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INTRODUCERE
Actualitatea temei

Rezistenta la antimicrobiene (RAM) este una din cele mai grave amenintari ale secolului al
XXI-lea pentru sanatatea publica si siguranta pacientilor la nivel mondial. Devenind o povara atat
sociala, cat si economica gravd, RAM genereaza costuri ridicate de asistentd medicald, precum si
erori de tratament, soldate uneori cu deces [1,2,3].

Anual, in uniunea europeand (UE), conform datelor publicate de organizatia mondiala a
sanatdtii (OMS), povara economica asociatd RAM se ridica la 11,7 miliarde de euro si cuprinde
cheltuieli pentru tratament, spitalizari prelungite si pierderea capacititii de munca. In lipsa
masurilor de prevenire si control a RAM, aceste cheltuieli ar putea creste pana la 3,4 trilioane de
euro anual in urmatorii 25 de ani [1,4,5,6].

Potrivit OMS, pand in 2019, mortalitatea prin infectii determinate de bacterii rezistente la
antibiotice a atins cifra de 1,27 milioane de decese la nivel global. in lipsa interventiei cu masuri
eficiente de combatere a RAM, aceasta cifra ar putea creste pana la aproximativ 39 milioane de
decese, echivalentul a trei decese pe minut [7,8].

In ultimele decenii, provocari majore in medicini au devenit enterobacteriile, in special
bacilii gramnegativi (BGN) nefermentativi ca principalii agenti patogeni cauzali ai infectiilor
invazive, responsabili de pana la 75 % din cazurile de infectii, inclusiv infectii asociate asistentei
medicale (IAAM) si infectii comunitare, si pana la 42 % din cazurile de deces [9,10].

RAM se regaseste printre primele 10 amenintari de sandtate, care a atins deja cote alarmante
in multe regiuni ale lumii. Conform OMS, gravitatea infectiilor cauzate de bacterii rezistente la
antibiotice se egaleazd cu povara determinatd de gripd, de tuberculoza si de virusul
imunodeficientei umane/ sindromul imunodeficientei umane dobandite (HIV/SIDA) luate
impreuna [7,8].

Utilizarea irationald si abuziva a preparatelor antimicrobiene a dus la aparitie si la
raspandirea bacteriilor multirezistente (MDR) [11].

Cercetdrile de la nivel national si international au constatat cantitatea crescuta de antibiotice
utilizatd in comunitate si concentratia cea mai ridicata de antibiotice administrata per pacient este
in spitale, ceea ce explicd rezistenta mai Tnaltd a patogenilor intraspitalicesti [10,11].

Numeroase studii privind descoperirea si producerea unor noi antibiotice au constatat o
incetinire semnificativa a acestui proces. Astfel, in ultimii 20 de ani doar 16 antibiotice ajung sa
fie aplicate clinic pentru pacienti [12,13].

In prezent, emergenta rezistentei la carbapeneme pericliteazi nu doar viata pacientilor cu

IAAM, in special a celor critici, dar si aplicarea tehnicilor moderne in medicina [9,10].
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Trezeste ingrijorare nivelul de rezistentd la carbapeneme al reprezentantilor familiei
Enterobacteriaceae. Consecintele pot fi mult mai dramatice 1n cazul asocierii cu rezistenta la alte
beta-lactamine si non-beta-lactamine din cauza diversitatii mari de enzime de rezistenta [8].

Enterobacteriile rezistente la carbapeneme, printre care Klebsiella pneumoniae producatoare
de carbapenemaze (KPC), metalo-B-lactamaze (MBL) si oxacilinaze (OXA), Pseudomonas
aeruginosa $i Acinetobacter baumannii, precum si E. coli producdtoare de beta-lactamaze cu
spectru extins (BLSE), reprezinta provocari serioase pentru clinicienii care urmaresc sa identifice
cea mai bund optiune terapeuticd pentru fiecare pacient. Infectiile cauzate de aceste
microorganisme au fost asociate cu un impact nefavorabil asupra duratei de spitalizare, ratei de
vindecare clinica si de supravietuire a pacientilor [6,14,15].

In prezent, una din cele mai stringente probleme este cresterea rapida a numarului de bacterii
producatoare de OXA-48, in special a tulpinilor de K. pneumoniae. Spre deosebire de alte
carbapenemaze produse de enterobacterii, OXA-48 se bazeazad pe alte mecanisme sinergistice
pentru a media rezistenta la carbapeneme, fapt ce complica detectarea acesteia, uneori ramanand
chiar nedetectata [16].
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 [17].

In vederea reducerii dezvoltirii si raspandirii RAM se impune standardizarea metodelor de
detectie si de confirmare a producerii de BLSE si de carbapenemaze cu elaborarea unui algoritm
ce va permite corijarea terapiei empirice cu preparate antimicrobiene si aplicarea masurilor
eficiente de prevenire si control a rezistentei microbiene [15].

Cercetdrile, datele si analizele de 1nalta calitate sunt esentiale ca baza pentru elaborarea de
masuri noi pentru combaterea RAM si pentru a ajuta factorii de decizie sa perfectioneze activitatea
in acest domeniu.

Scopul cercetarii: evaluarea profilurilor de rezistentd 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 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 MDR.
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Ipoteza cercetarii

Particularititile 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.

Sinteza metodologiei de cercetare

Proiectul de cercetare s-a desfasurat pe perioada anilor 2020-2023 in cadrul Laboratorului
National de Referintd in Supravegherea Epidemiologicd a RAM al Agentiei Nationale pentru
Séanatate Publica (ANSP), in colaborare cu Centrul de epidemiologie genomica al Universitatii
Tehnice din Danemarca.

Datele au fost colectate in cadrul Sistemului national de supraveghere epidemiologicd a
RAM, din care fac parte zece laboratoare microbiologice teritoriale ale Directiei Diagnostic de
Laborator a ANSP si laboratoarele institutiilor medico-sanitare publice (zece laboratoare) si
private (patru laboratoare).

Studiul a inclus determinarea prevalentei si a diversitdtii speciilor de BGN izolati din
biosubstraturi clinice, precum si analiza profilurilor de rezistenta la preparatele antimicrobiene
dezvoltate la patogenii circulanti pe teritoriul Republicii Moldova. Prin metode fenotipice si
genotipice, au fost determinate principalele enzime de rezistenta produse de BGN, evidentiind si
distributia lor printre patogenii studiati. Cercetarea tulpinilor de BGN prin tehnica de secventiere
a intregului genoma permis identificarea determinantilor genetici ai factorilor de patogenitate si
de rezistenta la antibiotice si determinarea tipului de secventd, precum si analiza structurii genetice
a elementelor mobile. Rezultatele obtinute au fost analizate utilizdnd platformele de analiza
bioinformaticd - Center for Genomic Epidemiology si PathogenWatch — care, pe langa genomul
de bazd, ofera posibilitatea obtinerii informatiei despre mutatiile asociate curezistenta din
repliconii plasmidici ai bacteriei, cu rol major in dezvoltarea rezistentei antimicrobiene.

Analiza statistica comparativa a metodologiilor utilizate pentru determinarea mecanismelor
de rezistentd ale BGN a permis elaborarea unui algoritm metodologic adaptat necesitatilor
microbiologice din tara, in vederea atingerii unui nivel inalt de eficienta si specificitate.

Noutatea si originalitatea stiintifica a rezultatelor obtinute. A fost realizat un studiu
complex al BGN prioritari cu utilizarea metodelor fenotipice contemporane si a tehnicilor de
biologie moleculara, ceea ce a permis identificarea si stabilirea pattern-urilor de rezistenta cu

detectarea principalelor mecanisme de rezistenta ale acestor patogeni.
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Rezultatele studiului au servit drept baza pentru elaborarea unui algoritm standardizat de
detectare a mecanismelor de rezistentd la antimicrobiene, care va fi implementat in laboratoarele
microbiologice din cadrul retelei nationale de supraveghere a RAM.

