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INTRODUCERE

Actualitatea temei

Rezistenta la antimicrobiene (RAM) a devenit una dintre cele mai presante provocari globale
ale sanatatii publice in secolul XXI. Devenind o povard atat sociald, cat si economica gravd, RAM
genereaza costuri ridicate de asistentd medicald, precum si erori de tratament, soldate uneori cu
deces [1,2,3,4,5].

In acest context, bacilii Gram-negativi ocupa un loc central in problematica RAM, datorita
capacitatii lor ridicate de a dezvolta si disemina rapid mecanisme multiple de rezistentd [6].
Situatia este deosebit de alarmanta in cazul infectiilor cauzate de bacterii multirezistente (MDR),
extensiv rezistente (XDR) si panrezistente (PDR), pentru care optiunile terapeutice sunt extrem de
limitate sau inexistente [7,8]. Aceasta capacitate ridicatd de adaptare la actiunea antibiotica i1
transforma 1n agenti patogeni extrem de problematici in practica medicald, mai ales in infectiile
associate asistentei medicale [6,9,10].

Actualitatea acestui subiect este evidentiata de rapoartele recente ale Organizatiei Mondiale
a Sanatatii (OMS) [11,12,13], Centrul pentru Prevenirea si Controlul Bolilor (CDC) si ale
Centrului European pentru Prevenirea si Controlul Bolilor (ECDC) [14,15], care clasifica bacilii
Gram-negativi rezistenti la carbapeneme si cefalosporine de generatia a treia (Klebsiella
pneumoniae, Escherichia coli, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa) drept
prioritate criticd pentru dezvoltarea de noi antibiotice si constata cd zece din cele 18 amenintari la
adresa sanatatii legate de microorganisme rezistente la antibiotice sunt reprezentate de BGN
[16,17,18].

Bacilii gramnegativi nefermentativi se evidentiazd printre agentii cauzali ai infectiilor
invazive, fiind responsabili de pand la 75 % din cazurile de infectii, inclusiv infectii asociate
asistentei medicale (IAAM) si infectii comunitare, si pana la 42 % din cazurile de deces [6,11].

in Republica Moldova, ca si in multe alte tari cu resurse limitate, problema este amplificata
de utilizarea irationald si abuzivd a preparatelor antimicrobiene, lipsa programelor sustinute de
stewardship antimicrobian si capacitatea insuficientda de supraveghere microbiologica [19].
Studiile locale indicd o tendintd ingrijoratoare de crestere a tulpinilor de Enterobacterales
producatoare de B-lactamaze cu spectru extins (BLSE) si a tulpinilor rezistente la carbapeneme,
pe lista prioritard aflandu-se: Klebsiella pneumoniae, producatoare de carbapenemaze (KPC),
metalo-B-lactamaze (MBL) si oxacilinaze (OXA), Pseudomonas aeruginosa si Acinetobacter
baumannii, precum si BGN rezistenti la cefalosporinele de generatia a IlI-a (CG3), inclusiv
Escherichia coli producatoare de BLSE [19,20,21].
carbapenemazelor sunt limitate din cauza spectrului variat al acestor enzime si a lipsei unui
algoritm bine definit de cercetare. In acest context, unele dintre mecanismele de dezvoltare a RAM
nu pot fi pe deplin elucidate, persistand riscul de subdiagnosticare [21,22,23].

Aceasta situatie transformd RAM dintr-o amenintare teoretica Intr-o realitate clinicd si
epidemiologica: pacientii cu infectii cauzate de bacili Gram-negativi rezistenti au spitalizari mai
lungi, necesita tratamente mai costisitoare, iar mortalitatea asociatd este semnificativ mai mare. in
acelasi timp, creste presiunea asupra sistemelor de sanatate, iar riscul de Intoarcere la o ,,era post-
antibiotica”, in care infectii banale pot deveni letale, este din ce in ce mai real [16,24,25].

Prin urmare, studierea aprofundata a rezistentei bacililor Gram-negativi la antimicrobiene
este de maxima actualitate, justificind necesitatea elaborarii unui algoritm standardizat de
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detectare a amecanismelor de rezistentd, precum a politicilor nationale eficiente de supraveghere,
prevenire si control, in concordantad cu principiile conceptului ,,One Health” si recomandarile
internationale.

Cercetarile, datele si analizele de inalta calitate sunt esentiale ca baza pentru elaborarea de
masuri noi pentru combaterea RAM si pentru a ajuta factorii de decizie s perfectioneze activitatea
in acest domeniu.

Scopul cercetarii: evaluarea profilurilor de rezistenta la B-lactamine si stabilirea grupurilor
filogenetice ale BGN prioritari cu elaborarea algoritmului metodologic standardizat de detectare a
mecanismelor de rezistenta si propunerea de masuri eficiente de prevenire si control a rezistentei
la antimicrobiene.

Obiectivele cercetarii: determinarea profilurilor de rezistentd la antimicrobiene ale BGN
izolati din diferite biosubstraturi clinice; caracterizarea moleculara a beta-lactamazelor cu spectru
extins (BLSE) si a carbapenemazelor aferente BGN; analiza comparativd a diferitor tehnici
microbiologice de identificare a BGN rezistenti la beta-lactamine cu dezvoltarea unui algoritm
metodologic standardizat; propunerea de masuri eficiente de prevenire si control a infectiilor
cauzate de BGN multirezistenti.

Ipoteza cercetarii

Particularitatile microbiologice si epidemiologice ale rezistentei BGN la antimicrobiene,
influentate de variabilitatea mecanismelor de rezistentd, precum si de eficienta supravegherii si
controlului raspandirii acestor microorganisme, contribuie la reducerea impactului socioeconomic
al infectiilor determinate de bacteriile rezistente si la consolidarea masurilor de combatere a
fenomenului de RAM.

Noutatea si originalitatea stiintifica a rezultatelor obtinute: in Republica Moldova a fost
realizat un studiu complex al BGN prioritari cu utilizarea metodelor fenotipice contemporane si a
tehnicilor de biologie moleculard, ceea ce a permis identificarea si stabilirea pattern-urilor de
rezistentd cu detectarea principalelor mecanisme de rezistentd ale acestor patogeni, precum si
evaluarea pozitiei BGN in arborii filogenetici globali. Aceste date sunt extrem de importante
pentru prognozarea evolutiei rezistentei acestor germenti la nivel regional.

Rezultatele studiului au servit drept bazd pentru elaborarea unui algoritm standardizat de
detectare a mecanismelor de rezistenta la antimicrobiene, care va fi implementat in laboratoarele
microbiologice din cadrul retelei nationale de supraveghere a RAM.

Rezultatele obtinute care au contribuit la solutionarea problemei stiintifice. In cadrul
acestei cercetari a fost identificat spectrul microbiologic al BGN prioritari, diversitatea genotipica
si fenotipica a tulpinilor rezistente la antimicrobiene, inclusiv: prevalenta tulpinilor de BGN
producdtoare de BLSE si de carbapenemaze in RM; spectrul de enzime de rezistentd la BGN;
tipul de secventd predominant la tulpinile de BGN circulante pe teritoriul tarii. A fost elaborat un
algoritm standardizat de determinare a markerilor rezistentei la antimicrobiene si propuse de
masuri imbunatatite de supraveghere si control al RAM bazate pe dovezi.

Implementarea practici a rezultatelor. In baza rezultatelor cercetarilor efectuate a fost
argumentat si elaborat algoritmul de determinare a mecanismelor de rezistentd la antimicrobiene
ale BGN prioritari.

Pentru imbunétatirea calitatii investigatiilor microbiologice au fost elaborate doud ghiduri
pentru personalul medical implicat in procesul de colectare, de transportare si de procesare a
probelor de sange, de lichid cefalorahidian (LCR) si de urina pentru investigatii bacteriologice.



In cadrul studiului a fost elaborat ghidul: ,,Detectarea mecanismelor de rezistentd la
antimicrobiene, interpretarea si aplicarea clinica a rezultatelor”, aprobat prin Ordin nr.1239 din
29.12.2023; si indicatia metodica ,,Detectarea mecanismelor de rezistentd la antimicrobiene”
aprobatd la sedinta Consiliului de management al calitatii al USMF , Nicolae Testemitanu”,
proces-verbal, nr.2 din 29.11.2023. Aceste materiale didactice au fost incluse in programele de
studii pentru prelegeri si lucrari practice pentru studenti, rezidenti si medici si implementate Tn
practica 1n laboratoarele centrelor de sanatate publica.

