anumite
probleme care au determinat testarea portajului intestinal, 2,75% (19/690) au fost pozitive

pentru Enterobacteriaceae producatoare de carbapenemaze, asemanator rezultatului unui
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studiu efectuat in Canada — 1,1% din 442 probe (Ahmed-Bentley J, 2013) si mai putin
decat rezultatele unui studiu efectuat in Italia — 10,2% din 1427 probe (Rossini A, 2016).

Cele mai frecvente carbapenemaze au fost OXA-48 (71,64%), urmate de NDM
(10,45%) st KPC (4,48%), iar dintre tulpinile producdtoare de doud sau trei
carbapenemaze, cea mai frecventa a fost combinatia OXA-48 + NDM (6,72%), urmata de
OXA-48 + KPC (3,73%), si in procent egal (1,49%) KPC + NDM si OXA-48 + KPC +
NDM. Un studiu din Spania (34 spitale, februarie-mai 2013) publicat in 2016 are ca
rezultat o stratificare similard celei de la noi, cu 74% OXA-48, 24% MBL si 2% KPC.
(Palacios-Baena ZR, 2016) In literatura de specialitate, in tiri din Uniunea Europeani ca
Belgia, Olanda, Germania, Turcia, carbapenemaza tip OXA-48 este cea mai frecventa,
urmatd de VIM si KPC (Belgia), KPC si NDM-1 (Olanda), KPC si VIM (Germania).
(Cantén R, 2012) In alte zone pe glob, procentul de carbapenemaze difera: VIM (10,7%),
OXA-48 (9,7%), IMP (6,1%), KPC (5,1%), NDM-1 (2,6%) — in Uganda (Okoche D,
2015), KPC-2 (44/65), IMP (24/65) — in China (Li H, 2014), IMP-8 (37/57), KPC-2
(17/57), VIM-1 (2/57) si NDM-1 (1/57) — in Taiwan (Wang J-T, 2015).

Producerea de doua sau mai multe carbapenemaze este mai rar citatd in literatura,
OXA-48 + NDM care la noi se afla pe primul loc intre combinatiile de doud
carbapenemaze (6,72% din totalul carbapenemazelor) fiind intdlnita si in tarile din Golf
(Zowawi HM, 2014), Arabia Saudita (Shibl A, 2013), Tunisia (Nasr AB, 2013), Canada
(Fattouh R, 2016). Trei carbapenemaze produse de aceeasi tulpind este o situatic mult mai
rara; dintre enterobacteriile incluse in studiu au fost doar 2 tulpini de Enterobacter cloacae
izolate, una din tampon rectal de la un pacient de 48 de ani admis in sectia de terapie
intensiva si una dintr-o proba de secretie plaga recoltata de la un pacient internat in alt
spital (victima a “cazului Colectiv”). In anul 2014 intr-un articol din Kathmandu, Nepal, a
fost prezentatd o tulpind de Escherichia coli ESBL pozitiva care avea si genele care
codifica producerea de carbapenemaza IMP, VIM si NDM-1. (Pokhrel RH, 2014)

Dintre tulpinile incluse in studiu, cele izolate din sputa/ aspirat bronsic ca si cele de
la nivelul cateterului venos central, lichid pleural, lichid de ascita si secretia otica au fost
integral producatoare de carbapenemaze. Totusi, riscul ca o tulpina de Enterobacteriaceae
dintre cele cu sensibilitatea diminuatd la unul sau mai multe carbapeneme si fie
producatoare de carbapenemaza este semnificativ statistic mai mare la tulpinile izolate din
sputd/ aspirat bronsic (scor Z=3,28, p<0,001) comparativ cu cele izolate din alte prelevate
clinice.

Din totalul tulpinilor producétoare de carbapenemaze izolate de la bolnavi, cele mai
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multe au fost izolate din urina (73/115, 63,48%), sputa/ aspirat bronsic (17/115, 14,78%),
plaga (13/115, 11,30%) si sange (6/115, 4,48%). Intr-un studiu multicentric publicat de o
echipd din Spania, majoritatea enterobacteriilor producétoare de carbapenemaze au fost
izolate din urina (43%), urmate de cele din secretii plaga (21%) si sange (10%) (Palacios-
Baena ZR, 2016), asemanator cu un alt studiu realizat in Singapore: urina (72,3%), secretii
plaga (19,4%) si sange (8,3%) (Choudhury S, 2015). Constatam faptul ca procentul de
tulpini izolate din sange la noi este la jumatate comparativ cu studiile mentionate.