Prin tehnica de secventiere a intregului genom bacterian, utilizata in premiera in tara noastra
pentru cercetarea BGN rezistenti la preparatele antimicrobiene, a fost apreciata si evaluata pozitia
acestor microorganisme in arborii filogenetici globali. Aceste date sunt extrem de importante
pentru prognozarea evolutiei rezistentei acestor germeni la nivel regional si vor permite fortificarea
si consolidarea sistemului national de supraveghere a RAM si definirea directiilor prioritare in
supravegherea si controlul patogenilor MDR.

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
producatoare de BLSE si de carbapenemaze in Republica Moldova; spectrul de enzime de
rezistentd la BGN; tipul de secventa 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 imbundtétite de supraveghere si control al RAM bazate pe dovezi.

Semnificatia teoretica. Rezultatele acestui studiu oferd argumentarea teoretica pentru
consolidarea si fortificarea Strategiei si a Planului national de actiuni pentru supravegherea si
combaterea RAM. Datele obtinute pot fi utilizate si pentru revizuirea politicilor nationale de
utilizare a preparatelor antmicrobiene prin actualizarea si adaptarea protocoalelor clinice nationale
la situatia actuald privind RAM in Republica Moldova.

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

Pentru imbunatatirea calitdtii investigatiilor microbiologice si in scopul constientizarii
populatiei, inclusiv de varsta frageda, cu privire la prevenirea RAM, au fost elaborate doua ghiduri
pentru personalul medical implicat in procesul de colectare, de transportare si de procesare a
probelor de sange, de lichid cefalorahidian (LCR) si urind, precum si brosura ,,Metoda de crestere
a gradului de constientizare la copii cu privire la prevenirea rezistentei la antimicrobiene”. Ultima
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 apreciata cu medalie de argint.

Studiul s-a finalizat cu elaborarea ghidului: ,,Detectarea mecanismelor de rezistenta la
antimicrobiene, interpretarea si aplicarea clinica a rezultatelor” si indicatia metodica ,,Detectarea

mecanismelor de rezistenta la antimicrobiene” aprobatd la sedinta Consiliului de management al
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calitatii al USMF ,Nicolae Testemitanu”, proces-verbal, nr.2 din 29 noiembrie 2023, care au fost
incluse in programele de studii pentru prelegeri si lucréri practice pentru studenti, rezidenti si
medici, si implementate in practica in laboratoarele centrelor de sdnatate publica.

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 discutata si aprobata in cadrul unitatii primare la sedinta comuna a
conducaturului de doctorat, membrii comisiei de indrumare si colaboratorii Laboratorului stiintific
Supravegherea rezistentei la Antimicrobiene, Laboratorul microbiologic si Sectia Supravegherea
epidemiologicd a infectiilor associate asistentei medicalesi rezistentd antimicrobiana (extras din
process verbal nr. 1 al sedintei comune din 11.02.2022), precum si la Seminarul stiintific de profil
313. Imunologie, microbiologie, virusologie, specialititile 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 lucriri stiintifice (patru — ca prim autor,
doud - monoautor), inclusiv: patru articole in reviste indexate in baza de date SCOPUS, sase
articole in reviste stiintifice nationale, un articol in reviste editate in strainatate, doud teze la foruri
stiintifice internationale, opt teze la foruri stiintifice nationale, un ghid, o indicatie metodicd, o
brosura. Rezultatele cercetarilor au fost diseminte si prin opt participari active la foruri stiintifice.
In urma cercetarilor 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 noua 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.

Sumarul compartimentelor tezei

In compartimentul Introducere este abordata problema fenomenului RAM cu argumentarea
actualitatii si a necesitatii elucidarii acestei probleme; sunt formulate scopul si obiectivele
cercetdrii, se descriu noutatea, originalitatea problemei si solutionarea acesteia semnificatia

teoreticd si valoarea aplicativa a rezultatelor obtinute.
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Capitolul 1 cuprinde o sinteza a datelor relevante din literatura de specialitate din ultimul
deceniu, privind evolutia fenomenului RAM a BGN. Sunt descrise bazele teoretice si rezultatele
cercetarilor la nivel national si international In domeniul diagnosticului microbiologic al RAM,
precum si aspectele epidemiologice ale acestui fenomen. O atentie deosebita este acordatad
principalelor mecanisme de rezistentd detectate la BGN, precum si tehnicilor de laborator de
detectare a acestor patogeni. Capitolul se incheie cu expunerea premiselor care au stat la baza
initierii prezentului studiu.

In Capitolul 2 este expusi detaliat metodologia si materialul de cercetare utilizate pentru
realizarea obiectivelor si atingerea scopului propus. Sunt descrise metodele analitice, descriptive,
microbiologice si statistice folosite in cercetare si este prezentat esantionul de cercetare care
include tulpini de: E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa si A. baumannii.

In Capitolul 3 sunt prezentate rezultatele cercetirii rezistentei tulpinilor de BGN, cu
determinarea prevalentei speciilor de BGN in functie de biosubstrat, analiza profilurilor de
rezistenta la antimicrobiene si spectrul enzimelor de rezistenta detectate.

Rezultatele obtinute indica prevalenta K. pneumoniae n izolatele din sange, a 4. baumannii
— 1n izolatele din LCR si a E. coli — in izolatele din urind. Analiza profilurilor de rezistenta la
preparatele antimicrobiene testate a evidentiat nivele ingrijoratoare la toate speciile cercetate, in
special la A. baumannii, 88,4 % din tulpinile acestei specii prezentand rezistenta la carbapeneme.

De asemenea sunt descrise rezultatele determinarii spectrului enzimelor de rezistenta. La E.
coli si la K. pneumoniae a predominat enzima OXA-48, la P. aeruginosa — NDM, iar la A.
baumannii — OXA-23. Concluziile de la acest capitol reflectd principale constatiri ale
investigatiilor efectuate.

In Capitolul 4 sunt descrise genotipurile si grupurile filogenetice ale BGN rezistenti la
antibiotice. Este prezentata caracteristica tipizarii secventelor multi-locus (MLTS — Multi-Locus
Sequence Typing) la tulpinile cercetate prin analiza secventelor genomice, a structurii genetice a
elementelor mobile ale fiecarui izolat, precum si a arborilor filogenetici.

Analiza tulpinilor de K. pneumoniae secventiate a demonstrat predominarea tipului ST395,
identificat in 56 de tulpini. Printre tulpinile de E. coli analizate a predominat tipul ST131 (9
izolate). Printre tulpinile de A. baumannii secventiate, cel mai frecvent intalnit fiind tipul ST2063.

Capitolul include si elaborarea algoritmului de determinare a mecanismelor de rezistentd ale
BGN pentru perfectionarea diagnosticului de laborator al BLSE si al carbapenemazelor prin
implementarea tehnicii de secventiere a genomului bacterian.

Compartimentul Concluzii generale si recomandari cuprinde patru concluzii generale si

recomandari care demonstreaza indeplinirea obiectivelor trasate si atingerea scopului stabilit.
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1. EVOLUTIA FENOMENULUI DE REZISTENTA LA
ANTIMICROBIENE LA BACTERIILE GRAMNEGATIVE

1.1 Caracteristica generala a bacililor gramnegativi. Semnificatia clinica

Grupul de BGN cuprinde un numar mare de specii, majoritatea fiind prezente in stare
naturala pe intreaga suprafata a globului. Familia Enterobacteriaceae reuneste aproximativ 80 %
din bacteriile gramnegative, cu rol important in etiologia maladiilor transmisibile, printre care
infectii ale tractului urinar (ITU), pneumonii, diaree, meningita, sepsis, soc endotoxic s.a. [18,19].

