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Introducere:

Variate tipuri de infectii induse de tulpini apartindnd ordinului Enterobacterales producitoare de
carbapenemaze (CPE) s-au propagat pe plan mondial intr-un ritm alarmant, fiind asociate cu optiuni
terapeutice limitate, cu morbiditate si mortalitate semnificative, ceea ce contribuie la reducerea succesului
medicinii moderne. In plus, date recente subliniazi emergenta rezistentei acestor patogeni la colistin,
ceftazidim-avibactam, meropenem-vaborbactam, plazomicin.

Managementul acestor infectii reprezintd o provocare pentru sistemele de sandtate mondiale si are la
baza diagnosticul microbiologic precis si rapid. Studiile au conturat dificultatea evidentierii diverselor tipuri
de carbapenemaze, alaturi de provocarile tehnice legate de testarea susceptibilitatii la colistin. Conform
ghidurilor internationale, doar metoda de referinta a microdilutiilor (BMD) este acceptata pentru testarea
susceptibilitatii la colistin, dar aceasta este o tehnica pretentioasa, dificil de implementat in activitatea de rutina
a laboratoarelor de microbiologie si nu permite decelarea heterorezistentei la colistin (hRC).

Epidemiologia acestor izolate este in dinamica, substraturile moleculare de rezistenta si markerii de
virulenta sunt intr-o permanenta evolutie, carbapenemazele nefiind in mod exclusiv asociate cu clone definite.

Stuctura tezei de doctorat:

A) Stadiul actual al cunoasterii:
Prezinta principalele aspecte ale subiectului raportat la cele mai recente date din literatura de specialitate.

B) Contributia personala:
Obiectivul general: imbunatatirea calitatii metodelor de diagnostic si supraveghere ale infectiilor cauzate de
CPE inclusiv a celor rezistente la colistin in cadrul laboratorului de microbiologie in concordanta cu
metodologia actuald practicata la nivel international.
Obiective specifice: caracterizarea si supravegherea infectiilor induse de CPE prin metode fenotipice si
moleculare, descrierea caracteristicilor clinice, terapeutice si a evolutiei pacientilor cu izolate CPE, stabilirea
profilului de susceptibilitate la antibiotice ale tulpinilor CPE abordand metode standardizate incluzand BMD
pentru colistin, demonstrarea posibilei inrudiri epidemiologice si a diseminarii clonale ale tulpinilor CPE.

Toate obiectivele propuse au fost atinse prin realizarea a trei studii.

Studiul Nr. 1 a avut ca obiectiv evaluarea epidemiologiei moleculare si a impactului clinic al tulpinilor
CPE izolate de la pacienti spitalizati in vederea obtinerii unei imagini edificatoare referitor la aparitia,
raspandirea, caracteristicile clinice, terapeutice si evolutive. Ipoteza studiului a fost ca nu exista diferenta intre
cele trei grupuri de pacienti diagnosticate cu carbapenemaze de tip metalo-betalactamaza New Delhi (NDM),
Klebsiella pneumoniae carbapenemaza (KPC) si oxacilinaza OXA-48-like.

Studiul Nr. 2 a avut ca obiectiv realizarea unei evaluari comparative a sase metode fenotipice raportate
la BMD si toate discrepantele majore (ME) (rezultatele fals rezistente) obtinute fata de aceasta metoda au fost
evaluate In continuare folosind metoda de analiza a profilului populational (PAP), in vederea obtinerii unui
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algoritm imbunatatit pentru identificarea fiabild si convenabila a izolatelor CPE rezistente la colistin in practica
zilnica.

Studiul Nr. 3 a avut ca obiectiv realizarea unei caracterizari fenotipice si genomice detaliate a 10 tulpini
de K. pneumoniae CPE rezistente la colistin (RC) si a 2 perechi de tulpini hRC (tulpinile parentale alaturi de
mutantii rezistenti corespunzatori), tulpini care au fost colectate de la doua spitale din Romania in perioada
2017 si 2021, pentru a identifica varietatea de substraturi moleculare de RC si hRC, determinantii genetici de
rezistenta la alte clase de antibiotice, confirmarea clonelor circulante cu risc ridicat si a plasmidelor dominante,
impreuna cu explorarea potentialelor optiuni terapeutice, inclusiv noi combinatii de B-lactamine/inhibitori de
B-lactamaze.

Metodologie generala:

Activitatea de cercetare a prezentei teze de doctorat s-a derulat bidirectional in perioada 01.01.2017 -
13.07.2021.

