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Abstract:

The aim of our study has consisted in the evaluation of the prevalence and sensitivity to antibiotics of
the ESBL strains from different Enterobacteriaceae genre. The study group has included 630 bacterial
strains producing ESBL, isolated from the samples of the patients hospitalized in the Clinical County
Emergency Hospital of Brasov, between 2008 and 2009.

The detection of multiresistent Enterobacteriaceae strains producing ESBL was based on the synergy
test, done with Oxoid biodiscs (ceftazidime - 30 pg and amoxicillin - clavulanic acid - 30 pg), confirmed
with the VITEK 2 COMPACT automatized system. The testing of sensitivity to antibiotics of the
Enterobacteriaceae strains producing ESBL was done by the difusimetric Kirby-Bauer method and VITEK 2
COMPACT system.

The highest percentage of the ESBL strains was registered in Escherichia coli (46.2%), followed by
Klebsiella sp. (23.2%) and Enterobacter sp. (20.3%). With lower frequencies have been isolated ESBL strains of
Proteus, Serratia, Citrobacter, Morganella. In vitro, the sensitivity to carbapenems was high, while for
aminoglicosides and fluorochinolones there were obtained higher levels of resistence.

Key-words: antibiotic, antimicrobial resistance, carbapenems, ESBL strains.

Introducere pacienti spitalizati, ale caror prevalente cresc

Aparitia tulpinilor de Enterobacteriaceae rapid. [6, 14] Spre deosebire de enzimele
producatoare de ESBL (Extended Spectrum Beta derivate din TEM si SHV, depistate cu preca-
Lactamase = Beta Lactamaze cu Spectru Larg) dere In mediul intraspitalicesc, ESBL de tip
constituie in prezent o ameninfare puternica, din CTX-M s-au raspandit masiv in mediul
punct de vedere al eficacitatii utilizarii antibio- comunitar, in special in cazul speciei Escherichia
ticelor in terapia infectiilor pe care le produc. coli putand fi chiar ,,importate” din comunitati in
Rezistenta la antibioticele uzuale a germenilor structurile spitalicesti. [19] Incd de la inceputul
implicati etiologic in infectii nozocomiale dar si  anilor ’80, au fost descoperite iIn Germania tulpini
comunitare este recunoscutd ca o serioasd ESBL si la speciile Klebsiella pneumoniae si
problemad de sanatate publica, nefiind doar un Serratia marcescens implicate 1n infectii
fenomen observat in laborator ci o cauzd nozocomiale, numarul de tipuri (VEB, GES,
demonstratd a evolutiei clinice nefavorabile a IBC, PER, TLA, SFO, BEL), precum si frec-
pacientilor. [7] venta raportarii fiind in crestere [9,17].

ESBL sunt beta-lactamaze caracterizate Activitatea hidrolitici a ESBL asupra
prin capacitatea de a hidroliza gruparea oximino diferitelor substraturi - peniciline, cefalosporine
a inelului beta-lactamic inactivand astfel peni- sau monobactami - poate fi semnificativ diferita
cilinele, oximino-cefalosporinele (ceftazidima, de la un tip de enzima la alta. Spre exemplu, in
cefotaxima, ceftriaxona, etc.) si monobactamii. mod caracteristic, ESBL de tip TEM si SHV au
In clasificarea moleculard a beta-lactamazelor, actiune hidrolitici mai intensi asupra cefta-
ESBL sunt incadrate in clasa Ambler A iar in zidimei decat asupra cefotaximei, spre deosebire
clasificarea functionala, in grupul Bush-Jacoby- de enzimele de tip CTX-M, la care actiunea este
Medeiros 2be [1]. Majoritatea ESBL au aparut mai mare asupra cefotaximei. Astfel de
prin mutatii punctiforme ale beta-lactamazelor diferente pot face ca bacteriile producatoare de
cu spectru ingust TEM si SHV dar, dupd anul ESBL sa apara in vitro ca sensibile la unii dintre
1995, au aparut variantele CTX-M, mai ales la  agentii antibiotici mai sus mentionati. Reco-
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mandarile CLSI (Clinical and Laboratory
Standards Institute) sunt insd ca tulpinile de
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Klebsiella oxytoca si  Proteus mirabilis
producdtoare de ESBL sd fie raportate ca fiind
rezistente la peniciline, cefalosporine si mono-
bactami, indiferent de datele de susceptibilitate in
vitro. [4] Aceasta recomandare duce la limitari
clasele de agenti terapeutici teoretic ramase
disponibile in tratamentul infectiilor produse de
ESBL fiind combinatiile beta-lactam/inihibitor
de beta-lactamaze, aminoglicozidele, sulfona-
midele, chinolonele si carbapenemele. Alegerea
schemei terapeutice este ingreunatd si de co-
expresia, frecventd la bacteriile ESBL, a
rezistentei la alte clase de antimicrobiene
precum fluorochinolonele, aminoglicozidele,
tetraciclinele (exclusiv  glicilciclinele) sau
trimetoprim  -sulfametoxazolul, impreunda cu
rezistenta la agenti hidrolizati de ESBL. [4]
Fenomenul de co-rezistentd, fie prin alterarea
porinelor, fie prin expresia concomitentd de beta-
lactamaze AmpC, este responsabil si de
ineficacitatea in infectii cu Enterobacteriaceae
producatoare de ESBL a cefamicinelor (cefo-
xitina, cefotetan, cefmetazolul) desi acestea nu
sunt incluse in spectrul lor de actiune. Cu toate
ca unele studii au sugerat o potentiald valoare
terapeuticd a cefamicinelor, In particular a
flomoxefului, aceste date nu au fost ulterior
confirmate. Mai mult decat atat, s-a aratat
ulterior cd expunerea la flomoxef poate induce
rezistenta la cefamicine si co-rezistenta la
carbapeneme. [12, 13]