Brosura ,,Metoda de crestere a gradului de constientizare la copii cu privire la prevenirea
rezistentei la antimicrobiene” elaboratd in timpului studiului va fi de un real folos pentru
familiarizarea copiilor cu lumea microorganismelor, cu cele prietenoase si neprietenoase, precum
si cu masurile de protectie pentru evitarea infectiilor cu microorganisme patogene (anexa 7).
Aceasta lucrare a fost expusa la International exhibition of innovation and technology transfer
EXCELLENT IDEA — 2023, 2nd edition, Chisinau - ,, Method for raising the degree of awareness
in children about the prevention of antimicrobial resistance”, unde a fost apreciatd cu medalie de
argint.

Bucletele, pliantele, posterele si jocurile interactive Intocmite pe baza acestei brosuri au fost
expuse la ,,Noaptea tinerilor cercetatori”.

Aprobarea rezultatelor

Metodologia de cercetare si designul studiului au fost evaluate si aprobate la sedinta
Comitetului de etica a cercetarii al USMF , Nicolae Testemitanu”, fiind eliberat aviz favorabil la
proiectul stiintific de doctorat cu titlul ,,Rezistenta la beta-lactamine a bacililor gramnegativi izolati
din biosubstraturi clinice ", proces-verbal nr. 1 din 10.01.2022.

Tema tezei a fost discutatd si aprobatd 1n cadrul unitatii primare la sedinta comund a
conducaturului de doctorat, membrii comisiei de indrumare si colaboratorii Laboratorului stiintific
Supravegherea rezistentei la Antimicrobiene, Laboratorul microbiologic si Sectia Supravegherea
epidemiologica a infectiilor associate asistentei medicalesi rezistenta antimicrobiand (extras din
process verbal nr. 1 al sedintei comune din 11.02.2022), precum si la Seminarul stiintific de profil
313. Imunologie, microbiologie, virusologie, specialitatile 321.09. Boli infectioase, tropicale si
parazitologie medicald 313.02. Microbiologie, virusologie medicala (extras din process verbal nr.
1, din 27.01.2023).

Prezentarea rezultatelor cercetarii

Rezultatele cercetarilor sunt reflectate in 28 de lucrari stiintifice (patru — ca prim autor, doua
- monoautor), inclusiv: patru articole in reviste indexate in baza de date SCOPUS, sase articole 1n
reviste stiintifice nationale, un articol in reviste editate 1n strainatate, doua teze la foruri stiintifice
internationale, opt teze la foruri stiintifice nationale, un ghid, o indicatie metodicd, o brosura.
Rezultatele cercetirilor au fost diseminte si prin opt participari active la foruri stiintifice. In urma
cercetdrilor efectuate, au fost obtinute patru certificate de inovator.

Volumul si structura tezei

Teza este expusa pe 65 pagini de text de baza si include urmatoarele compartimente: foaie
de titlu, cuprins, lista abrevierilor, a tabelelor si a figurilor, introducere, patru capitole, concluzii
generale, recomandari, 165 de referinte bibliografice si 9 anexe. Materialul iconografic cuprinde
14 tabele si 31 de figuri.

Cuvinte-cheie: rezistenta la antimicrobiene, bacili gramnegativi MDR, mecanisme de
rezistenta, f-lactamaze cu spectu extins, carbapenemaze.



CONTINUTUL TEZEI
1. EVOLUTIA FENOMENULUI DE REZISTENTA LA
ANTIMICROBIENE LA BACTERIILE GRAMNEGATIVE

Capitolul respectiv cuprinde o sinteza a celor mai relevante date din literatura de specialitate
din ultimul deceniu, privind evolutia fenomenului de rezistentd la antimicrobiene a BGN. Sunt
descrise bazele teoretice ale dezvoltarii principalelor mecanisme de rezistenta intilnite la BGN in
intreaga lume si rezultatele cercetarilor la nivel national si international in domeniul diagnosticului
microbiologic al RAM, precum si aspectele epidemiologice ale acestui fenomen. Este analizat
rolul esential al BGN in patologia infectioasa si importanta clinicd a acestor patogeni. O atentie
deosebitd este acordatd principalelor mecanisme de rezistentd detectate la BGN, precum si
tehnicilor moderne de laborator utilizate 1n detectarea acestor patogeni, cu mentionarea
principalelor avantaje si dezavantaje. Capitolul se incheie cu expunerea premiselor care au stat
la baza initierii prezentului studiu.

2. MATERIAL SI METODE UTILIZATE iIN CERCETARE

A fost realizat un studiu integral pe tulpini de BGN colectate in perioada anilor 2020-2023.
Cercetarile au fost efectuate in Laboratorul Microbiologic al Agentiei Nationale pentru Sanatate
Publica, in colaborare cu Centrul de epidemiologie genomica al Universitatii Tehnice din
Danemarca. Investigatiile au fost efectuate in vitro pe tulpini de BGN suspecte, trimise spre
confirmarea mecanismelor de rezistentd in Laboratorul National de Referintd, de catre toate
laboratoarele din cadrul Sistemului National de Supraveghere Epidemiologicd a RAM (24 de
laboratoare, inclusiv zece laboratoare teritoriale ale Agentiei Nationale pentru Sanatate Publica,
zece laboratoare ale institutiilor medico-sanitare publice si patru laboratoare private).

Obiectul de studiu: tulpini de BGN izolati din sange, LCR si urina.

Pentru realizarea obiectivelor stabilite si atingerea scopului cercetarile au fost efectuate in
cateva etape, descries in continuare.

Prima etapa a studiului a constat In analiza 480 surse bibliografice ce tin de RAM a BGN
prin intermediul motoarelor electronice de cautare MEDLINE, PubMed, HINARI, precum si
interfata web, cu selectarea si listarea In compartimentul Bibliografie a celor mai relevante surse
pentru tema de cercetare, din ultimii zece ani. Un accent deosebit a fost pus pe studierea surselor
bibliografice nationale cu referire la metodele de detectare a mecanismelor de rezistentd si la
situatia epidemiologica prin RAM 1n tara.

In etapa a doua a fost stabilit obiectul de studiu si selectate tulpinile rezistente la cel putin
un preparat din grupul betalactamine, cu studierea si selectarea metodologiei adecvate in realizarea
obiectivelor trasate, realizarea investigatiilor microbiologice. Tot la aceasta etapa a fost creatd baza
de date cu prelucrarea statistici a acesteia, analiza si descrierea rezultatelor obtinute, cu
intrepretarea indicatorilor statistici calculati pentru variabilele incluse, compararea rezultatelor cu
cele ale cercetarilor similare efecuate la nivel international. La final au fost trasate cinci concluzii,
care demonstreaza realizarea completd a obiectivelor si atingerea scopului propus, fiind propuse
si un set de recomandari in vederea combaterii fenomenului RAM.



La etapa a treia s-a realizat diseminarea rezultatelor prin diverse lucrari, inclusiv articole n
reviste stiintifice nationale si internationale, teze si participdri active cu prezentare sau poster la
foruri stiintifice nationale si internationale, un ghid, o indicatie metodica, o brosura.

2.2. Metodele de cercetare

Studiul BGN rezistenti la beta-lactamine a fost unul integral. Pentru realizarea lui au fost
aplicate metode: analitico-descriptive — pentru sinteza surselor bibliografice; analitice — in
procesul de analiza a diferitor metode de determinare a mecanismelor de rezistenta; microbiologice
— 1n scopul detectarii mecanismelor de rezistenta la tulpinile cercetate; epidemiologice — pentru
stabilirea prevalentei grupelor filogenetice de BGN, precum si a enzimelor de rezistenta detectate
la acesti patogeni; statistice — la prelucrarea si analiza statisticd a datelor obtinute in cadrul
cercetarilor.

Metoda microbiologica

Reactia de polimerizare in lant. Confirmarea genotipica a prezentei genelor responsabile de
mecanismele de rezistentd s-a efectuat prin PCR. Testul constd din trei etape: extragerea
materialului genetic din bacterie, amplificarea acestuia si testarea propriu-zisd. Pentru detectarea
prezentei beta-lactamazelor si a carbapenemazelor au fost folositi primeri specifici pentru genele
OXA-48, KPC, VIM, IMP, NDM.