Corpul enterobacteriilor este protejat de o capsuld sub care se afla peretele celular subtire
alcatuit din peptidoglycan (PG) si acoperit de 0 membrana lipopolizaharida. Acest grup de bacterii
au fost numite gramnegative deoarece, din cauza peretelui celular subtire (comparativ cu bacteriile
grampozitive), nu retin coloratia violetului de gentiand in urma coloratiei dupa metoda Gram si la
microscop apar colorate 1n roz sau in rosu [18].

BGN nefermentativi, carora le revin celelalte 20 % din BGN, sunt un grup taxonomic
heterogen de bacili aerobi nesporulati, saprofiti in mediul inconjurator, unele specii preferand
intestinul uman in calitate de comensal [20].

Din cauza potentialului inalt de raspandire si indeosebi dupa publicarea de catre OMS, in
2017, a listei agentilor patogeni prioritari (de importanta clinica), atentia fatd de BGN a sporit
considerabil. Printre cele mai studiate specii de BGN se numara E. coli, K. pneumoniae, P.
aeruginosa, A. baumannii si alte specii nu mai putin importante [21,22].

Escherichia coli

E. coli a fost descoperitd In 1885 de catre pediatrul german Theodor Escherich (1857-1911),
care a izolat-o din masele fecale ale copiilor. Aceasta bacterie poate fi intalnita in mod obisnuit pe
tegumentele corpului uman, in mediul extern (suprafete, alimente) si in corpul oamenilor si al
animalelor homeoterme. Din punct de vedere microbiologic, aceasta specie este cel mai frecvent
izolata i studiatd in laboratoare, deoarece rezistd tip indelungat in masele fecale, in sol si In apa,
pentru ultima fiind si un indicator al contaminarii (Indicele coli) [23].

Clasificarea taxonomica: regnul Monera; filumul: Proteobacterii; clasa: Proteobacteria;
ordinul: Enterobacterales; familia: Enterobacteriaceae; genul: Escherichia; specia: Escherichia
coli [24].

Morfologia: E. coli se prezinta sub forma unor celule coliforme, asporulate vizualizate la
microscop atat solitare, cat si in perechi. Pot avea dimensiuni variate, de la 1-3 um pana la 0,4—
0,7 um. Mobilitatea se datoreaza flagelilor aranjati peritrih, se intalnesc si forme imobile [24].

Caractere culturale. Intrucat nu este o bacterie pretentioasi, poate fi cultivata usor si ieftin

intr-un laborator obisnuit, ceea ce a facut sa fie cea mai studiata bacterie si o specie importanta n
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biotehnologie si in microbiologie, servind drept gazda pentru ADN-ul recombinant si pentru
manipularile de sinteza a proteinelor [25].

In conditii de laborator, E. coli este cultivati pe medii solide sau lichide care includ: glucoza,
ca sursd de carbon si de energie, saruri de amoniu, in calitate de sursa de azot, si un sir de saruri si
de oligoelemente [26].

Printre cele mai utilizate medii pentru cultivarea E. coli se numara: Nutrient agar medium
(NAM), Endo, agarul Mac Conkey si agarul Eosin methylene blue (EMB) [26].

Cresterea optima pe medii de culturd a E. coli se desfasoara la temperatura de 37°C (98 °F),
dar unele tulpini de laborator se pot multiplica si la temperaturi de pana la 49 °C (120,2 °F), avand
nevoie doar de 20 min. pentru a se reproduce [24,25].

E. coli poate supravietui la un pH cuprins intre 4,5 1 9,5, dar cresterea maxima este observata
la 7,0, adicd la un pH neutru. Cerintele E. coli fatd de aciditatea mediului variazd in functie de
tulpina [24].

Pe mediul NAM, E. coli creste in colonii izolate, rotunde, cu diametrul de la 1 pana la 3 mm,
convexe, albe-cenusii, opace sau translucide, umede, netede (S), dupa o incubare de pana la 24 de
ore si rugoase, in cazul incubdrii mai indelungate (figura 1a) [24].

Pe mediul Endo, E. coli creste in colonii de culoare rosie cu un luciu metalic specific. Agentii
selectivi continuti In mediu — deoxicolat de sodiu si lauril sulfat de sodiu — ajuta la inhibarea
metabolizarii lactozei de cétre bacteriile necoliforme cu producerea de aldehida si de acid (figura

1b) [24,26].

Figura 1. Colonii de E. coli pe mediul a) NAM si b) Endo [24]
PucyHok 1
Cresterea E. coli pe geloza-sange permite diferentierea speciilor patogene, adica a speciilor
izolate de la pacienti cu infectii determinate de aceasta bacterie, de speciile non-patogene
(saprofite), izolate de la persoane sanatoase. Speciile patogene prezintd beta-hemoliza, in timp ce

speciile saprofite nu sunt hemolitice, adica prezinta gama-hemoliza (figura 2) [24].
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a)

Figura 2. Colonii de E. coli pe geloza-sange: a) colonii hemolitice; b)

colonii non-hemolitice [24].

Structura antigenica

E. coli prezinta trei tipuri de antigeni (Ag), ceea ce a permis clasificarea speciei in 150-200
de serotipuri sau serogrupuri. Ag somatic O distinge 180 de tipuri, Ag flagelar H — 75 tipuri si Ag
capsular K — 103 tipuri. Diferite combinatii dintre acesti antigeni dau nastere la diverse
serovariante [27].

Ag O este de origine lipopolizaharidica si se gaseste in peretele celular al bacteriei, fiind
stabil la variatiile de temperatura si rezistent la actiunea alcoolului, dar sensibil la formol. Are
specificitate de grup, de gen si de specie, iar functia sa constd in stimularea productiei de
imunoglobuline (Ig) de tip M. Se cunosc peste 180 de serovariante cu Ag O [27,28,29].

Ag H are origine proteicd, este sensibil la temperaturi inalte si la alcool, in schimb este
rezistent la formol. Ag H raspunde de stimularea producerii de Ig G. Existd peste 55 de
serovariante cu Ag H [27,29].

Ag K este termovariabil si, in functie de aceastd particularitate, se deosebesc trei tipuri de
antigen — A, B si L. Antigenul de tip A asigura tulpinilor o rezistentd mai Tnalta la procesele de
bacterioliza si de fagocitoza, aceasta capacitate fiind inactivata la 100 °C. Antigenul de tip B si de
tip L garanteaza tulpinilor o patogenitate mai Tnaltd, mai ales in raport cu nou-nascutii [27,29].

Ag F de suprafata, fiind de naturd proteica, intra in componenta fimbriilor sau a pililor. Este
un antigen sensibil la temperaturile inalte si asigura aderenta celulei bacteriene la diverse tipuri de
tesuturi. Pentru Ag F este caracteristica specificitatea de tip si de specie [27,28,29].

Semnificatia clinica

E. coli colonizeaza tractul gastrointestinal al nou-nascutului la cateva ore dupa nastere si
ajutd la mentinerea sdnatoasa a acestuia [30].

Mai multe tulpini de E. coli au fost identificate ca probiotice eficiente utilizate in prezent in

industria farmaceutica [30,31].
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Unele tulpini de E. coli pot fi patogene, provocand infectii intestinale si extraintestinale atat
la oameni, cat si la animale. Anumite serotipuri, prin intermediul plasmidelor, transpozonilor,
bacteriofagilor si/sau a insulelor de patogenitate, s-au dezvoltat in forme patogene si, dobandind
factori de virulentd pot induce diaree atunci cand patrund in organism cu alimentele sau cu
bauturile contaminate [24,29,30,31].