Speciile bacteriene confirmate a produce carbapenemaza au fost, in ordine
descrescatoare urmatoarele: Klebsiella pneumoniae (113/134, 84,33%), Escherichia coli
(7/134, 5,22%), Serratia marcescens si Enterobacter cloacae (fiecare cu 5/134, 3,73%),
Providencia stuartii (2/134, 1,49%) si Enterobacter aerogenes (1/134, 0,75%).
Asemanator celor obtinute, alte lucrari comunica tot specia Klebsiella pneumoniae in topul
microorganismelor producdtoare de carbapenemaza: 61,54% (Li H, 2014), 52,2% (Okoche
D, 2015).

Dintre tulpinile izolate la adulti, 2/3 au fost producatoare de carbapenemaze, iar cele
de la copii n totalitate (6 tulpini). Varsta sub 30 ani (scor Z=2,8461, p=0,004) si manevrele
invazive (scor Z=2,3134, p=0,020) au fost factorii de risc asociati cu prezenta de gene care
codifica producerea de carbapenemaze la Enterobacteriaceaele incluse in studiu. Prin
raportarea tulpinilor producatoare de carbapenemaze la totalul enterobacteriilor izolate per
sectie, persoanele internate in sectia terapie adulti prezinta riscul cel mai mare de a face o
infectie cu astfel de microorganisme (scor Z=3,4852, p<0,001), rezultat constatat si in alte
studii (Chmelnitsky I, 2014) la polul opus fiind pacientii din sectia medicald copii (scor
Z=-2,3731, p=0,017).

Avand in vedere faptul ca 78/212 tulpini de Enterobacteriaceae incluse in studiu nu
au fost producatoare de carbapenemaza dar au fost producdtoare aproape in totalitate de
ESBL (95,52%), sugereaza faptul ca producerea de enzima care hidrolizeaza beta-lactamii
carbapeneme a acestora, conform studiilor din literatura. (Martinez-Martinez L, 2008;
Pages JM, 2008; Ruppe E, 2015)

Tratamentul infectiilor determinate de tulpini producdtoare de carbapenemaza pune
adesea probleme datoritd rezistentei multiple la antibiotice. Studiile aratd ca terapia
combinatd este mai bund decat monoterapia, iar dacd la cel putin unul dintre antibioticele

administrate tulpina bacteriana este sensibila, sansele de eradicare a infectiei cresc. Dintre
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combinatiile medicamentoase utilizate, mortalitatea a fost intre 0% si 67% la utilizarea
unui carbapenem + colistin (25 pacienti, 4 studii). (Falagas ME, 2014) Carbapenemele pot
fi utilizate in terapie si sunt chiar recomandate; intr-un studiu pe tulpini de Klebsiella
pneumoniae producatoare de OXA-48, s-a constatat efect sinergic intre fosfomicina si
imipenem (42%), meropenem (33%), si tigeciclinda (33%) si efect antagonistic intre
tigeciclina si colistin. (Evren E, 2013)

Studiul lui Martirosov si Lodise aratd cd dacd valoarea CMI la meropenem este >8
pg/ml, atunci se asociazd cu colistin, tigeciclind, fosfomicind si/sau aminoglicozide.
Concluzia este ca sunt mai bune combinatiile decat monoterapia si combinatiile cu
carbapeneme sunt mai bune decat cele fara acestea, daca CMI la carbapenem este < 8
ug/ml. (Martirosov DM, 2016) Tigeciclina cu CMI < 2 pg/ml (in doza mare) asociata cu
meropenem cu CMI <16 pg/ml (in perfuzie continud) a avut efect reducator asupra
microorganismelor in testarea in vitro, dar in combinatie cu meropenem cu CMI=64 pg/ml,
efectul benefic nu s-a mai observat. (Wiskirchen DE, 2011) In studiul nostru avem un
numar de 67 (50%) tulpini cu CMI >8 pg/ml si 29 (21,64%) tulpini cu CMI >16 pg/ml,
prin urmare jumatate dintre tulpinile producdtoare de carbapenemaza pun probleme

serioase de terapie a infectiilor determinate de acestea.

Dintre testele fenotipice utilizate pentru determinarea carbapenemazelor la
Enterobacteriaceae, sensibilitatea cea mai buni s-a constatat pentru testul Rapidec® Carba
NP: 97,92% pentru OXA-48 si 100% pentru toate celelalte carbapenemaze din studiu,
asemanator altor studii:100% sensibilitate si specificitate (Girlich D, 2013b; Vasoo S,
2013), 72,5% sensibilitate (Tijet N, 2013).