Conform tehnicii PCR, pentru detectarea genelor ce codificd producerea de BLSE si de
carbapenemaze, a fost utilizat un amestec compus din 25 pl de solutie tampon 10X (15 mM
MgCl12), 0,5 U ADN Taq polimeraza (Roche), 200 mm de fiecare dezoxinucleotid trifosfat, 5 pmol
de fiecare primer si 50-100 ng de extract de ADN. Acest test a permis identificarea producerii de
catre aceste microorganisme a enzimelor responsabile de mecanismele de rezistenta la preparatele
antimicrobiene [30].

Tehnica de secventiere a genomului bacterian este metoda de ultima generatie care a permis
identificarea genelor responsabile de prezenta mecanismelor de rezistentd, stabilirea si
identificarea variabilitatii genetice si a mutatiilor aparute In genomul BGN rezistenti la
antimicrobiene.

Acidul nucleic (ADN) a fost izolat din suspensia bacteriana utilizand kitul DNeasy Blood
and Tissue Kit (Qiagen, Germania), conform protocoalelor producatorului. Extractia ADN-ului
genomic a fost realizatd prin tehnologia membranei de silicagel intr-o coloanda de tip spin,
asigurand o purificare de inalti precizie a ADN-ului. In prima etapa a procesului de extractie,
probele au fost lizate cu ajutorul tamponului de liza si al proteinazei K, apoi lizatul a fost transferat
intr-o coloani de centrifugare. In timpul centrifugarii, ADN-ul s-a fixat pe membrana DNeasy, iar
contaminantii si inhibitorii enzimatici au fost indepartati prin doui etape de spalare. In final, ADN-
ul a fost dizolvat cu ajutorul unui tampon de eluare, obtindndu-se un extract gata de utilizare.

Extractele de ADN obtinute au fost ulterior secventiate folosind tehnologia Illumina de
secventiere paired-end a genomului intreg (citiri 2 x 150 pb). Prepararea bibliotecii de ADN a fost
realizatd cu ajutorul kitul Nextera XT (Illumina, San Diego, CA, SUA), ulilizdnd cate 1 ng de
ADN genomic.

In timpul acestui proces, ADN-ul genomic a fost fragmentat si etichetat cu secvente
adaptoare (indexare). Ulterior, ADN-ul marcat a fost amplificat prin reactie PCR, apoi purificat
utilizand perlele AMPure XP. Bibliotecile pregatite au fost cuantificate folosind fluorometrul
Qubit 4, prin adaugarea a 2 pl din fiecare proba de ADN la 198 pl de solutie de lucru, urmata de
evaluarea concentratiei de ADN din fiecare proba. Bibliotecile pregatite pentru secventiere au fost
normalizate la o concentratiel nM si reunite intr-un singur tub. Biblioteca combinata a fost diluata
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si denaturata inainte de incarcarea in platforma de secventiere NextSeq, utilizand kitul NextSeq
500/550 v2.5 Kits (300 cycles).

Analiza bioinformaticd a rezultatelor secventierii genomului bacteriilor cercetate a fost
realizata utilizand serviciile Centrului pentru Epidemiologie Genomica
(https://www.genomicepidemiology.org/services/). Instrumentul ResFinder versiunea 4.6.0 de la

serverul Centrului pentru Epidemiologie Genomica (https://genepi.food.dtu.dk/restinder) a fost
utilizat pentru interpretarea rezultatelor secventierii si detectarea genelor de rezistenta
antimicrobiand si a pozitiei lor specifice in genomul bacterian. Cdutarea plasmidelor a fost
efectuata utilizand PlasmidFinder versiunea 2.1 (https://cge.food.dtu.dk/services/PlasmidFinder/).
MLST versiunea 2.0 (https://cge.food.dtu.dk/services/MLST/) a fost utilizatd pentru a detecta
Multilocus Sequence Typing (MLST) pentru fiecare izolat. Pentru a construi arbori filogenetici
din datele obtinute, s-a utilizat CSI Phylogeny 1.4
(https://cge.food.dtu.dk/services/CSIPhylogeny/). Genomii de referintd au fost K. pneumoniae
ST395, E. coli ST131, P. aeruginosa ST235 si A. baumannii ST2063. Fisierul de date a fost
vizualizat si gestionat folosind instrumentul online iTOL (https:/itol.embl.de/). Pentru
determinarea tulpinilor hipervirulente a fost utilizat instrumentul Kleborate oferit de
PathogenWatch (https://pathogen.watch/).
2.3. Prelucrarea matematico-statistica a datelor

Datele au fost procesate automat utilizind programele open-source RStudio, versiunea
2024.09.1+394 (https://www.rstudio.com/), si Python, versiunea 3.12.3
(https://www.python.org/). Aceste instrumente moderne, recunoscute in comunitatea academica si

de cercetare, au permis o analiza riguroasa, eficientd si complet reproductibild a setului de date.
Alegerea lor a fost esentiald pentru asigurarea transparentei procesului analitic, validitatii
analiza datelor sunt disponibile si pot fi furnizate la cerere, facilitdnd verificarea rezultatelor si
integrarea metodologiei in cercetarile similare pe viitor.

Pentru variabilele categoriale, au fost calculate frecventele absolute si relative, nsotite de
intervale de incredere de 95% pentru estimarea proportiilor. Aceastd abordare a permis o
caracterizare statistica solidd a distributiei datelor in cadrul fiecdrei categorii. Reprezentarea
vizuald a fost realizatd prin diagrame cu bare (barplot) sau diagrame cu bare fata-in-fata (back-to-
back barplot) facilitand interpretarea clard si comparabila a distributiei categoriilor si a diferentelor
intre grupuri.

Pentru testarea ipotezelor asociate variabilelor categoriale, s-a aplicat testul Chi-pétrat al lui
Pearson. Indiferent de dimensiunea esantioanelor sau distributia frecventelor, varianta cu simulare
Monte Carlo a fost utilizatd, generand 100.000 de esantioane aleatorii pentru o estimare robusta a
valorii p. Aceastd metoda a fost preferata pentru a garanta validitatea testarii statistice, chiar si in
conditii de frecvente reduse sau dezechilibru intre categorii.

Toate analizele statistice au fost efectuate cu pragul de semnificatie statistica de 0,05.
Interpretarea rezultatelor s-a realizat in functie de acest prag: valorile p mai mici de 0,05 au fost
considerate semnificative statistic. Semnificatia practicd si relevanta clinicd a diferentelor
observate au fost analizate suplimentar, tindnd cont de contextul specific al studiului, amplitudinea
efectelor identificate si potentialul impact asupra deciziilor de sandtate publica si interventiilor
clinice.
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https://cge.food.dtu.dk/services/MLST/
https://cge.food.dtu.dk/services/CSIPhylogeny/
https://itol.embl.de/
https://pathogen.watch/
https://www.rstudio.com/
https://www.python.org/

3. DISTRIBUTIA BACILILOR GRAM-NEGATIVI SI PROFILURILE DE
REZISTENTA LA ANTIMICROBIENE
3.1. Diversitatea si prevalenta speciilor de BGN izolati din biosubstraturile clinice

Evaluarea diversitatii speciilor de BGN izolati din prelevatele clinice colectate de catre
laboratoarele din cadrul Sistemului de Supraveghere Epidemiologicd a Rezistentei la
Antimicrobiene 1n perioada anilor 2020-2023, a scos in evidenta specia K. pneumoniae, fiind cea
mai frecvent izolata specie, cu o pondere de 47,1 % (Ii95 % 45,2-49,5), urmata de E. coli — cu 42,9
% (Ii95 % 41,0-45,3), A. baumannii — cu 7,4 % (Ii95 % 5,3-9,6) si P. aeruginosa — izalata in 2,7
% (1195 % 0,1-4,4) cazuri de infectie.

Din totalul tulpinilor de E. coli si de K. pneumoniae cercetate, cea mai mare rata de izolare
s-a inregistrat in sectia de terapie intensiva — 41,3 % (1195 %, 39,5-43,1), urmata de sectiile boli
interne — 18,2 % (1195 %, 16,8-19,6), urologie — 13,4 % (1195 %, 12,1-14,7) si chirurgie — 6,3 %
(1195 %, 5,4-7,2).

Tulpinile de P. aeruginosa si A. baumannii au prevalat In probele colectate de la pacientii
din sectia de terapie intensivd cu o pondere de 76,5 % (I195 %, 67,3-85,8) din tulpinile izolate,
urmati de sectia terapie intensiva pediatrici — 9,9 % (1195 %, 3,4-16,4) si chirurgie — 6,2 % (1195
%, 0,9-11,4).