Infectiile determinate de tulpini patogene de E. coli se manifesta predominant prin simptome
gastrointestinale, incluzand crampe abdominale intense, diaree, colitd hemoragica, varsaturi si,
ocazional, febra. In situatii exceptionale, tulpinile cu virulentd crescuti pot genera complicatii
severe, precum necroza intestinala, perforatie, peritonita, mastitd, sepsis sau pneumonie [32].

Gravitatea infectiei depinde in mare parte de patotipul care a cauzat infectia, distingandu-se
E. coli enteropatogena, reprezentatd de serogrupurile O18ac, 020, 025, O55 sau O111, E. coli
enterotoxigena — 06, 08, O11, O78 si 0148, E. coli enteroinvaziva, - O157:H7, E. coli
enteroagregativa, E. coli uropatogena, E. coli asociatd meningitei neonatale [33,34].

Klebsiella pneumoniae

Speciile genului Klebsiella au fost descrise pentru prima datd in 1882 de catre Carl
Friedldander care le-a izolat de la un pacient care a decedat din cauza pneumoniei. Prima specie din
acest gen, descrisd de Karl von Frisch, a fost Klebsiella rhinoscleromatis, izolata de la un pacient
cu sclerom [35,36].

Clasificarea  taxonomica: regnul  Monera;  filumul:  Proteobacterii;  clasa:
Gammaproteobacterii; ordinul: Enterobacterales; tamilia: Enterobacteriaceae; genul: Klebsiella;
specia: Klebsiella pneumoniae [35].

Genul Klebsiella cuprinde o mare diversitate de specii, inclusiv tulpini apartinand
complexului de specii K. pneumoniae (KpSC) si alte cateva specii de Klebsiella (K. indica, K.
terrigena, K. spallanzanii, K. huaxiensis, K. oxytoca, K. grimontii, K. pasteurii si K.
michiganensis) cu o identitate de nucleotide cu KpSC de numai 90 % [37].

In prezent au fost identificate sapte filogrupuri care apartin complexului de specii KpSC,
inclusiv K. pneumoniae (Kpl), K. quasipneumoniae subsp. quasipneumoniae (Kp2), K. variicola
subsp. variicola (Kp3), K. quasipneumoniae subsp. similipneumoniae (Kp4), K. variicola subsp.
tropica (Kp3), K. quasivariicola (Kp6) si K. africana (Kp7) [38].

Morfologia. Genul Klebsiella include bacterii sub forma de bastonase cilindrice gram-
negative, ciliate, incapsulate, imobile, asporulate. Celula bacteriana poate avea dimensiuni de la
0,3 pana la 1 pum 1n latime si de la 0,6 pana la 6 pm in lungime [39]. Unele tulpini clinice de K.
pneumoniae pot fi echipate cu un singur flagel, care-1 determind motilitatea, considerat si un factor
de virulentd. Microscopic, celulele de K. pneumoniae sunt aranjate in perechi sau in lanturi scurte,
unindu-se cu polii [40].
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Bacteriile sunt anaerobi facultativi, temperatura optimd de crestere este de 37 °C, dar pot
supravietui si la temperaturi cuprinse intre 12 °C si 42 °C [35,41,42].

Caractere culturale. Specia include bacterii oxidazo-negative, catalazo-pozitive si indol-
negative, fermenteaza lactoza, produc ureaza, lizindecarboxilazd, nu produc ornitin decarboxilaza
si dezoxiribonucleaze, reduc nitratii pand la nitriti, folosesc acid malonic si citrat ca sursa de
carbon, nu provoaca dezaminarea fenilalaninei [40].

In mediile lichide, K. pneumoniae provoaci o tulburare uniforma, formand pe suprafata
lichidului un inel caracteristic. Cresc bine pe mediile solide neselective, precum agarul de soia
triptica si geloza-sange, dand nastere la colonii caracteristice mucoase, strdlucitoare, convexe,

netede, alb-cenusii, cu tendinta de confluere (figura 3) [43].

Figura 3. Colonii de K. pneumoniae crescute pe mediile de: a) agar de soia triptica si b)
geloza-sange [43]

Pe mediul de diferentiere MacConkey, care contine factori selectivi (violet de gentiana si
deoxicolat de sodiu) si un factor de diferentiere (lactoza), K. pneumoniae formeaza colonii de tip
S, convexe, mucoase, stralucitoare de culoare roz (figura 4a) [35].

Pe agarul EMB, ce contine si factori de diferentiere (glucoza si/sau zaharozd), K.
pneumoniae formeaza colonii asemandtoare cu cele de pe mediile enumerate mai sus, cu exceptia

culorii, care pe mediul EMB este neagra-albastruie (figura 4b) [35].

Figura 4. Colonii de K. pneumoniae crescute pe mediile: a) MacConkey si b) EMB [117]
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Factorii de virulenta

Patogenitatea K. pneumoniae este determinata de un sir de factori de virulenta responsabili
de declansarea infectiei si de rezistenta bacteriei la preparatele antimicrobiene [44].

Factorii majori de virulenta, care joacd un rol esential in patogeneza infectiilor cauzate de K.
pneumoniae, sunt polizaharidele capsulare (CPS) — Ag K si lipopolizaharidele (LPS) — Ag O.
Acesti factori critici de virulentd favorizeaza patrunderea bacteriei in fluxul sangvin al gazdei,
inducand-o in soc septic [35,39].

Factori minori de virulenta sunt adezinele fimbriale si nefimbriale, sideroforii (aerobactina,
enterobactind, salmochelind si yersiniabactind), enterotoxinele termostabile si termolabile,
citolizinele si capacitatea de a forma biofilm [35,39].

CPS, principalul factor de virulenta, formeaza un strat care inveleste ermetic peretele celulei
bacteriene. Acest strat este responsabil pentru interactiunea initiald dintre celula bacteriand si
celula organismului-gazda, fiind vital pentru supravietuirea K. pneumoniae, protejand-o de
fagocitoza [39].

LPS, numite si endotoxine, este principalul Ag al peretelui celular al K. pneumoniae si un
component integral si esential al membranei celulare cu proprietati citotoxice, imunomodulatoare
si proinflamatorii puternice. Acest factor raspunde de declansarea socului endotoxic, care insoteste
infectiile sistemului nervos central (SNC), infectiile fluxului sangvin (IFS) si pneumonia [45].

Adezinele fimbriale si nefimbriale sunt factori de aderare, care asigura fixarea celulei
bacteriene de tesutul gazdei [35].

Sideroforii bacterieni, numiti purtatori de fier, sunt compusi chimici organici cu masa
moleculard mici, de naturd nonproteica si nonporfirina, cu rol de captare a ionilor de fier [46]. In
celulele bacteriene, fierul este implicat in procesul de sinteza a ADN-ului, precum si a diferitor
enzime. De aceea, bacteriile concureaza cu gazda pentru sursa de fier disponibila, iar
supravietuirea K. pneumoniae in mediu depinde de capacitatea sideroforilor de a le satisface
cererea de fier [47].

Enterotoxinele termostabile si termolabile sunt factori importanti de patogenitate
extracelulard ai K. pneumoniae. Plasmidele, care transportd gene ce codificd enterotoxinele
dobandite de tulpinile rezistente la medicamente, pot contribui la declansarea epidemiilor
Hemolizinele participd la distrugerea globulelor rosii ale organismului-gazda [35].