Combinatia de discuri KPC, MBL and OXA-48 Confirm Kit® a avut sensibilitate
asemandtoare testului enzimatic utilizat: 96,88% pentru OXA-48, mai slaba pentru
combinatia de carbapenemaze (la 3 tulpini nu a detectat co-producerea de OXA-48 pe
langa o alta carbapenemaza) — 83,33% si 100% pentru NDM si KPC. Si aceste rezultate
sunt similare altor studii publicate, cum este cel al lui van Dijk in care sensibilitatea cea
mai buna a fost pentru detectarea carbapenemazelor din clasa D (100%), 95% pentru KPC
si1 90% pentru NDM. (van Dijk K, 2014)

Testul Hodge modificat a avut o sensibilitate de 93,75% pentru OXA-48, doar
85,71% pentru NDM si 100% pentru KPC si tulpinile producatoare de doud sau mai multe
carbapenemaze. Putine studii 1i atribuie sensibilitate si specificitate 100% (Anderson KF,

2007), altele 1i atribuie o sensibilitate de 50% pentru depistarea tulpinilor producétoare de
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NDM-1 (Girlich D, 2012a), sau 12% pentru detectarea MBL (NDM, VIM, IMP), 98%
pentru KPC si 93% pentru OXA-48 (Doyle D, 2012).

Concluzii si contributii personale

In perioada 2014-2015 au fost confirmate 134 Enterobacteriaceae producitoare de
carbapenemaze dintre cele 212 incluse in studiu. Acestea reprezinta 2,83% din totalul
enterobacteriilor (n=4741) izolate in perioada mentionata in Laboratorul de Microbiologie
al Institutului National de Boli Infectioase “Prof. Dr. Matei Bals”. Tulpinile bacteriene au
fost izolate de la bolnavi (2,51%, 115/4575) si de la purtatori (11,45%, 19/166); portajul de
Enterobacteriaceae producatoare de carbapenemaze din totalul probelor recoltate pentru
determinarea starii de portaj (n=690) a fost de 2,75%.

Cele mai frecvente tipuri de carbapenemaza au fost OXA-48 (71,64%), urmate de
NDM (10,45%) si KPC (4,48%), iar dintre tulpinile producdtoare de doud sau trei
carbapenemaze, cea mai frecventa a fost combinatia OXA-48 + NDM (6,72%), urmata de
OXA-48 + KPC (3,73%), si in procent egal (1,49%) KPC + NDM si OXA-48 + KPC +
NDM. Prin aceasta demonstram ca desi existd suspiciunea ca tarile din regiunea Balcanica
ar constitui, dupa unele studii mentionate in review-ul publicat In 2012 de catre Rafael
Canton si colaboratorii (Canton R, 2012), a doua sursd de carbapenemaze tip NDM, in
Romania (cel putin zona de sud a tarii), carbapenemazele NDM nu sunt cele mai frecvente,
dar exista suficiente izolate (peste 20%), asa incat trebuie supravegheata in continuare
evolutia acestora.

Factorii de risc pentru prezenta carbapenemazelor la Enterobacteriaceaele incluse in
studiu au fost varsta sub 30 de ani si manevrele invazive, fapt care se coreleaza si cu
frecventa ridicatd a cazurilor de infectii sau portaje in sectia de terapie intensiva unde
pacientii au adesea nevoie de suport mecanic pentru a supravietui.

Cea mai frecventd specie producdtoare de carbapenemaze dintre tulpinile cu
sensibilitate diminuata la carbapeneme este Klebsiella pneumoniae.

Din totalul Enterobacteriaceaelor izolate in perioada 2014-2015 (n=4741), Klebsiella
pneumoniae si Providencia stuartii au avut cea mai mare probabilitate de a produce
carbapenemaza. La polul opus se situeaza Escherichia coli, cu cel mai scazut risc de a
produce carbapenemaza.

Riscul ca o tulpina de Enterobacteriaceae dintre cele cu sensibilitatea diminuata la

unul sau mai multe carbapeneme sa fie producatoare de carbapenemaza este semnificativ
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statistic mai mare la tulpinile izolate din sputd/ aspirat bronsic comparativ cu cele izolate
din alte prelevate clinice.