3.2. Profilurile de rezistenta la antimicrobiene ale izolatelor cercetate

Analiza profilurilor de rezistenta la antibiotice ale tulpinilor de E. coli incluse in cercetare a
aratat ca din cele 1306 de tulpini testate 57,0 % (Ii95 %, 48,3-66,5) au fost rezistente la preparatele
din grupul penicilinelor, 61,8 % (1195 %, 49,3-68,5) au prezentat rezistenti la cefalosporine si doar
2,1% (1195%, 0,1-4,5) - la carbapeneme, 72,1 % (1195 %, 64,3-81,5) — la fluorchinolone, 32,2 %
(1195 %, 24,8-40,2) — la aminoglicozide si 3,0 % (1195 %, 1,3-5,1) — la colistina.

Printre tulpinile MDR, 42,1 % (I195 %, 36,3-49,7) au fost tulpini de E. coli care au prezentat
rezistentd concomitent la trei sau la mai multe grupe de preparate antimicrobiene, inclusiv 1,4 %
(Ii95 %, 0,2-2,1) au manifestat o rezistentd extinsa, fiind rezistente la toate antibioticele testate, cu
exceptia colistinei, iar 0,3 % (If95 %, 0,0-1,9) din tulpini au fost rezistente la toate antibioticele
testate fara exceptii, deci s-au dovedit a fi panrezistente.

Cele mai multe tulpini de K. pneumoniae — 93,9 % (1195 %, 85,3-98,9) — au fost rezistente
la cefalosporine si la fluorchinolone, 81,5 % (Ii95 %, 76,1-89,6,5) — la aminoglicozide, 51,1 %
(1195 %, 43,8-58,6) — la carbapeneme si 15,0 % (1195 %, 8,7-23,4) — la colistina (figura 1).
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Figura 1. Rezistenta speciilor de BGN cercetate la unele grupe de preparate
antimicrobiene

Tulpinile de K. pneumoniae MDR au constituit peste 70,0 % (1195 %, 63,4-76,9), prezentand
rezistentd combinata la peniciline, la cefalosporine, la aminoglicozide si la fluorchinolone. XDR
au prezenta 47,0 % (Ii95 %, 40,3-55,6) din tulpinile de K. pneumoniae izolate, iar PDR, adica
rezistenta absoluta la toate preparatele antimicrobiene, a fost detectatd la 13,7 % (Ii95%, 6,2-20,3)
din izolatele acestei specii.

P. aeruginosa a inregistrat indici ai rezistentei de 70,4 % (Ii95 %, 63,8-77,6) la carbapeneme,
69,1 % (Ii95 %, 61,3-75,4) — la cefalosporine si tot atatea la fluorchinolone, 68,3 % (Ii95%, 58,3-
76,5) - la peniciline, 54,3 % (Ii95 %, 46,4-62,2) — la aminoglicozide si 12,3 % (Ii95 %, 8,7-18,1)
— la colistina (figura 35). MDR s-au dovedit a fi 66,7 % (I195%, 58,8-76,5) din tulpinile de P.
aeruginosa, XDR — 49,4 % (1195 %, 38,3-56,5) si PDR — 12,3 % (1195 %, 8,8-16,3).

Specia A. baumannii devine tot mai rezistentd la grupele de antimicrobiene utilizate si practic
nu lasd solutii terapeutice pentru infectiile pe care le determina, de obicei in forme grave. Din
tulpinile de A. baumannii analizate 1n acest studiu, 99,6 % (Ii95 %, 95,4-100) au fost rezistente la
fluorchinolonele, 89,3 % (1195 %, 83,6-92,3) — la aminoglicozide, iar 88,4 % (1195 %, 84,7-96,5)
au prezentat rezistenta la preparatele de ultima linie. In studiul nostru, 8,4 % (If95 %, 2,3-12,8)
din izolatele de 4. baumannii au maniestat rezistentd fatd de colistind. Majoritatea tulpinilor
analizate de A. baumannii au fost MDR (99,1 % - 1195 %, 98,8-99,9), iar panrezistente — 8,4 %
(1195 %, 1,5-14,6).

Analiza mecanismelor de rezistenta detectate la BGN prin diferite metode

TSA a servit drept screening pentru producerea de BLSE si de carbapenemaze. Analiza
antibiogramei a scos in evidenta tulpinile suspecte la producerea enzimelor de rezistenti. in
procesul de analiza au fost suspectate tulpini care au dezvoltat doua si mai multe mecanisme de
rezistentd concomitent.

Prin DDST a fost confirmatd rezistenta la peniciline doar a 2,7 % (IT95 %, 1,5-3,8) din
1zolatele de E. coli suspectate de producerea B-lactamazei de tip AmpC.

Din cele 1271 de tulpini de K. pneumoniae rezistente la peniciline si suspecte la producerea
de AmpC, prin DDST au fost confirmate doar 2,2 % (Ii95%, 1,4-3,0).

Izolatele rezistente la cefalosporine si suspecte la producerea de BLSE au fost testate prin
trei teste fenotipice. In cazul metodei culturale, 90,1 % (Ii95 %, 88,0-92,0) din izolatele de E. coli
au format pe mediul cromogen colonii de culoare roza sau violeta, confirmand astfel producerea
de BLSE. Din coloniile de K. pneumoniae rezistente la cefalosporine, 45,1 % (Ii95 %, 39,0-44,0)
s-au dovedit a fi producatoare de BLSE, formand pe acest mediu colonii de culoare albastra.

DDST a confirmat ci 90,0 % (1195 %, 88,0-92,0) din tulpinile de E. coli rezistente la
cefalosporine si 36,6 % (Ii95 %, 34,0-39,0) din tulpinile de K. pneumoniae rezistente la
cefalosporine sunt producatoare de BLSE.

Testul discurilor combinate a confirmat producerea de BLSE de catre 90,3 % (If95 %, 88,0-
92,0%) din tulpinile de E.coli rezistente la cefalosporine, adica cu o mica diferenta fata de testele
mentionate mai sus, si de citre 37,5 % (I195 %, 35,0-40,0) din tulpinile de K. pneumoniae
rezistente la cefalosporine.

Rezultatele acestor trei teste fenotipice demonstreaza ca majoritatea tulpinilor de E. coli sunt
rezistente la cefalosporine datoritd capacititii de producere a BLSE. In cazul K. pneumoniae,
producerea de BLSE a fost confirmatd pentru mai putin de jumatate din tulpini, deci la baza
rezistentei lor la cefalosporine stau alte mecanisme de rezistenta.
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Confirmarea tulpinilor producatoare de carbapenemaze s-a realizat prin metoda PCR. Astfel,
in cazul speciei E. coli a prevalat gena codificatoare pentru oxacilinazd OXA-48 care a fost
detectata la 34,9 % (Ii95 %, 29,5-38,8) din izolatele suspecte la producerea de carbapenemaze,
umati de gena blaNDM — cu 23,3 % (1195 %, 20,4-26,5) , blaKPC — cu 14,0 % (1195 %, 10,6-
17,0), blaVIM —cu 12,8 % (1195 %, 8,3-15,7) si blaIMP —cu 10,5 % (1195 %, 5,8-13,2) din tulpinile
suspecte la producerea de carbapenemaze.

La specia K. pneumoniae cel mai frecvent a fost detectata de asemenea enzima OXA-48 cu
o pondere de 64,8 % (1195 %, 61,1-66,5) din izolatele suspecte la producerea de carbapenemaze,
urmati de enzima NDM — cu 44,0 % (1195 %, 39,9-49,5), enzima KPC — cu 15,4 % (1195 %, 10,3-
19,4), enzima IMP — cu 2,6 % (1195 %, 0,8-4,5) si enzima VIM — cu 2.,5% (1195%, 0,6-5,7) din
tulpinile suspecte la producerea de carbapenemaze.