Intensitatea efectului inhibitorilor de beta-
lactamaze de a inhiba actiunea de hidroliza a
enzimelor ESBL asupra antibioticelor beta-
lactamice este variabila, atat In functie de tipul
de inhibitor cat si de tipul de ESBL. Astfel,
tazobactamul este mai potent decit acidul
clavulanic in inhibarea anumitor ESBL de tip
CTX-M, in timp ce ambii agenti par sd fie mai
potenti decat sulbactamul in inhibarea ESBL de
tip TEM si SHV. [4] Datele clinice referitoare
la eficacitatea combinatiilor betalactam/inihibitor
de beta-lactamaze in infectiile cu bacterii ESBL
sunt limitate. Desi cateva studii cu loturi mai
reduse au raportat evolutii clinice favorabile la
pacienti tratati cu piperacilind/tazobactam,
rezultatele nu au fost reproduse in mod constant
si, In plus, rezistenta in crestere la piperacilind/

tazobactam a Enterobaceriaceae-lor produca-
toare de ESBL 1i limiteaza potentialul
terapeutic. [16]

Proportia de bacterii producatoare de ESBL
rezistente la fluorochinolone este in crestere,
fenomen semnalat inifial la K. pneumoniae si
ulterior la E. coli, procentul de tulpini rezistente
fiind variabil, intre 45 si 95%. Aceasta crestere a
aparut 1n paralel cu detectarea unor mecanisme
de rezistentd mediate plasmidic (proteine qnr),
acetilaze ce inactiveaza fluorochinolonele (aac)
sau sisteme care expulzeaza antibioticul din
bacterie (qepA). [3] Rezistenta la fluoro-
chinolone poate fi pusa in legatura cu raspunsul
terapeutic suboptimal la utilizarea acestora ca
tratament empiric la pacienti cu infectii cu
microorganisme  producdtoare de ESBL.
Sensibilitatea in scadere la fluorochinolone si, in
plus, posibila expunere bactericidd suboptimala
obtinutd prin regimurile de dozare obisnuite
sunt factori care impun reevaluarea utilizarii
acestor agenti 1n tratamentul empiric al
infectiillor cu bacterii ESBL. [18] Existd in
prezent semne de intrebare referitoare la eficienta
fluorochinolonelor in terapia infectiilor severe cu
bacterii ESBL sensibile in vitro comparativ cu
carbapenemele, rezultatele studiilor fiind
deocamdata insuficiente. [20]