Tulpinile de Enterobacteriaceae producatoare de carbapenemaze sunt mai rezistente
la antibiotice (cu diferente semnificative statistic) decat cele cu sensibilitatea diminuata la
carbapeneme dar neproducatoare de carbapenemaze la: meropenem, imipenem, colistin si
amikacina. Un procent de 91,03% dintre tulpinile producatoare de carbapenemaze au fost
producatoare de ESBL si 4,48% producatoare de AmpC.

Jumatate dintre tulpinile producatoare de carbapenemaze au avut concentratia
minima inhibitorie la meropenem >8 pg/ml si 21,64% dintre acestea, >16 pg/ml.

Rezistenta la colistin a fost mai mare pentru tulpinile producatoare de carbapenemaze
in comparatie cu cele neproducatoare (56,64% versus 17,46%) si doar tulpini de Klebsiella
pneumoniae au fost rezistente. Rezistenta nu s-a datorat prezentei genei mcr-1, cercetata,
fiind probabil determinata prin inactivarea genei mgre.

Ertapenemul este un marker sensibil pentru detectia Enterobacteriaceaelor
producdtoare de carbapenemaza, cinci tulpini avind CMI la meropenem (antibioticul
recomandat de ghidurile europene) <0,125 pg/ml (valoarea prag de includere in studiu)
fiind producitoare de carbapenemazi. In concluzie: (1) avand in vedere ci proprortia de
carbapenemaze OXA-48 (carbapenemaza nu foarte puternica) este mare la noi (71,64%) si
am fi putut pierde 3,73% (5/134) dintre tulpinile producédtoare de carbapenemaza, este
recomadabil sd utilizdm ertapenemul (cum recomanda ghidurile americane) si nu
meropenemul (cum recomanda ghidurile europene) ca marker pentru suspicionarea
producerii de carbapenemaza la Enterobacteriaceae si (2) alegerea valorii prag
(concentratia minima inhibitorie) pentru screening este bine sd fie valoarea cut-off-ului
epidemiologic (asa cum recomandd ghidurile europene) si nu cel clinic (cum recomanda
cele americane), intrucat 29,10% (39/134) dintre tulpinile producatoare de carbapenemaza
au fost sensibile la meropenem (29/39 producatoare de carbapenemaza OXA-48), nici una
la ertapenem si 37,31%, 50/134 la imipenem (39/50 producatoare de OXA-48).

Dintre toate testele fenotipice realizate, testul enzimatic Rapidec® Carba NP a avut
cea mai mare sensibilitate (97,92% pentru detectia tulpinilor producatoare de OXA-48 si
100% pentru toate celelalte din studiu) si se recomanda a fi utilizat pentru rezultatele sale
sigure si rapide (in ore — sub 2 ore), ajutand la eficientizarea programului de control al
infectiilor asociate ingrijirilor medicale, fiind cunoscut ca depistarea producerii de
carbapenemazad este deosebit de utild din punct de vedere epidemiologic si nu clinic.

Deasemenea, un alt avantaj al acestui test il constituie faptul cd depisteaza orice tip de
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carbapenemaza, chiar nedetectata inca — lucru imposibil de realizat prin PCR, care
detecteaza tintit, genele cunoscute.

Testul fenotipic care se bazeaza pe combinatia de discuri (KPC, MBL and OXA-48
Confirm Kit®) a avut deasemenea sensibilitate foarte buni (96,88% pentru OXA-48, mai
slabd pentru combinatia de carbapenemaze — 83,33% si 100% pentru NDM si KPC).
Dezavantajul lui este ca obtinerea rezultatului dureaza 18-20 de ore, dar avantajul este ca
poate determina tipul de carbapenemaza dintre cele 3, mai importante medical (KPC, MBL
si OXA-48).

Testul Hodge modificat a avut sensibilitatea cea mai mica dintre cele trei teste
prezentate (93,75% pentru detectarea carbapenemazelor tip OXA-48, 85,71% pentru NDM
si 100% pentru KPC si tulpinile producatoare de doud sau mai multe carbapenemaze).
Avantajul major al acestuia este ca este ieftin (nu necesita o trusa speciald) si in situatia in
care laboratorul nu are alt test la dispozitie se poate utiliza, trebuind ulterior ca tulpina sa
fie trimisd la un laborator de referintd pentru a se confirma sau infirma producerea de

carbapenemaza.

Teza contine 64 figuri (toate, originale), 37 tabele si 301 referinte bibliografice. Pe
parcursul elaborarii tezei de doctorat au fost publicate 2 articole (unul ISI si unul BDI,
ambele in calitate de autor principal) si au fost comunicate 7 lucrdri sub forma de

prezentare orald sau poster la conferinte nationale si internationale.
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