Un rol esential in colonizarea si in persistenta K. pneumoniae pe membranele mucoase ale
gazdei si pe suprafetele cateterelor, implanturilor etc., revine biofilmului. Formarea acestuia este
favorizatd de asa caracteristici patogene importante ale K. pneumoniae precum: supraproductia de
mucus (tulpini hipervirulente de K. pneumoniae), un anumit tip de invelis, transferul genelor de

adezind in plasmide [48].
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Semnificatia clinicd

Specia K. pneumoniae este foarte raspanditd in colectiile clinice, reprezentdnd o ratd de
izolare de aproximativ 85 % [37]. Ea a fost clasificatd ca unul dintre organismele ESKAPE
(Enterococcus  faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa si Enterobacter spp.), cunoscute ca agenti patogeni clinici
foarte virulenti si rezistenti la antimicrobiene. Doua subspecii de K. pneumoniae (K. pneumoniae
subsp. ozaenae si K. pneumoniae subsp. Rhinoscleromatis) sunt asociate cu un sindrom specific
pentru rinita atrofica si rinosclerom [49].

In ultimele doua decenii, K. pneumoniae a devenit semnificativa din punct de vedere clinic
din cauza amplorii dezvoltarii si tendintei de raspandire a rezistentei la antibiotice si a capacitatii
de a cauza infectii grave [50]. Mai recent, specia a fost identificata ca agent etiologic frecvent al
pneumoniei dobandite in institutiile medicale, reprezentand aproximativ 10 % din toate infectiile
intraspitalicesti. K. pneumoniae, ca specie multidrog-rezistenta, este unul dintre principalii factori
responsabili pentru IAAM, printre care pneumonia, ITU si IFS. Productia de BLSE si de
carbapenemaze de catre K. pneumoniae are ca rezultat rate mari de mortalitate (40-50 %), mai ales
in randul pacientilor critici si imunodeprimati [51,52].

Aparitia si raspandirea tulpinilor cu rezistentd extinsda (XDR) si panrezistente (PDR) la
antimicrobiene, prin acumularea continud de mutatii asociate cu rezistentd, protejeaza K.
pneumoniae de majoritatea antimicrobienelor disponibile in prezent [50,53].

Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa a fost descrisa pentru prima data de catre farmacistul francez Carle Gessard
in 1982, in studiul ,,Colorarea albastra-verzuie a bandajelor”. Cel mai probabil, Gessard a descris
pigmentul piocianina, un compus fenazinic albastru-verziu care poseda proprietdti atit
antimicrobiene, cat si toxice [54]. P. aeruginosa este o bacterie raspandita pe larg in natura, fiind
intalnita in sol, dar si In rezervoarele de apa poluate cu dejectii animale si umane. Cele mai frecvent
cultivate in laborator sunt doud tulpini de P. aeruginosa (PAO1 si PA14), utilizate pentru a crea
resurse genomice, inclusiv biblioteci de mutanti [55].

Clasificarea  taxonomica: regnul  Monera; filumul:  Proteobacteria;  clasa:
Gammaproteobacteria; ordinul: Pseudomonadales; familia: Pseudomonadaceae; genul:
Pseudomonas; specia: Pseudomonas aeruginosa [54].

Morfologia. P. aeruginosa este o bacterie gramnegativa heterotrofa, mobila, in forma de
bastonas, cu dimensiunile de aproximativ 1-5 um lungime si 0,5-1,0 um latime. Este un aerob
facultativ care creste in prezenta nitratilor ca acceptor terminal de electroni. Specia poate creste si
anaerob 1n prezenta argininei, dar in aceste conditii abilitatile sale fermentative sunt limitate si, ca

rezultat, cresterea este foarte lentd sau chiar lipseste [55].
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Caractere culturale. P. aeruginosa creste bine la 37 °C, dar poate supravietui la temperaturi
cuprinse intre 4 si 42 °C. Cel mai bine, culturile cresc in conditii aerobe, indiferent de mediu [56].
Bacteria creste bine pe bulionul Luria Broth, dar poate fi utilizata si o gama larga de compusi
ca singure surse de carbon si/sau de azot [56], precum si diverse medii diferentiale (agar Cetrimide,
gelozd-sange, agar Mueller-Hinton (MH) si MacConkey) pe care se poate observa productia

pigmentului piocianina (figura 5), caracteristic speciei [56,57].

Figura S. Colonii de P. aeruginosa pe mediile: a) MH, b) Cetrimide, ¢c) MacConkey [87]

Factorii de virulenta

P. aeruginosa are capacitatea de a produce toxine, una dintre ele fiind exotoxina A ca factor
de virulentd. Aceasta poate provoca moartea celulei-gazda pe doud cai: inhiband sinteza
proteinelor in celulele-gazda sau asociindu-se cu exoenzima ExoU si distrugand membrana
plasmatica a celulelor, cauzand moartea lor [58].

La niveluri scizute de fosfat, P. aeruginosa devine patogena si elibereaza toxine letale in
tractul intestinal al gazdei, provocand leziuni grave, uneori soldate cu deces. Acest proces poate fi
prevenit furnizand organismului doze de fosfat in locul antibioticelor [59].

P. aeruginosa produce si fenazine — pigmenti redox-activi — care, pe langa achizitia de fier
pentru celula bacteriand, actioneaza si ca factor de virulenta [58].

Un alt factor de virulenta este formarea biofilmului, care protejeaza mecanic si chimic celula
P. aeruginosa de agresiunea sistemului imun al gazdei si a unor compusi toxici, cum ar fi
antibioticele. Matricea biofilmului este compusa din acizi nucleici, aminoacizi, carbohidrati, pana
la trei tipuri de polimeri (sau ,,exopolizaharide”), precum si diversi ioni [60,61].

Semnificatia clinica

Desi poate face parte din flora intestinald normala, P. aeruginosa nu aderd cu usurinta la
epiteliul sinitos intact si, de obicei, nu provoaci infectii la persoanele sanitoase. In schimb, la
pacientii imunocompromisi devine un agent patogen oportunist. Datoritd adaptabilitatii si
supravietuirii robuste, poate persista pe suprafete uscate din mediile spitalicesti pentru o perioada

lunga de timp, contaminand echipamentele medicale si diferite suprafete [62].
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P. aeruginosa este al patrulea agent patogen nosocomial cel mai frecvent izolat, responsabil
de 10 % din toate IAAM, printre care pneumonia asociatd ventilatorului (PAV) si IFS [63].

in SUA, Conform Sistemului national de supraveghere a infectiilor nosocomiale, P.
aeruginosa este a doua cea mai frecventd cauza de pneumonie (18,1 %), a treia cea mai frecventa
cauza de ITU (16,3 %) si al 8-lea cel mai frecvent patogen izolat in IFS (3,4 %) [64].

P. aeruginosa este rezistenta la multe clase de antibiotice si la agenti terapeutici, ceea ce
face dificil tratamentul. Din punct de vedere clinic, prezinta risc in special pentru pacientii cu
sistemul imunitar compromis, inclusiv cei cu fibroza chistica (FC), cancer, SIDA, cu dispozitive
medicale existente, cu arsuri, leziuni oculare si rani diabetice care nu se vindeca [64].

Acinetobacter baumannii

Primul reprezentant al genului Acinetobacter spp. a fost izolat in 1911 din sol de catre
microbiologul olandez Beijerinck, care l-a numit Micrococcus calcoaceticus [65]. In 1968,
denumirea Acinetobacter a fost acceptata si utilizata pe scara larga dupd ce Baumann si colab. au
publicat un studiu cuprinzator al mai multor specii de microorganisme, concluzionand ca toate
speciile cercetate apartin unui singur gen. In 1971, subcomitetul pentru taxonomia genului
Moraxella si a bacteriilor afiliate a recunoscut oficial genul Acinetobacter in baza rezultatelor
cercetarii lui Baumann din 1968 [65,66].