Prevalenta genelor de rezistenta detectate la izolatele de P. aeruginosa a fost diferita fata de
speciile E. coli si K. pneumoniae, cel mai frecvent fiind identificatd gena h/laNDM cu o pondere
de 42,0 % (1195 %, 38,3-48.4), urmata de gena blaOXA-48 — cu 37,0 % (1195 %, 32,5-41,6), gena
blaKPC — cu 23,5 % (1195 %, 18,1-26,2) si gena blaVIM — cu 16,0 % (1195 %, 11,3-21,6) din
tulpinile suspecte la producerea de carbapenemaze. Gena blaIMP nu a fost detectatd la nici o
tulpind de P. aeruginosa prin testul PCR (figura 2).
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Figura 2. Spectrul enzimelor de rezistenta detectate prin PCR la izolatele de E. coli, de K.
pneumoniae

Pentru A. baumannii este caracteristic un spectru de enzime de rezistenta diferit fatd de
celelalte specii cercetate. Din genele codificatoare de enzime de rezistentd, la tulpinile cercetate
de A. baumannii au fost identificate blaOXA-23, blaOXA-40 si blaOXA-58. Astfel, din cele 214
izolate de A. baumannii suspecte la producerea de carbapenemaze, 84,6 % (Ii95 %, 82,7-86,5) au
fost confirmate, cel mai frecvent fiind inregistrate izolate producitoare de OXA-23 — 43,5 % (1195
%, 38,9-46,5) din tulpinile suspecte, urmate de izolatele producatoare de OXA-40 — cu 41,1 %
(1195 %, 37,8,3-44,9) si de cele producitoare de OXA-58 — cu 7,5 % (II95 %, 5,4-9,6).
3.3. Sensibilitatea si specificitatea testelor utilizate pentru detectarea mecanismelor de
rezistenta la antimicrobiene
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Evaluarea testelor utilizate pentru determinarea mecanismelor de rezistentd la
antimicrobiene a BGN inclusi 1n cercetare s-a realizat in baza sensibilitatii si specificitatii.

Pentru detectarea BLSE la E. coli si la K. pneumoniae au fost utilizate metodele fenotipice:
DDST, testul discurilor combinate, mediul cromogen CHROMagar™ ESBL si E-Test.
Performanta metodelor de detectare a BLSE a fost evaluata folosind metoda E-Test ca standard de
aur, fiind o metodd comparativ mai sensibild, fiabild si adecvata.

Din cele trei teste fenotipice, testul discurilor combinate a demonstrat cea mai mare
sensibilitate si specificitate. Compararea testului discurilor combinate cu celelalte metode pentru
cea mai mare ratd de acuratete nu a aratat o diferentd semnificativd din punct de vedere statistic
intre rezultate (p=0,207).
aratat cele mai mari valori pentru testul imunocromatografic. Sensibilitatea si specificitatea acestui
test au constituit 86,2 % (I 95%, 84,0-88,2) si, respectiv 91,7 % (I 95%, 88,7-93.9), cu o diferenta
semnificativa din punct de vedere statistic comparativ cu testul CarbaNP (p=<0,001) si MAST
CarbaPACE (p=<0,001).

Rezultatele evaludrii performantei testului imunocromatografic in detectarea tipului de
enzima de rezistentd sunt prezentate in tabelul 1.

Tabelul 1. Performanta testului imunocromatografic in detectarea tipului de enzima de

rezistenta
Rezultat Nr.
pozitive/ Sensibilitatea Specificitatea
nr. total| ¥ AN | FP o FN (11 95%) (11 95%)
testate
OXA-48 593/722 593 457 85 122 82,1% (80,0- | 84,3% (81,0-
85,5) 87,1)
OXA-23 85/93 85 110 11 8 91,4% (83,9-| 90,0% (83,5-
95,6) 94.2)
KPC 68/187 68 1041 | 18 119 36,4% (29,8-| 98,3% (97,3-
43.5) 98,9)
NDM 279/499 279 733 29 220 55,9% (51,5- | 96,2% (94,6-
60,2) 97,3)
VIM 20/48 20 1132 | 8 28 41,7%  (28,8- | 99,3% (98,6-
55,7) 99,6)
IMP 3/35 3 1124 | 26 32 8,6% (3,0- | 97,7% (96,7-
22,4) 98,5)

AP-adevarat pozitive; AN-adevarat negative; FP-fals pozitive; FN-fals negative; DDST-test de
sinergie cu dublu disc.

Testul imunocromatografic a detectat 82,1 % (1195 %, 80,0-85,5) de tulpini producitoare de
OXA-48, 91,4 % (1195 %, 83,9-95,6) — de OXA-23, 36,4 % (1195 %, 29,8-43,5) — de KPC, 55,9 %
(1195 %, 51,7-60,2) — de NDM, 41,7 % (1i95 %, 28,8-55,7) — de VIM si 8,6 % (1195 %, 3,0-22,4)
— de IMP.

Acest test, conform rezultatelor obtinute, a avut sensibilitate si specificitate inalta pentru
enzimele OXA-23 si OXA-48, pentru celelalte enzime demonstrand doar specificitati inalte, iar In
detectarea tulpinilor producatoare de KPC, VIM si IMP a intampinat dificultdti. Testul a
demonstrat o concordanta moderata in raport cu PCR pentru enzima NDM.
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4. GENOTIPURI SI GRUPURI FILOGENETICE ALE BACILILOR GRAMNEGATIVI
MULTIREZISTENTI LA ANTIMICROBIENE
4.1. Diversitatea genelor de rezistenta si caracteristica MLTS a bacililor gramnegativi
rezistenti la antimicrobiene

Tulpinile secventiate In cadrul studiului au fost selectate in baza Protocolullui de studiu
ECDC pentru supravegherea genomica a enterobacteriaceelor rezistente la carbapenem si/sau
colistind la nivelul UE, versiunea 2.0p, 2018. Acesta prevede colectarea primelor 10 izolate
bacteriene consecutive neduplicate, din probe clinice colectate in scopuri diagnostice (sange, LCR,
urind, sputa si secretii din plagi). Pentru fiecare set de 10 izolate rezistente a urmat selectarea unei
tulpini de aceeasi specie sensibila la carbapeneme [26].

La nivel regional tulpinile au fost testate privind rezistenta la preparatele antimicrobiene,
ulterior fiind trimise spre confirmare Laboratorului National de Referintd in RAM, din cadrul
ANSP. Dupa confirmarea rezistentei la antimicrobiene si a mecanismelor de rezistenta, tulpinile
insotite de metadatele (date clinice, epidemiologice, microbiologice) au fost trimise Centrului de
Epidemiologie Genomica al Universitatii Tehnice din Danemarca pentru secventiere si analiza.

Klebsiella pneumoniae

Pentru caracteristica filogenetica a speciei K. pneumoniae au fost analizate 99 tulpini izolate
din sange si din LCR, manifestand fenotipic rezistentd multipla la grupele de preparate
antimicrobiene.

In rezultatul analizei filogenetice, utilizind platforme bioinformatice, a fost constatat faptul
ca toate tulpinile analizate apartin la 16 ST diferite si au un profil alelic familiar reprezentat in
baza de date Center for Genomic Epidemiology — MLST (Multi-Locus Sequence Typing).

Analiza bioinformaticd a evidentiat predominarea secventei ST395 la 56 tulpini de K.
pneumoniae, ST377 —1a 12 tulpini, ST23 —1a 5 tulpini, ST11 — la 4 tuplini, ST1026 — 1a 4 tulpini.
Au fost identificate si izolate unice cu tipul de secventa ST14, ST15, ST25, ST37, ST101, ST147,
ST370, ST380, ST405, ST1037, ST6381.

Trebuie mentionat faptul cd genele ST23, responsabile pentru hipervirulenta tulpinilor de K.
pneumoniae izolate din sange, au fost detectate in cinci izolate. Beta-lactamazele de tip CTX-M
(blaCTX-M-55), OXA (blaOXA-1, blaOXA-48), blaTEM (blaTEM-1B), blaSHV (blaSHV-45)
st blaLAP (blaLAP-2) au fost identificate in tulpinile hipervirulente de K. pneumoniae.

In baza rezultatelor secventierii genomului a fost construit arborele filogenetic al K.
pneumoniae ST395 cu cel mai frecvent intalnite ST pe teritoriul tarii (figura 3).

Rezultatele analizei arborelui filogenetic al K. pneumoniae ST395 indicd eterogenitatea
tulpinilor studiate si prezenta tulpinilor cu secvente de nucleotide genetic similare.

In arezultatul analizei datelor de secventiere a fost constatata si o legiturd epidemiologica
intre izolatele cercetate. Astfel, toate tulpinile cu secventa ST395 au fost divizate in douad clustere.
Clusterul I a inclus 32 de izolate cu structurd genomica similara, iar clusterul II a reunit 23 de
izolate distribuite in mai multe subclustere. Tulpina izolata in laboratorul microbiologic al ANSP-
2023-1030751, marcata in culoare verde, nu apartine nici unuia din aceste clustere, respectiv nu
existenta nici o legatura epidemiologica cu celelalte izolate reprezentate pe figura 9.