Carbapenemele sunt considerate tratamentul
de primad alegere in infectii grave cu bacterii
ESBL. Datele clinice care sa permitd compa-
rarea eficacitatii diferitilor compusi (imipenem/
cilastatind, meropenem, ertapenem $i, mai nou,
doripenem) sunt inca limitate. Ertapenemul pare
sd aiba o susceptibilitate mai mare fata de
mecanismele de rezistentd dezvoltate de
tulpinile de Klebsiella pneumoniae comparativ
cu imipenemul §i cu meropenemul. [8] Desi
rezistenta la carbapeneme a tulpinilor de
Enterobacteriaceae producatoare de ESBL este
inca un fenomen rar intalnit in Europa, astfel de
cazuri au fost deja raportate. [17] Rezistenta la
ertapenem a bacteriilor producédtoare de ESBL a
fost asociatd cu un mecanism dual, pierderea
proteinelor membranare exterioare §i prezenta
acestor enzime. In plus, s-a observat ca, in vivo,
imipenemul poate induce rezistenta la
ertapenem la Escherichia coli CTX-M-2. [11]
Asemenea tulpini, chiar si atunci cand nu sunt
rezistente la imipenem §i meropenem, ar putea
sd nu fie mai fie pe deplin sensibile la nici unul
dintre aceste antibiotice. Utilizarea imipenemului
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si meropenemului in infectii cu specii
producatoare de ESBL cu sensibilitate redusa la
ertapenem  devine astfel o  abordare
problematica. [2]

Tigecilina, prima din clasa de antibiotice
glicilcicline, este unul dintre putinele antibiotice
introduse in ultimii ani, cu actiune asupra E. coli
si K. pneumoniae producitoare de ESBL. In
timp ce datele clinice referitoare la eficacitatea
tigecilinei in infectii produse de microorganisme
producatoare de ESBL sunt limitate, particu-
laritatile farmacocinetice ale acesteia indica
limitari ale utilizarii in infectiile urinare (10-
15% din medicament ajunge sub forma activa in
urind) sau sanguine (concentratii serice posibil
inadecvate datoritd distributiei largi la nivel
tisular). [10]

In conditiile amenintirii permanente a
aparitiei speciilor microbiene multirezistente la
antibiotice, o solutie temporara este reevaluarea
unor agenti antimicrobieni relativ abandonati in
ultimii ani, care au ramas activi asupra speciilor
multirezistente la alte antibiotice, precum
fosfomicina, polimixinele sau nitrofurantoinul.
Fosfomicina, introdusa cu patru decenii Tn urma,
are un mecanism de actiune unic ce implica
inhibarea UDP-N-acetilglucozamin enol-piruvil
transferazei, o enzima catalizatoare a primului
pas al sintezei peretelui celular bacterian.
Datorita acestui mecanism de actiune particular
si structurii sale chimice, fosfomicina pare sa nu
fie supusd efectului diferitelor mecanisme de
multirezistentd la antibiotice. [5] Desi a fost
semnalatd co-transmisia rezistentei la fosfo-
micind si la alte antibiotice, faptul ca rezistenta
la fosfomicina nu este mediata plasmidic, ci mai
degrabd codatd cromozomial, are ca urmare un
nivel scazut de rezistentd incrucisata a
enterobacteriilor ESBL la fosfomicind. [15]
Existd date clinice preliminare conform carora
fosfomicina constituie o optiune terapeutica
validd in terapia infectiilor urinare inferioare
comunitare produse de E. coli producdtoare de
ESBL. Stabilirea valorii fosfomicinei pentru
administrare intravenoasd, disponibila in cateva
tari europene si in Japonia, pentru tratamentul
infectiilor sistemice, impune studii ulterioare.
[5] Polimixinele, precum colistinul sau poli-
mixina B, pastreazd de asemenea activitate
antimicrobiand Tmpotriva microorganismelor
producdatoare de ESBL. Datele clinice
referitoare la utilizarea lor in astfel de infectii

sunt 1nsd limitate. Nitrofurantoinul, desi poate fi
activ in terapia infectiilor urinare necomplicate
produse de germeni patogeni ESBL, utilizarea
sa este limitata datorita aparitiei fenomenului de
rezistenta. [4]

Material si metoda
Scopul studiului a constat in evaluarea

tulpinilor ESBL din diverse de
Enterobacteriaceae.

Lotul de studiu a inclus 630 tulpini
bacteriene producatoare de ESBL izolate din
prelevatele provenind de la pacienti internati in
Spitalul Clinic Judetean de Urgenta din Brasov 1n
perioada 2008-2009.

Identificarea bacteriilor izolate s-a bazat pe
utilizarea testelor biochimice clasice (TSI, SIM,
Urea Agar Base, mediul Simmons cu citrat), a
galeriilor API (Biomerieux, Franta) si a sistemului
automatizat VITEK 2 COMPACT. Detectia
tulpinilor de Enterobacteriaceae producatoare de
ESBL s-a bazat pe testul de sinergie, efectuat cu
microcomprimate Oxoid (ceftazidime - 30 pg si
amoxicilind - acid clavulanic 30 pg), confirmata
cu sistemul automatizat VITEK 2 COMPACT.