Clasificarea  taxonomica: regnul:  Monera; filumul:  Proteobacteria;  clasa:
Gammaproteobacteria;  ordinul:  Pseudomonadales;  familia:  Moraxellaceae;  genul:
Acinetobacter; specia: Acinetobacter baumannii [66].

Pana in prezent, cu ajutorul metodelor genotipice, au fost identificate 72 specii din genul
Acinetobacter. Dintre acestea, cele mai relevante din punct de vedere clinic sunt speciile: 4.
baumannii, A. nosocomialis, A. pittii, A. seifertii, A. lactucae $si A. dijkshoorniae, grupate Intr-un
complex de specii, numit complexul ACB [67,68,69].

Caractere culturale. Speciile din genul Acinetobacter cresc bine la 37 °C pe medii solide de
rutind, cum ar fi agarul cu sange de oaie, formand colonii de la 1 pana la 2 mm, convexe, mucoide
si nepigmentate (figura 6a) [70].

Insi in laboratoarele de diagnostic si in cele clinice sunt utilizate frecvent mediile diferentiale
CHROMagar Acinetobacter si Leeds Acinetobacter, foarte selective, pe primul formand colonii
de culoare rosie (figura 6b), iar pe cel din urma — colonii de tip S, de culoare roza, netede, mucoide

(figura 6¢) [70].
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Figura 6. Colonii de A. baumannii mediul a) geloza-singe, b) CHROMagar
Acinetobacter si ¢) Leeds Acinetobacter Medium [28]

Factorii de virulenta

Adezinele, CPS, proteinele glicozilate, lipooligozaharidele (LOS) si PG sunt determinanti
importanti ai virulentei speciei 4. baumannii. Cel mai abundent constituent al membranei
exterioare a bacteriilor gramnegative este LPS sau, alternativ, LOS. Structura LOS poate suferi
modificari pentru a permite A. baumannii sa reziste la conditii stresante [67,71, 72,73].

Proteina membranei exterioare A (OmpA), in calitate de factor de virulenta al A. baumannii,
joacd un rol important in declansarea infectiei bacteriene. In celulele dendritice, OmpA induce
apoptoza cu debut precoce si necroza cu debut Intirziat. Aceasta proteind poate induce si cresterea
biofilmului pe suprafetele abiotice, aderenta si invazia celulelor epiteliului gazdei printr-un
mecanism asemanator fermoarului [67]. Capacitatea de a forma biofilm favorizeaza colonizarea
mucoasei gazdei si cresterea bacteriilor pe suprafetele abiotice, declansand astfel IAAM si
contribuind la supravietuirea in mediul extern [74].

Semnificatia clinica

A. baumannii este aproape exclusiv prezentd in medii spitalicesti. Desi ocazional a fost
identificatd in probe de sol si de apa, habitatul sau natural este inci necunoscut. in medicina umani,
acest agent patogen oportunist este responsabil atat pentru IAAM, cét si pentru infectiile
comunitare [65].

In anii 1970, A. baumannii era sensibild la majoritatea antibioticelor, in prezent este
rezistentd la majoritatea antibioticelor de prima linie. Din cauza rezistentei la antibioticele de
ultima generatie, precum colistina, tigeciclina si carbapenemele, 4. baumannii se situeaza printre
cei mai problematici agenti patogeni ESKAPE nosocomiali, pentru care OMS a accentuat
necesitatea de cercetare si de dezvoltare de noi antibiotice, iar Centrul pentru Controlul si
Prevenirea Bolilor (CDC) a emis alerta de amenintare la adresa sanatatii publice [66].

Odata ce A. baumannii este izolat intr-un mediu spitalicesc, acest lucru prezinta un risc

semnificativ, in special in sectiile de terapie intensiva, unde pacientii sunt imunocompromisi si
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petrec o perioada prelungitd de timp, astfel devenind un grup cu risc sporit de infectie cu aceasta
specie. Caile respiratorii, sangele, lichidul pleural, tractul urinar, ranile chirurgicale, SNC, pielea
si ochii sunt principalele situsuri pentru infectie sau colonizare. Pneumonia poate reprezenta o
amenintare pentru pacientii care necesitd ventilatie mecanica ca urmare a capacitatii 4. baumannii
de a forma biofilme pe suprafata tubului endotraheal [65].

Cele mai frecvente IAAM cu A. baumannii la pacientii in stare critica sunt PAV, IFS, infectia
plagilor si meningita nosocomiald, in timp ce infectiile dobandite la nivel comunitar includ in
principal pneumonia si infectia plagilor in situatii mai neobisnuite, cum ar fi in timpul unui
cutremur sau conflict militar [75].

Rezistenta la antibiotice, persistenta in mediu, impreund cu imposibilitatea identificarii
toxinelor care dauneaza genomului celulei-gazde, sugereaza ca potentialul de virulentd al A.
baumannii se bazeaza pe o strategie de ,,persistenta si rezistentd” [66].

1.2. Antimicrobienele. Modul de actiune

Agent antimicrobian se considera oricare dintr-o mare varietate de compusi chimici si agenti
fizici utilizati pentru a distruge microorganismele sau pentru a preveni dezvoltarea acestora.
Antibioticele sunt medicamentele sintetice sau semisintetice, care au revolutionat medicina,
permitand tratamentul multor boli candva extrem de fatale [76,77].

La baza clasificarii antibioticelor stau mai multe criterii, cele mai comune sunt structura
moleculara, modul de actiune, spectrul de activitate si calea de administrare (injectabild, orala si
topicd) [76,78].

In raport cu efectul asupra celulei bacteriene, antimicrobienele sunt clasificate in:
bacteriostatice (stopeaza inmultirea bacteriilor, de ex., sulfonamidele, tetraciclinele si
cloramfenicolul) si bactericide (distrug bacteriile, de ex., penicilinele, aminoglicozidele si
rifampicina) [76,79]. In functie de farmacocinetici, deosebim trei categorii generale: dependente
de concentratie, dependent de timp, dependent de expunere [76,80].

In baza structurii chimice sau moleculare, se disting urmitoarele grupe de antimicrobiene:
beta-lactamine (peniciline, cefalosporine si carbapeneme), macrolide, tetracicline, chinolone,
aminoglicozide, sulfonamide, glicopeptide si oxazolidinone (anexa 1) [81].

Antimicrobienele folosesc urmatoarele mecanisme de actiune: inhibarea sintezei peretelui
celular; defalcarea structurii sau a functiei membranei celulare; inhibarea structurii si a functiel

acizilor nucleici; inhibarea sintezei proteinelor; blocarea cailor metabolice (figura 7) [82].
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Figura 7. Mecanismele de actiune ale antibioticelor [82]

Inhibarea sintezei peretelui celular. Majoritatea celulelor bacteriene sunt acoperite de un
strat rigid de peptidoglican (PG) care protejeaza atat celulele de presiunea osmotica predominanta,
cat si de conditiile in care ele existd. Pentru a rdmane in viata, bacteriile trebuie neaparat sa
sintetizeze PG cu ajutorul enzimelor transglicozilaze si a transpeptidaze, care adauga pentapeptide
si dizaharide la catena de glican a moleculei de PG existente, facand-o mai lunga [76].

Penicilinele, carbapenemele si cefalosporinele blocheaza legarea incrucisatd a unitatilor
structurale ale PG prin inhibarea formarii legdturii peptidice. Majoritatea glicopeptidelor (ex.
vancomicina) blocheaza sinteza PG prin legarea antibioticului de unitatile acestuia si inactivarea
transglicozilazelor si transpeptidazelor [76].