In urma analizei procesului de aparitie a izolatelor din clusterul I in diferite spitale din
republica s-a constatat cd primele izolate invazive au aparut in anul 2020 in cadrul spitalului de
nivel republican MDO15A 1in sectia de terapie intensiva (1030710, 1030711, 1030715, 1030716).
In urmitorul an, ST395 s-a extins si, pe langi institutia mentionata, tulpini de K. pneumoniae
ST395, care fac parte din acelasi cluster, au fost identificate spitalul de nivel tertiar MDO14A
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(1030722, 1030723, 1030724, 1030736) in sectia de terapie intensiva si in alte sectii de profil
terapeutic.

Scala arborelui: 0,1

ST Spital
B W Mpoor
| BT I Mooz
[ RE [l Moot
| X W mpois
| 3 [[] mpoie
| Y B moor7
[ o W Mooz
| REY [ mpors
o [l voow
E

B 380

W 3

|55} 405

[ 102

B s

B s

Figura 3. Analiza filogenetica a K. pneumoniae ST395 (iTOL)

In anul 2022, aceste izolate au fost identificate in sectiile de terapie intensiva ale altor douz
institutii de nivel secundar: MDO13A (1030750, 1030759, 1030757) st MDO16A (1030767).

In anul 2023, deja mai multe tulpini din cadrul primului cluster ST395 au fost izolate din
sange si urind in institutii medicale municipale: MDO13A (1030839, 1030810, 1030812, 1030838,
1030837, 1030831, 1030836 — izolate din sange, 1030805— izolata din urind), MDO16A sectia
terapie intensiva (1030828, 1030840 — izolate din sange, 1030785 — izolata din urind), sectia
obstetricd si ginecologie (1030850 izolatd din urind); republicane: MDO14A sectia terapie
intensiva (1030819 — izolata din urind), MDO15A sectia terapie intensiva (1030780 — izolata din
urind) si ambultator din cadrul unei institutii raionale Rascani (1030807— izolata din urind).

Primul izolat invaziv, din cele 23 tulpini de K. pneumoniae ST395 din cel de-al doilea cluster
a fost identificat in anul 2021 intr-o institutie medicala de nivel tertiar — MD021A (1030719).
Izolate invazive au fost raportate si de catre institutiile medicale MDO014A (1030725, 1030726,
1030727), MDO15A, sectia terapie intensiva (1030729, 1030737), MDO16A, sectia terapie
intensiva (1030731) si sectia medicina internd (1030732).

in anul 2022, tulpini din al doilea cluster s-au inregistrat in institutiile MDO13A, in sectia de
terapie intensiva (1030751), sectia medicind internd (1030758), precum si In sectiile terapie
intensiva ale institutiilor medicale MDO14A (1030764) si MDO15A (1030745).

In anul 2023, numarul izolatelor din acest cluster s-a extins, ajungand la 11 izolate, fiind
identificate in institutiile MDO13A, in sectia de terapie intensiva (1030846 izolata din sange) si
sectia urologie (1030820 izolatd din urind); MDO16A (1030832 izolatd din urind), in sectia
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medicina internd; MDO14A (1030809, 1030827 izolate din sange), in sectia terapie intensiva;
MDO15A, in sectia terapie intensiva (1030845 izolatd din sange) si sectia urologie (1030845
izolata din urind). Doud izolate din urind au fost identificate in institutii de tip ambulator (1030789,
1030823), ceea ce demonstreaza raspandirea tulpinii si in alte institutii medico-sanitare de pe
teritoriul tarii. O tulpind invaziva de K. pneumoniae ST395 nu a fost inclusa 1n nici un cluster,
aceasta fiind izolata in anul 2022 in spitalul de nivel tertiar MDO14A, intr-o sectie de profil
terapeutic .

Escherichia coli

Din 19 izolate secventiate de E. coli au fost evidentiate noua tipuri diferite de ST care au
exprimat frecvente diferite, predominanta si heterogenitate alelicd masiva. Eterogenitatea genetica
a izolatelor de E. coli poate fi explicata prin gradul ridicat de modificare genetica a acestei specii
si prin posibilitatea transferului orizontal al genelor de virulenta si de rezistenta la antibiotice in
populatiile bacteriene care colonizeaza corpul uman.

Toate izolatele de E. coli au fost clasificate Tn noua ST-uri distincte pe baza analizet MLST
din secventele genomului (figura 4).
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Figura 4. Arborele filogenetic al tulpinilor de E. coli construit in baza secventelor de
nucleotide asamblate dupa profilul MLST (MLST, iTOL)

Cele mai comune si predominante ST la izolatele de E. coli au fost ST131 (n=9), ST405 (n
= 2). Celelalte tipuri de ST au fost gasite intr-un singur izolat. Cel mai frecvent intdlnit in
Republica Moldova a fost tipul ST131, care reprezinta 50 % din toate izolatele de E. coli
investigate, ceea ce se refera la predominanta genotipicd. Acest fapt poate fi explicat prin
endemicitatea pe scard largd a acestor ST 1n randul tulpinilor izolate din probele colectate de la
pacientii internati in spitale.

In urma analizei filogenetice a tipurilor de secventa detectate la E. coli au fost acestea au
fost separate in doud grupuri: clusterul I care a inclus E. coli ST131 si clusterul II care reuneste
toate celelalte ST-uri. Clusterul II este format din doud subgrupuri: la, care include trei ST-uri
(ST1193, ST127, ST73) si Ib cu alte doua subgrupuri: 1Ib-1 (ST405) si 1Ib-2 (ST410, ST99,
ST2368, ST10).

In baza rezultatelor secventierii genomului, a fost construit arborele filogenetic pentru
clusterul I, care a inclus de E. coli ST131, cel mai frecvent intalnit in teritoriul tarii (figura 5).
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Figura 5. Analiza filogenetica a izolatelor de E. coli bazata pe tiparea secventei multilocus
a intregului genom (MLST, iTOL)

Analiza filogenetica a izolatelor de E. coli a permis urmadrirea raspandirii tulpinilor prin
institutiile medicale din tara. Astfel, primul izolat de E. coli ST131 a fost depistat in anul 2021, in
cadrul IMSP MDO14A, sectia de terapie intensiva, in 2022 alte doua tulpini ST131 au fost izolate
intr-un alt spital de nivel tertiar (MDO15A). In anul 2023, astfel de izolate au fost identificate in
sectiile de terapie intensiva ale altor 3 institutii medicale din tara: MDO14A — 1 tulpina, MD022A
— 2 tulpini, MDO16A — 2 tulpini

Tiparea izolatelor de E. coli obtinute prin secventierea genomului si analiza prezentei
genelor de rezistenta

Toate 1zolatele de E. coli au fost investigate si analizate la rezistenta antimicrobiana prin
analiza bioinformatica a grupelor de preparate antimicrobiene incluse in studiu: aminoglicozide,
beta-lactame, macrolide, sulfonamide, tetracicline, trimethoprime (figura 6). Pe cartograma
respectiva, culoarea rosie indicd prezenta genelor de rezistenta, iar culoarea verde marcheaza
absenta lor.

In secventele genomilor analizati au fost detectate 30 de gene de rezistentd antimicrobiana
dobandite din sase clase diferite.

Din familia genei de rezistentd antimicrobiana dobandita CTX-M, gena blaCTX-M-15 a fost
gdsita in sase izolate, gena blaCTX-M-27 —in 14 izolate, iar gena blaCTX-M-55 a fost identificata
aproape 1n toate izolatele (sase izolate).

Gena blaOXA-1 a fost prezentd in genomul a 11 izolate de E. coli, iar genele blaOXA-23

si blaOXA-72 — 1n majoritatea izolatelor secventiate (in 16 probe) si doar un izolat secventiat nu
a prezentat aceasta gena.
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Figura 6. Tiparea izolatelor de E. coli si analiza bioinformatica a genomului (ResFinder,
iTOL)

Din genele codificatoare de B-lactamaze, hlaTEM-1B a fost detectatd in 11 izolate.

In total au fost detectate noud gene de rezistentd asociate aminoglicozidelor. Gena aadA2 a
fost identificata in 13 izolate, genele aadAS, aph(3")-1b si aac(6')-1Ib - in 11 izolate, aac(6')-1b-cr
—1n 12, gena aph(6)-1d — in zece, iar genele aph(3')-1la si ant(3')-la — in cate 14 izolate fiecare.

Gena de rezistenta la macrolide erm(B) a fost intalnita practic in toti genomii analizati, In
timp ce gena mdf(4) nu a fost identificata nici Intr-un izolat.