.....

genuri

de Enterobacteriaceae producatoare de ESBL a
fost realizatd prin metoda difuzimetrica si VITEK
2 COMPACT. Interpretarea rezultatelor a fost
efectuata in conformitate cu CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute).

Rezultate si discutii

Studiul realizat a fost retrospectiv si s-a
bazat pe date din registrele laboratorului unitétii
sanitare mentionate. Am analizat initial evolutia,
de la un an de studiu la altul, a numarului de
germeni din familia Enterobacteriaceae izolati
precum si a numarului de tulpini producatoare de
ESBL, aga cum rezulta din tabelul 1.

Tulpini bacteriene 2008 | 2009
Nr. tulpini de Enterobacteriaceae | 2734 | 2917
izolate
Nr. tulpini ESBL 220 442
Tabelul 1.

Am analizat in dinamica ponderea tulpinilor
ESBL in cei 2 ani in care s-a desfasurat studiul,
asa cum rezulta din figura 1.
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Ponderea tulpinilor ESBL
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Figura 1

Se poate constata o crestere relativ usoara
a numadrului de tulpini de Enterobacteriaceae
izolate in anul 2009 fata de 2008, in schimb este
semnificativa cea a ponderii tulpinilor ESBL.

Am analizat in continuare care au fost
genurile bacteriene pentru care au fost
identificate tulpini ESBL 1n perioada studiata,
asa cum rezulta din figura 2.

Spectrul tulpinilor ESBL
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Figura 2

Am analizat si variatia spectrului tulpinilor
ESBL de la un an de studiu la altul. Am evaluat
spectrul tulpinilor ESBL depistate in 2008 si
respectiv 2009, asa cum rezulta din tabelul 2.

Ca urmare a studiului efectuat, am analizat
si comportamentul fatd de antibioticele care ar

putea constitui solutii terapeutice pentru
infectiile cu tulpini ESBL de
Enterobacteriaceae.

Figura 5 ilustreazd comportamentul
tulpinilor ESBL care au fost testate la
carbapeneme.

Sensibilitatea tulpinilor ESBL la carbapeneme
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Figura 5

In tabelul 3 sunt consemnate ponderea
tulpinilor ESBL sensibile, intermediar sensibile
si rezistente la carbapenemele analizate.

Genuri/specii Ponderea | Ponderea
bacteriene tulpinilor | tulpinilor
ESBLin | ESBL in
2008 2009
Escherichia coli 47.3% 48.6%
Klebsiella sp. 20.7% 24.4%
Enterobacter sp. 25.4% 17.7%
Proteus sp. 3.5% 4.4%
Serratia sp. 1% 2.7%
Citrobacter sp. 0.5% 0.5%
Morganella sp. 1.6% 0.7%
Tabelul 2.

Genul/ Imipenem Meropenem (Mem) Ertapene
specia (Ipm) m (Etp)
S I | R |[S% |[I| R% S% | IS% | R
% S| % S %
Escheri- 95 - 0.5 99.2 | - 0.8 98.86 - 1.1
chia coli 4
Entero- 100 - - 100 | - - 100 -
bacter sp.
Klebsiella 100 - 98.73 | - 1.27 95 2.5 2.5
sp.
Tabelul 3.

In cazul tulpinilor ESBL din celelalte genuri
izolate, numarul a fost foarte redus, prin urmare nu
se poate face o analizd semnificativd. Au fost
depistate si in aceste situatii tulpini rezistente sau
intermediar sensibile la carbapenemele testate
(Proteus sp. rezistente: imipenem -1, meropenem -
1, ertapenem -1; Proteus sp. intermediar sensi-
bile: ertapenem -1; Morganella species rezisten-
te: imipenem - 1, meropenem -1, ertapenem - 1).

Figura 6 ilustreazd comportamentul
tulpinilor ESBL ce au fost testate la
aminoglicozide.
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Sensibilitatea tulpinilor ESBL la aminoglicozide
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In tabelul 5 sunt consemnate ponderea
tulpinilor ESBL sensibile, intermediar sensibile
si rezistente la fluorochinolonele analizate.

Figura 6

In tabelul 4 sunt consemnate ponderea
tulpinilor ESBL sensibile, intermediar sensibile
si rezistente la aminoglicozidele analizate.