Defalcarea structurii sau functiei membranei celulare. Clasele de antibiotice care
deterioreazd membranele celulare ale bacteriilor au actiune specifica in functie de grupul
microbian asupra cdruia actioneaza, ca urmare a diversitdtii tipurilor de lipide din membranele lor
celulare. De exemplu, daptomicina depolarizeazd membrana dependentd de calciu, ceea ce duce
la incetarea sintezei macromoleculare si la perturbarea membranei celulare la bacterii.
Polimixinele provoaca dezintegrarea membranei celulare bacteriene prin legarea eficienta de
fragmentul lipidic al lipopolizaharidei din celula bacteriana [76].

Inhibarea sintezei acizilor nucleici. Antibioticele interfereaza cu sinteza acizilor nucleici
bacterieni prin blocarea replicdrii sau oprirea transcriptiei. Replicarea ADN-ului implicd derularea
structurii traditionale de dublu helix. Grupul de antibiotice chinolone, de exemplu, interfereaza cu
functionalitatea acestei enzime, impiedicand astfel procesul de replicare si de reparare a ADN-ului

la bacteriile susceptibile [78].
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Inhibarea sintezei proteinelor. Printre multele roluri, proteinele sunt responsabile si pentru
compozitia structurald, procesele metabolice si fiziologice, si rdspunsul la conditiile adverse.
Avand in vedere importanta proteinelor in procesele vitale ale tuturor organismelor vii, perturbarea
sintezei lor intr-o celula bacteriana i-ar afecta activitatea vitala, provocandu-i moartea [76,78].

Blocarea principalelor cdi metabolice. Unele antibiotice, precum sulfonamidele si
trimetoprimul, imitd un substrat necesar pentru metabolismul celular al bacteriilor. Aceasta
ingelaciune face ca enzimele bacteriene sa se ataseze mai degraba de antibiotic decat de substratul
normal. In special, sulfonamidele actioneazi ca tetrahidrofolatul care este necesar in celulele
bacteriene pentru sinteza acidului folic (vital in metabolismul acidului nucleic si al aminoacizilor).
In acest mod, sulfonamidele perturba, in cele din urma, productia de ADN, de ARN si de
aminoacizi [76].

1.3. Mecanismele de rezistenta ale bacililor gramnegativi

Unele bacterii sunt rezistente in mod natural la anumite tipuri de antibiotice, dar cele mai
multe devin rezistente printr-o mutatie genetica naturald sau prin dobandirea mutatiilor associate
cu rezistenta de la alte bacterii, de exemplu, in timpul conjugarii. Tipurile de rezistenta ale

bacteriilor la antimicrobiene sunt prezentate pe figura 8 [83,84].

Clasificarea rezistentei la antimicrobiene

l l
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Figura 8. Tipuri de rezistenta la preparatele antimicrobiene

Mecanismul rezistentei la antimicrobiene a BGN rezultd din exprimarea enzimelor de
inactivare a antibioticelor si a cailor neenzimatice care pot rezulta din cresterea rezistentei
intrinseci, datoritd mutatiilor in genele cromozomiale (cum ar fi cresterea expresiei enzimelor de
inactivare a antibioticelor, pompe de eflux, permeabilitate sau modificari ale tintei) sau dobandite
prin transferul orizontal de elemente genetice mobile purtdtoare de gene cu mutatii associate cu
rezistenta [84,85]. Drept exemplu poate servi codificarea plasmidica a -lactamazei, enzimelor de
modificare a aminoglicozidelor sau mecanismele neenzimatice, precum gena Qnr (gena de
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rezistentd la chinolone pe baza de plasmid) pentru rezistenta la fluorchinolone a speciilor din
familia Enterobacteriaceae [85].

Enterobacteriacee producdtoare de BLSE

Réspandirea rapida a tulpinilor producétoare de BLSE a facut ca rezistenta enterobacteriilor
la cefalosporinele de generatia a treia (CG3) sa constituie in prezent peste 10 %, iar la carbapeneme
cca 7%. Aceste enzime pot hidroliza cefalosporinele cu spectru larg, monobactamele si
penicilinele. Beta-lactamazele de clasa A, cum ar fi TEM-1, TEM-2 si SHV-1, sunt responsabile
pentru rezistenta la ampicilind, la amoxicilina si la cefalosporine de generatia intdi. Rezistenta la
CG3 apare atunci cand mutatia genelor care codifica TEM-1, TEM-2 sau SHV-1 da nastere la noi
B-lactamaze care le pot hidroliza [84].

Enterobacteriaceele pot exprima si alte tipuri de BLSE, precum CTX-Munich (CTX-M),
care hidrolizeazd cefotaxima mai eficient decdt ceftazidima, si oxacilinazele (OXA), care
hidrolizeazd carbapenemele (se gasesc 1n principal la P. aeruginosa si mai rar la
enterobacteriacee). In plus, p-lactamazele de tip AmpC pot si hidrolizeze CG3 si sunt rezistente
la acidul clavulanic si la alti inhibitori de B-lactamaze [84].

Enterobacteriacee producatoare de carbapenemaze

Rata de rezistenta la carbapeneme a K. pneumonia este de peste 25 %, a P. aeruginosa
variaza de la 20 pana la 40 %, iar a 4. baumannii — de la 20 pana la 40 % [86].

Primele izolate rezistente la carbapeneme au fost raportate in anii 1990, rezistenta fiind
determinatd de productia de B-lactamaze de tip AmpC si de pierderea proteinei membranei
exterioare. Existd doua tipuri de enterobacteriacee rezistente la carbapeneme (CRE): producatoare
de carbapenemaza, in care genele responsabile de sinteza enzimei sunt prezente pe elemente
genetice mobile si CRE neproducatoare de carbapenemaza [86].

In prezent sunt cunoscute cinci carbapenemaze majore: (1) KPC, carbapenemazi de clasa A
(B-lactamaze pe baza de serind); (2) clasa B, New Delhi Metallo-B-lactamaze (NDM); (3) Verona
integrin Metallo -B-lactamaza (VIM); (4) clasa D, OXA sau OXA-48 51 (5) IMP, activ pe imipenem
(tabelul 1) [86].

Mecanismele de rezistentd ale A. baumannii

Specia A. baumannii este asociatd cu IAAM la nivel mondial si dezvolta rapid rezistenta la
antimicrobiene prin diferite mecanisme [87].

Inactivarea PB-lactamelor de catre P-lactamaze este consideratd un mecanism major de
rezistentd la 4. baumannii MDR. Toate cele patru clase de B-lactamaze (A, B, C si D) au fost
identificate la specia A. baumannii, care poate incorpora in genomul sdu ADN exogen si identifica
un numar mare de -lactamaze [86,87]. MBL din clasa B se disting prin activitate carbapenemazica

puternicd si conferd rezistentd la toate antibioticele B-lactamice, cu exceptia monobactamelor.
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Beta-lactamazele din clasa C asigura rezistenta la cefamicind, la peniciline si la cefalosporine.
Clasa D pot hidroliza cefalosporinele si carbapenemele cu spectru extins (tabelul 1) [87].