Studiul Nr. 1 s-a desfasurat retrospectiv in perioada 01.01-31.12.2017 in care am inclus toti pacientii
internati consecutiv in Spitalul Judetean de Urgenta ”"Dr. Constantin Opris” Baia Mare care au fost diagnosticati
microbiologic cu tulpini clinice CPE din variate specimene biologice. Au fost incluse toate izolatele clinice CPE
nonduplicat.

Studiul Nr. 2 a inclus 92 tulpini clinice CPE nonduplicat care au fost colectate din Spitalul Judetean de
Urgenta ,Dr. Constantin Opris” Baia Mare (n=60) din ianuarie 2017 pana in aprilie 2021 (o parte din tulpinile
alese fiind analizate si in studiul nr. 1) si de la Spitalul Clinic Judetean de Urgentd Targu Mures (n=32) din
ianuarie 2017 pana in aprilie 2019.

Studiul Nr. 3 a analizat 10 tulpini clinice unice de K. pneumoniae CPE cu RC: 5 selectate de la pacienti
internati in Spitalul Clinic Judetean de Urgenta “Dr. Constantin Opris”, Baia Mare, Romania, Intre ianuarie 2017
si aprilie 2021 si 5 de la pacienti din Spitalul Clinic Judetean de Urgenta Targu Mures, Romania, intre ianuarie
2017 si aprilie 2019. In plus, au fost incluse in studiu si 2 tulpini de K. pneumoniae CPE cu hRC colectate din
aceeasi institutie medicald din Targu Mures, In martie 2019, si mutantii lor corespunzatori cu RC. Aceasta
colectie de tulpini a fost in prealabil caracterizata fenotipic in studiul nr. 2.

Rezultate:

Studiul Nr. 1 a conturat rolul detinut de K. pneumoniae (n=25) ca agentul CPE cel mai frecvent
diagnosticat. Reprezentarea carbapenemazelor tip NDM, KPC si 0XA-48-like a fost aproximativ egala. Am
remarcat conturarea a doi clusteri clonali printre cele 12 tulpini KPC pozitive. Toate izolatele CPE au prezentat
non-susceptibilitate la carbapeneme, cefalosporine, ciprofloxacin. Infectiile de tract respirator (n=16) si
spitalizarea 1n sectia de anestezie terapie intensiva (ATI) (n=14) s-au situat pe primele pozitii. Cea mai
frecventd comorbiditate detectatd a fost insuficienta cardiaci congestivd (n=11). In majoritatea situatiilor
(n=15) a fost adoptata monoterapia. Decesul a survenit la 18 pacienti.

Studiul Nr. 2 a dovedit ca raportat la BMD Micronaut MIC-Strip Colistin, metoda elutiei discurilor de
colistin in bulion (CBDE) si mediul ChromID Colistin R Agar (COLR) au prezentat concordanta categorica (CA)
de 100%. Comparativ cu aceeasi metoda de referintd, discrepanta foarte mare (VMD) (n=15) am decelat-o la
metoda gradient Etest, iar rezultate fals rezistente (n=3) am notat doar pentru Rapid Polymyxin NP Test.
Fenomenul hRC la doua tulpini de K. pneumoniae CPE a fost evidentiat numai prin metoda PAP si Rapid
Polymyxin NP Test.

in studiul Nr. 3 whole-genome sequencing (WGS) a demostrat absenta genelor mcr, dar a evidentiat la
7 tulpini de K. pneumoniae CPE aparitia in gena mgrB a secventelor de insertie (IS) (ISKpn25 sau ISKpn26) cu
rol perturbator. S-au identificat posibile mutatii responsabile de RC si hRC in genele phoP (L4F), phoQ (Q426L,
L26Q, L224Q, Q317K), pmrB (R256G, P95L, T157P, V352E), and crrB (P151S). Izolatele au apartinut liniilor
clonale ST101 (n = 6), ST 147 (n = 5), ST258 (n = 2) si ST307 (n=1). Toate izolatele au detinut plasmidul IncF.
Plasmidele IncL si IncR au fost identificate la toate izolatele OXA-48 pozitive, iar plasmidul IncC a fost prezent
intr-un genom blanpm-1.

Concluzii (generale)
Prin aplicarea complementara a unei game diverse de metode fenotipice, atdt comerciale, cat si de
referinta BMD si PAP, alaturi de tehnici moleculare: pulsed-field gel electrophoresis (PFGE), polymerase chain
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reaction (PCR) si WGS, prezenta lucrare contribuie la optimizarea diagnosticului microbiologic, o0 mai buna
caracterizare a tulpinilor CPE, insotitd de o monitorizare mult mai eficienta a acestor tipuri de infectii pe
teritoriul Romaniei, In acord cu metodologia actuala intrebuintata pe plan mondial.