Gena de rezistenta la sulfonamida su// a fost detectatd in genomul a opt tulpini de E. coli,
sul2 —in genomul a 12 tulpini, iar su/3 a fost prezentd in genomul a 16 tulpini.

Din cele patru gene care asigura rezistenta la trimetoprim, gena dfr4/ a fost identificatad in
16 izolate, dfrA12 si dfrA14 - in cate 14 izolate fiecare, iar dfrA17 a fost gasita in genomul a 11
izolate (figura 6).

Acinetobacter baumannii

Secventierea genomului 4. baumannii oferd o perspectiva suplimentard asupra procesului
evolutiv Intr-un grup de izolate, a potentialului de virulenta si a rezistentei la antibiotice. Ca si In
cazul izolatelor mentionate anterior, analiza genomicd a SNP al tulpinilor de A. baumannii, de
asemenea, oferd o corelatie intre tulpinile izolate si permite stabilirea legaturii epidemiologice.
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Pentru evaluarea rezultatelor secventierii intregului genom al tulpinilor de 4. baumannii
izolate din probele clinice ale pacientilor a fost construit un arbore filogenetic din 28 de izolate de
A. baumannii, in baza analizei SNP-urilor (figura 7).
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Figura 7. Arborele filogenetic al tulpinilor de A. baumannii construit pe baza SNP si
asamblate dupa profilul MLST (MLST, iTOL)

Toate izolatele de A. baumannii secventiate si analizate au fost clasate in sase grupe in raport
cu tipul de secventa, fiecare grup constand din mai multe isolate (de la una pana la zece izolate).
Analiza filogenetica MLST a aratat predominanta tipului de secventd ST2063 (detectat in zece
izolate) la tulpinile izolate din biosubstraturile clinice, urmat de tipul ST2839, depistat in cinci
izolate, si ST231, ST1816 detectate 1n cate patru izolate fiecare.

Arborele filogenetic al genomului A. baumannii ilustreaza evolutia si divergenta tipului
secventei pe baza schimbarii genetice, numarului de SNP (polimorfism uninucleotidic) si a
caracteristicilor fenotipice asociate.

S-a observat cd primele izolate de 4. baumannii ST2063 si A. baumannii ST2839 au aparut
initial in doud institutii medicale: MDO15A s1t MDO14A. La finele studiului, analizand arborele
filogenetic s-a constatat cd 4. baumannii cu cele 6 ST-uri au fost izolate din 4 institutii medicale:
MDO14A — 8 tulpini (ST2839 — 5 tulpini, ST1816 — 4 tulpini, ST2018 — 1 tulpind, ST231 — 1
tulpina, ST2063 — 2 tulpini), MDO15A — 11 tulpini (ST2063 — 7 tulpini, ST231 — 3 tulpini, ST1816
— 1 tulpind), MDO16A — 3 tulpini (ST348 — 2 tulpini, ST2063 — 1 tulpina) si o tulpind 4. baumannii
ST348 din institutia medicala MDO17A.

4.2. Elaborarea algoritmului metodologic de detectare a mecanismelor de rezistenta la
antimicrobiene

Analiza eficientei testelor utilizate pentru detectarea BLSE si a carbapenemazelor prin
prisma acuratetii exprimatd prin specificitatea si sensibilitateaa metodei a permis evidentierea
celor mai utile teste in vederea furnizarii rezultatelor corecte, incluse in algoritmul elaborat pe baza
rezultatelor (figura 8), care va servi drept punct de reper pentru medicul clinician in luarea
deciziilor terapeutice.
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Figura 8. Algoritmul de detectare a mecanismelor de rezistenta la antimicrobiene a
BGN

Pentru detectarea BLSE, cea mai mare specificitate si sensibilitate din cele trei metode
fenotipice utilizate a prezentat-o testul discurilor combinate.

Un alt avantaj al acestui test este numarul mare de tulpini care pot fi testate concomitent, dar
si faptul cd este usor accesibil si cost-eficient. Dezavantajul testului consta in timpul prelungit pana
la eliberarea rezultatului.

Dintre testele de screening al tulpinilor producétoare de carbapenemaze evaluate, cea mai
mare sensibilitate si specificitate a avut-o testul imunocromatografic RESIST-5 OKNVI. La acest
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avantaj se adauga timpul relativ scurt pana la obtinerea rezultatelor in cazul tulpinilor producatoare
de carbapenemaze (pana la zece minute). Fiind un test comercial, este accesibil si ca pret.
Metoda PCR, considerata standardul de aur in detectarea RAM, are cateva limitari care
impiedicd implementarea acesteia pe larg laboratoare microbiologice din tard. Pe langa
echipamentul si reactivii costisitori, este necesar un personal specializat si bine instruit.

CONCLUZII GENERALE

1. Evaluarea pattern-urilor de rezistentd a BGN inclusi in studiu (n=3047) a evidentiat nivele de
rezistentd inalte si foarte inalte la antimicrobiene utilizate. 4. baumanni, s-a dovedit a fi
multirezitent In 99,1% (Ii95%, 96,3-100), inclusiv 88,4% (Ii95%, 85,6-93,9) cu rezistenta la
carbapeneme si peste 90% la celelalte grupe de preparate. P. aeruginosa in 70,4% (1195%,
63,6-79,5) au fost rezistente la carbapeneme, K. pneumoniae in 93,9% (Ii95%, 85,6-93,9) - la
cefalosporine si 88,6% (Ii95%, 85,9-94,2) - la peniciline. Nivele de rezistentd statistic
semnifivative mai mari au prezentat izolatele din sange si LCR comparativ cu din urind,
colectate de la pacientii din sectiile de terapie intensiva si chirurgie, iIn comparatie cu celelalte
sectii.

2. Din cele 3047 tulpini de BGN cercetate, la 87,2% (Ii95%, 81,4-92,8) s-a detectat cel putin un
mecanism de rezistentd la preparatele antimicrobiene. Producerea de BLSE a fost confirmata
la 90,3% (Ii 95%, 88,0-92,0%) izolate de E. coli, iar producerea carbapenemazelor cel mai
frecvent a fost detectata la K. pneumoniae — 96,9% (1195%, 95,0-98,0), enzima predominanta
la ambele specii fiind OXA-48. P. aeruginosa cel mai frecvent a fost producitoare de
betalactamaza NDM si 4. baumannii —de OXA-23. Rezistenta semnificativ statistic mai mare
a fost depistata la tulpinile de K. pneumoniae si P. aeruginosa care au produs 2 si 3 tipuri de
carbapenemaze.

3. Analiza arborelui filogenetic a tulpinilor secventiate au evidentiat principalele clustere cu cele
mai frecvente tipuri de secventa la speciile circulante in teritoriul tarii sunt: ST131 1n 47,1%
tulpini de E. coli, ST395 in 56,6% tulpini de K. pneumoniae, ST2063 in 37,0% tulpini de A.
baumannii s1 ST235 in 16,7% tulpini de P. aeruginosa. S-a stabilit raspandirea fenomenului
de rezistentd, initial fiind depistate § tulpini cu tipurile de secventd mentionate in 4 institutii
medicale, 1ar peste 3 ani - 26 tulpini in diferite sectii a 14 institutii medicale din tara.

4. Evaluarea testelor fenotipice montate pentru detectarea mecanismelor de rezistenta, a
demonstrat sensibilitate si specificitate mai mare pentru testul discurilor combinate (99,0% si,
respectiv 98,9%) in detectarea BLSE, fara diferente statistic semnificative fatd de celelalte teste
efectuate (p=>0.001) metoda imunocromatografica (86,2% si, respectiv 91,7%) pentru
detectarea carbapenemazelor, cu o diferentd statistic semnificativd comparativ cu celelalte
teste utilizate (p=<0.001).
Analiza metodelor fenotipice de detectare a mecanismelor de rezistentd, comparativ cu
metodele de biologie moleculard (PCR, secventiere), drept standard de aur a permis elaborarea
algoritmului standardizat cu selectarea celor mai eficiente metode, tinand cont de cost

5. Monitorizarea profilurilor de rezistentdi a BGN implicati in patologia infectioasd este
indispensabild in vederea evaluarii raspandirii RAM si identificarii alternativelor noi in
domeniul terapiei antimicrobiene precum si pentru implementarea masurilor nationale de
reducere a acestui fenomen, ceea ce indicd necesitatea credrii unui sistem eficace de
supraveghere si control.
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RECOMANDARI

1. Colaborarea eficientd intre medicii clinicieni si specialistii de laborator in vederea alegerii
testului potrivit, interpretdrii rezultatelor in scopul ghidarii terapiei antimicrobiene adecvate.