Genul/sp Ciprofloxacin Norfloxacin Acid nalidixic
ecia (Cip) (Nor) (Na)
S% | IS R | S% | IS R S | IS R
% % % % | % %

Escheri- 302 | - | 69.8 | 148 | 0.6 | 84.6 | 8 - 92
chia coli
Entero- 529 (59 |412(203| - [797 12| - | 875
bacter sp. .5
Klebsiella | 59.9 | 5.5 | 34.6 | 6.2 - 1938 4| % 96
sp.

Genul/specia Gentamicina Amikacina (AK)
(Cn)
S% | IS |R% | S% | IS | R%
% %
Escherichia 248 | - | 752 | 85.1 5 9.9
coli
Enterobacter 346 | 1.2 | 642 | 684 | 9.8 | 21.8
sp.
Klebsiella sp. 94 - 6 67.1 | 8.6 | 243
Tabelul 4

In cazul tulpinilor ESBL din celelalte genuri
izolate, numarul a fost foarte redus, prin urmare nu
se poate face o analizd semnificativd. Au fost
depistate si in aceste situatii tulpini rezistente sau
intermediar sensibile la aminoglicozidele testate
(Proteus species rezistente: gentamicind - 12,
amikacind - 6; Proteus species intermediar sen-
sibile: amikacind -1; Serratia species rezistente:
gentamicind — 2, amikacind — 4; Citrobacter
species rezistente: gentamicind — 2, amikacina —
5; Morganella sp. rezistente: gentamicind - 2).

Figura 7 ilustreazd comportamentul
tulpinilor ESBL testate la fluorochinolone
(acidul nalidixic si norfloxacinul au fost testate
in cazul infectiilor urinare).

Sensibilitatea tulpinilor ESBL la fluorochinolone
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Figura 7

In cazul tulpinilor ESBL din celelalte genuri
izolate, numarul a fost foarte redus, prin urmare nu
se poate face o analizd semnificativd. Au fost
depistate si in aceste situatii tulpini rezistente sau
intermediar sensibile la fluorochinolonele testate
(Proteus species rezistente: acid nalidixic - 5,
norfloxacin — 9, ciprofloxacin - 8; Proteus sp.
intermediar sensibile: ciprofloxacin - 1; Serratia
sp. rezistente: acid nalidixic — 9, norfloxacin — 7;
Citrobacter species rezistente: acid nalidixic — 5,
norfloxacin — 5; Morganella sp. rezistente: acid
nalidixic — 1, norfloxacin -1, ciprofloxacin -1;
Morganella sp. intermediar sensibile:
ciprofloxacin - 1).

Concluzii

Se poate constata o crestere semnificativa
a numarului de tulpini de Enterobacteriaceae
producdtoare de ESBL de la un an de studiu
la altul datorata probabil atat selectarii ca
urmare a prescriptiei de antibiotice cat si
imbunatatirii metodelor de detectie in vitro.

Se poate constata cd ponderea cea mai
ridicata din totalul tulpinilor ESBL depistate
a fost inregistrata in cazul speciei Escherichia
coli (46.2%), urmatd de Klebsiella sp. (23.2%)
si Enterobacter sp. (20.3%). Cu frecvente mai
scazute, au fost evidentiate astfel de tulpini si
la specii din genurile Proteus, Serratia,
Citrobacter, Morganella.

Nu am observat variatii semnificative ale
spectrului ESBL de la un an de studiu la
altul.

Sensibilitatea la carbapeneme a fost
ridicatd, acestea pastrandu-si valoarea ca
antibiotice de rezervd 1n terapia acestor
infectii.  Nivelul de  rezistentd la
aminoglicozidele testate, cu prevadere la
gentamicind, a fost relativ ridicat. Rezistenta la

1.

2.
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fluorochinolone a fost ridicata in vitro,
utilizarea acestora fara antibiograma putandu-
se insoti de esecul terapeutic.

Desi Enterobacteriaceacle ESBL
pozitive rezistente la carbapeneme, actuala
terapie de electie, sunt in prezent rare,
diseminarea acestora sau transferul de
plasmide care mediaza multirezistenta
trebuie sd reprezinte o preocupare majora,
intrucat optiunile terapeutice sunt reduse si
pot duce la evolutii fatale. Este nevoie de o
supraveghere permanentd a fenomenului de
rezistentd si de analiza moleculara a
patogenilor. Cresterea prevalentei acestor
infectii constituie o problema complexa,
multifactoriald, de o mare semnificatie pentru
sandtatea publicd, ce necesitd o analizd
complexd si implementarea unor masuri
specifice, la diferite niveluri.
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