Tulpinile CPE au detinut un profil multidrug-rezistent (MDR), cu variante terapeutice restanse, iar
mortalitatea In randul pacientilor a fost ridicatd. Monoterapia in infectiile de tract urinar (ITU) cauzate de
izolate CPE s-a dovedit a fi o strategie adecvata. Ceftazidim-avibactamul ramine o optiune terapeutica pentru
izolatele blaxpc-2 si blaoxa-4s. La unele tulpini blakec-2, am constatat emergenta ingrijoratoare a rezistentei la
meropenem-vaborbactam, In absenta unui tratament prealabil cu acest agent antimicrobian nou si promitator.
Imipenem/cilastatin-relebactamul, tigecyclina, gentamicina si trimetoprim-sulfametoxazolul sunt inca agenti
potentiali activi in vitro Impotriva unora dintre agentii patogeni studiati.

Studiul actual pune In lumina provocarile importante legate de diagnosticul fenotipic si genotipic al
tulpinilor CPE care co-exprima hRC. Dintre toate tehnicile fenotipice utilizate, doar Rapid Polymyxin NP Test si
tehnica PAP au avut capacitatea de a decela hRC la tulpini de K. pneumoniae CPE, de aceea sugeram
introducerea in practica de rutina a unui algoritm imbunatatit cu imbinarea tuturor rezultatelor susceptibile
obtinute cu Vitek 2 Compact, Micronaut MIC-Strip, CBDE si COLR agar cu Rapid Polymyxin NP Test.

Tehnica WGS s-a dovedit o strategie inovatoare si promitatoare care a avut capacitatea de a pune in
valoare multitudinea de determinanti de rezistenta la variate clase de antibiotice, aldturi de caracterizarea
plasmidelor, a clonelor circulante, oferind, astfel, date esentiale pentru supravegherea rezistentei la
antimicrobiene. Metoda a evidentiat pe de o parte mutatii recunoscute T157P, R256G, P95L in pmrB sau P151S
in crrB, si pe de altad parte sase mutatii neraportate anterior, prezise ca fiind intolerante de catre instrumentele
bioinformatice: L4F in gena phoP, L224Q, L26Q, Q426L si Q317K in phoQ si V352E in pmrB care ar putea
contribui la producerea RC si a hRC. Substitutia noua si rara L224Q in gena phoQ, a fost interpretata cu efect
potential supresor, deoarece in prezenta unei gene mgrB modificate prin IS a condus la valori ale concentratiei
minime inhibitorii (CMI) scazute la colistin conform BMD.

Tehnicile PFGE si WGS au oferit informatii edificatoare referitor la gradul de inrudire epidemiologica
dintre tulpini si propagarea acestora in mediul intraspitalicesc si/sau interregional (Targu Mures, Baia Mare).
Prin WGS am dovedit diseminarea intraspitaliceasca silentioasa a clonelor ST147 cu hRC (Targu Mures), cu
legaturi stranse cu o alta clona ST147 din Baia Mare.

Originalitatea tezei:

Din cunostintele noastre, principalele elemente de noutate obtinute In urma cercetarilor sunt
urmatoarele:

Studiul nr. 1 reprezinta prima cercetare derulata in Romania care a incercat sa investigheze factorii de
risc semnificativi consacrati asociati cu colonizarea si/sau infectia cu tulpini CPE, datele clinice, evolutia si
tratamentul aplicat cazurilor CPE pozitive.

Studiul nr. 2 este primul care a evaluat comparativ urmatoarea combinatie de teste fenotipice pe tulpini
CPE pentru testarea susceptibilitatii la colistin: Vitek 2 Compact, Micronaut MIC-Strip, metoda gradient Etest
pe Mueller Hinton E agar (MHE), COLR agar, Rapid Polymyxin NP Test si CBDE fati de BMD. In premiera pentru
Romania si, printre putinele studii din literatura internationala de specialitate, cu ajutorul Rapid Polymyxin NP
Test si a tehnicii PAP am reusit sa diagnosticam doua tulpini de K. pneumoniae CPE cu hRC..

in contexul unui numir limitat de astfel de studii din literatura universals, studiul nr. 3 se inscrie ca
prima cercetare romaneasca care s-a axat pe evaluarea determinantilor moleculari de rezistenta la izolate de
K. pneumoniae CPE cu RC si hRC. In premieri a pus in lumina sase mutatii neraportate anterior, prezise ca fiind
intolerante de catre instrumentele bioinformatice, L4F in gena phoP, L224Q, L26Q,, Q317K si Q426L in phoQ si
V352E in pmrB, care ar putea contribui la RC si hRC, cu precizarea ca substitutia noua L224Q ar avea un efect
potential supresor in prezenta unei gene mgrB alterate prin IS.
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