2. Actualizarea si adaptarea ghidurilor si protocoalelor clinice nationale si Imbunatatirea
strategiilor de control a RAM.

3. Implementarea algoritmului de detectare a mecanismelor de rezistentd a BGN nou elaborat n
baza rezultatelor cercetarii in vederea obtinerii unor date de calitate in supravegher a RAM.

4. Monitorizarea tulpinilor hipervirulente si investigarea focarelor de IAAM 1n scopul
determindrii sursei de infectie si transmiterea acetora in cadrul institutiilor medicale.

5. Implementarea programelor de stewardship antimicrobian in institutiile medicosanitare din
tara.

6. Utilizarea datelor obtinute in cadrul cercetarii pentru consolidarea Programului national pentru
supravegherea si combaterea rezistentei antimicrobiene pentru anii 2019-2928, inclusiv
analiza indicatorilor de evaluare a progreselor in domeniu.

SUGESTII PRIVIND CERCETARI DE PERSPECTIVA

1. Cercetarea determinantilor genetici ai infectiilor asociate asistentei medicale prin metode
microbiologice.

2. Impactul economic al infectiilor determinate de BGN rezistenti la antimicrobiene in RM si
perspective.

3. Studierea intregului genom si analiza filogeneticad a BGN (Salmonella spp., E. coli) implicate
in patologia boli diareice acute si dezvolarea focarelor.

4. Evaluarea consumului antimicrobian in institutiile medicale cu corelarea dezvoltarii
mecanismelor de rezistenta a microorganismelor circulante

5. Evaluarea consumului de antimicrobiene in cadrul institutiilor medicale in corelare cu
dezvoltarea microorganismelor multirezistente

6. Determinarea factorilor de virulentd microbiand si predictia evolutiei rezistentei la
antimicrobiene.
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ADNOTARE

La tema tezei de doctor in stiinte medicale a doctorandei Anton Maria: ,,Rezistenta la beta-
lactamine a bacililor Gram-negativi izolati din biosubstrate clinice”.
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Specialitatea 313.02 — Microbiologie, virusologie medicala.

Actualiatate. Rezistenta BGN la antimicrobiene reprezintd una dintre cele mai stringente
probleme de sinitate publici la nivel global. In ultimele doud decenii, patogenii E. coli, K.
pneumoniae, P. aeruginosa si A. baumannii au dezvoltat mecanisme complexe de rezistenta,
incluzand producerea de beta-lactamaze cu spectru extins (ESBL) si carbapenemaze.

Scopul lucrarii: Evaluarea profilurilor de rezistenta la f-lactamine si stabilirea grupurilor
filogenetice ale BGN prioritari cu elaborarea algoritmului metodologic standardizat de detectare a
mecanismelor de rezistenta.

Obiectivele lucrarii: determinarea profilurilor de rezistentd la antimicrobiene ale BGN
izolati din diferite biosubstraturi clinice; caracterizarea molecularda a BLSE si a carbapenemazelor
aferente BGN; analiza comparativa a diferitor tehnici microbiologice de identificare a BGN
rezistenti la beta-lactamine cu dezvoltarea unui algoritm metodologic standardizat; propunerea
de masuri eficiente de prevenire si control a infectiilor cauzate de BGN multirezistenti.

Noutatea si originalitatea stiintifica: S-a realizat un studiu complex prin utilizarea
motodelor de biologie moleculard, care a permis aprecierea si evaluarea pozitiet BGN circulanti
pe teritoriul tarii in arborii filogenetici globali, lucru important pentru argumentarea tendintei
evolutive a rezistentei BGN si argumentarea terapiei empirice la pacientii cu astfel de infectii.

Rezultatele obtinute au stat la baza elaborararii unui algoritm standardizat care urmeaza a fi
implelentat in laboratoarele microbiologice din cadrul retelei de supraveghere a RAM.

Rezultate obtinute: a fost identificat spectrul microbiologic si diversitatea genotipica a
BGN prioritari, inclusiv prevalenta tulpinilor de BGN producétoare de BLSE si de carbapenemaze;
spectrul de enzime la BGN; tipul de secventd predominant pe teritoriul tarii. A fost elaborat un
algoritm standardizat de determinare a markerilor rezistentei si propuse de masuri imbunatatire
pentru supravegherea si controlul RAM bazate pe dovezi

Semnificatia teoretica: Studiul realizat va aduce un aport semnificativ la actualizarea si
metodologiei de determinare a mecanismelor de rezistentd la preparatele antimicrobiene.

Valoarea aplicativa: Rezultatele au fost incluse in programele de invatamant pentru
studenti, rezidenti si medici. De asemenea au fost elaborate materiale utile, inclusiv ghiduri pentru
indrumarea medicilor in activitatea profesionald si pliante informative pentru constientizarea
populatiei despre problema RAM.

Implementarea rezultatelor stiintifice: elaborarea algoritmului de determinare a
mecanismelor de rezistentd la antimicrobiene ale BGN; elaborarea a 3 ghiduri pentru personal
medical si implementarea lor in diferite institutii medicale si o indicatie metodica inclusd in
programul de instruire pentru studenti, rezidenti si in cadrul cursurilor de specializare.

Structura tezei: introducere, patru capitole, concluzii generale si recomandari, bibliografie
(165) titluri, 9 anexe, 65 pagini de text de baza, 14 tabele si 31 figuri. Rezultatele sunt publicate in
28 lucrari stiintifice.

Cuvinte-cheie: bacili Gram-negativi, rezistenta la antimicrobiene, mecanisme de rezistenta,
beta-lactamaze cu spectru extins, carbapenemaze.

ANNOTATION

For the doctoral thesis in medical sciences of the PhD candidate Anton Maria: “Beta-actam
Resistance of Gram-negative Bacilli Isolated from Clinical Biosubstrates.”
Specialty 313.02 — Microbiology, Medical Virology.
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Relevance. Antimicrobial resistance among Gram-negative bacilli (GNB) is one of the most
pressing global public health challenges. Over the past two decades, pathogens such as E. coli, K.
pneumoniae, P. aeruginosa, and A. baumannii have developed complex resistance mechanisms,
including the production of extended-spectrum beta-lactamases (ESBLs) and carbapenemases.

Aim: To evaluate the B-lactam resistance profiles and establish the phylogenetic groups of
priority GNB, with the development of a standardized methodological algorithm for detecting
resistance mechanisms.

Objectives: determination of antimicrobial resistance profiles of GNB isolated from various
clinical biosubstrates; molecular characterization of ESBLs and carbapenemases in GNB;
comparative analysis of different microbiological techniques used to identify beta-lactam—resistant
GNB and development of a standardized methodological algorithm; proposal of effective
measures for the prevention and control of infections caused by resistant GNB.

Scientific novelty and originality: A comprehensive study was carried out using molecular
biology methods, allowing the assessment and positioning of circulating GNB in the country
within global phylogenetic trees—an important aspect for understanding the evolutionary trends
of GNB resistance and justifying empirical therapy in patients with such infections.

The obtained results formed the basis for developing a standardized algorithm to be
implemented in microbiology laboratories within the national AMR surveillance network.

Results obtained: The microbiological spectrum and genotypic diversity of priority GNB
were identified, including the prevalence of ESBL- and carbapenemase-producing strains; the
spectrum of resistance enzymes; and the predominant sequence type circulating in the country. A
standardized algorithm for determining resistance markers was developed, and evidence-based
improvements for AMR surveillance and control were proposed.

Theoretical significance: The study provides a significant contribution to updating and
improving the methodology for determining antimicrobial resistance mechanisms.

Practical value: The results have been included in educational programs for students,
residents, and physicians. Useful materials were developed, including guidelines for assisting
healthcare professionals in their practice and informational leaflets to raise public awareness about
AMR.

Implementation of scientific results: Development of an algorithm for determining
antimicrobial resistance mechanisms in GNB; elaboration of three guidelines for healthcare
personnel and their implementation in various medical institutions; and preparation of a
methodological instruction included in training programs for students, residents, and specialization
courses.

Structure of the thesis: Introduction, four chapters, general conclusions and
recommendations, bibliography (165 titles), 9 appendices, 65 pages of main text, 14 tables, and 31
figures. The results are published in 28 scientific works.

Keywords: Gram-negative bacilli, antimicrobial resistance, resistance mechanisms,
extended-spectrum beta-lactamases, carbapenemases.
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