Tabelul 1. Diversitatea moleculara a BLSE si a carbapenemazelor [87]

Clasificarea Enzimele Substratul Caracteristica
Ambler distinctiv
C AmpC, CMY-1, GC1, Cefalosporine, Rezistenta la acid clavulanic si
(cefalosporinaze CMY-10, CMY-19, Ceftazidim, tazobactam
) CMY-37, ACT-1, | oximino-B-lactame
FOX-1, MIR-1 ESAC
A (serin- B- | PCl, TEM-1, TEM-2, | Peniciline, Sensibilitate la carbapeneme,
lactamaze) TEM-3, TEM-30, | cefalosporine Rezistentd sau inhibat de acid
TEM-50, SHV-1, SHV- | empirice, ESCP, | clavulanic, sulbactam,
2,SHV-10, CTX-M-15, | monobactame, tazobactam,
PER-1, VEB-1, PSE-1, | carbenicilina, Variabild la acid clavulanic,
CARB-3, RTG-4, | cefepim, tazobactam
CepA, KPC-2, IMI-1, | carbapeneme,
SME-1 oximino-f-lactame,
cefamicine
D (oxacilinaze) OXA-1, OXA-10, | Cloxacilina, ESCP, | Variabila la acid clavulanic,
OXA-11, OXA-15, | oximino-B-lactame, | tazobactam.
OXA-23, OXA-48 oxacilind,
carbapeneme
B (metalo- - | IMP-1, VIM-1, CcrA, Carbapeneme Rezistentda la acid clavulanic,
lactamaze) IND-1, L1, CAU-1, sulbactam si tazobactam
GOB-1, FEZ-1, CphA, Inhibat de monobactame
Sth-1

Un alt mecanism de rezistenta al A. baumannii este asigurat de pompele de eflux care asigura
rezistenta la mai multe clase de antibiotice, inclusiv la tigeciclind sau imipenem [87].

Rezistenta A. baumannii la aminoglicozide este mediata de trei clase de enzime:
acetiltransferaze, adeniltransferaze si fosfotransferaze. Aceste enzime modifica chimic
aminoglicozidele. [87].

Modificarea permeabilitatii invelisului celulei bacteriene este un alt mecanism de dobandire
a rezistentei. Reducerea expresiei unor porine (care permit transportul transmembranar), precum
Caro, Omp22-33, este asociata cu rezistenta la carbapeneme, iar pierderea LPS creste rezistenta la

colistind a A. baumannii ca urmare a scaderii integritatii membranei [87].
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Alterarea situsurilor-tinta, precum proteinele de legare a penicilinei (PBP), mutatiile ADN-
girazei s.a., modifica tinta pentru antibiotice. Supraexprimarea anumitor PBP are ca rezultat
rezistenta la imipenem, iar mutatia ADN-girazei — rezistenta la chinolone si la tetracicline [87].

Carbapenemele precum imipenemul, meropenemul si doripenemul au fost cei mai buni
agenti de tratare a infectiilor determinate de A. baumannii, dar din cauza susceptibilitatii scazute
la acesti agenti, minociclina/tigeciclina si polimixinele au devenit cele mai eficiente si au
demonstrat un efect sinergic impotriva infectiilor cu 4. baumannii [88]. Cu parere de rau, au aparut
deja tulpini de 4. baumannii rezistente la tigeciclind si la colistind. Terapia combinata cu
ampicilina-sulbactam si ampicilind + sulbactam + carbapenem este eficientd pentru tratarea
bacteriemiei determinatd de A. baumannii MDR. Terapia cu minocicline are, de asemenea, rate
mari de succes si tolerabilitate buna, dar aproximativ 20 % din tulpinile de 4. baumannii deja au
dezvoltat rezistenta. Minociclina combinata cu colistina este eficienta pentru tratarea infectiilor cu
A. baumannii rezistent la minociclina, iar colistina + rifampina este cel mai eficient tratament
pentru tulpinile rezistente la colistina [87,88].

Mecanismele de rezistentd ale P. aeruginosa

Multe mecanisme pot contribui la rezistenta P. aeruginosa la antibiotice: rezistenta
inndscutd, precum supraexprimarea pompelor de eflux si scdderea permeabilitatii membranei
exterioare; rezistenta dobandita, cum ar fi achizitionarea de gene care codifica pentru enzime de
rezistentd sau mutatia in genele care codifica porinele si alte proteine [87].

Existd patru clase majore de B-lactamaze identificate la P. aeruginosa: clasele A, C si D
inactiveaza B-lactamele prin activitatea catalitica a reziduului de serind, in timp ce B-lactamazele
de clasa B sau MBL au nevoie de cationi de zinc pentru asi exercita actiunea [87].

B-lactamazele endogene, cum ar fi AmpC, pot fi induse de mai multe B-lactame, printre care
benzilpenicilina si imipenemul. P. aeruginosa poate dobandi rezistentd printr-o mutatie a genei
care duce la supraexprimarea -lactamazei AmpC [87].

Rezistenta P. aeruginosa la aminoglicozide este mediatd de enzimele de modificare a
aminoglicozidelor, care sunt impdrtite in trei clase: aminoglicozide fosforiltransferaze,
aminoglicozide adenililtransferaze si aminoglicozide acetiltransferaze, aminoglicozide care se
ataseaza ca radicali adenil sau acetil la molecula de antibiotic si scad afinitatea de legare la tinta
lor in celula bacteriana [87].

Rezistenta la chinolone este dezvoltatd prin mutatia genei cromozomiale bacteriene care
codificda ADN-giraza sau topoizomeraza 1V, sau prin transportul activ al antibioticului in afara
celulei [87].

Colistina s-a dovedit a fi mai eficienta in tratarea infectiei cu P. aeruginosa MDR decat alte

medicamente B-lactamice, eficienta crescand la combinarea cu imipenem, piperacilind, aztreonam,
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ceftazidima sau ciprofloxacind. Terapia cu fosfomicind + aminoglicozide, cefalosporine si
peniciline a aratat rezultate mai bune pentru tratamentul infectiilor cauzate de P. aeruginosa
rezistenta la antimicrobiene [87].
1.4. Aspecte epidemiologice: distributie, factori de risc si cai de transmitere a
microorganismelor rezistente la antibiotic

Potrivit raportului global al OMS privind sistemul de supraveghere a RAM 1n 2022, printre
principalii responsabili ai cazurilor de deces asociate cu BGN rezistenti sunt: E. coli rezistenta la
CG3 si fluorchinolone, urmata de K. pneumoniae — rezistenta la carbapeneme, A. baumannii —
rezistentd la carbapeneme si P. aeruginosa — rezistenta la PB-lactamine, aminoglicozide si
fluorchinolone [89,90,91].

Dupa un deceniu de crestere constanta, in prezent 76 de tari raporteaza rate de rezistenta de
42 % la CG3 pentru E. coli care, in anumite situatii, pot ajunge la 70 %. Aceasta situatie rezultd in
principal din raspandirea rapida a tulpinilor producatoare de BLSE, care reprezinta 15-25 % din
enterobacteriile izolate de la pacientii critici [92,93].

Mult mai ingrijoratoare este diseminarea in continuare a CRE, cu o prevalenta globala de 2-
7 % in ITU din Europa, Asia si Statele Unite [93]. Aceasta situatie pare deosebit de critica pentru
K. pneumoniae, cu rate de rezistenta la carbapenem de peste 25 % in mai multe tari din sudul
Europei, precum Italia sau Grecia [94].

Ratele actuale de rezistenta la ceftazidima si la carbapeneme a P. aeruginosa variaza de la
20 pana la 40 %. MDR (rezistenta la cel putin trei clase de antimicrobiene dintre urmatoareale:
piperacilina-tazobactam, ceftazidima, fluorochinolone, aminoglicozide si carbapeneme) si XDR
(rezistenta la cele cinci clase de antibiotice mentionate mai sus) au reprezentat 23 si, respectiv, 14
% din izolatele de P. aeruginosa raportate de catre CDC in 2020 [94].

Ratele de rezistenta sunt in crestere si la 4. baumannii. Statisticile aratd ca de la 60 pana la
80 % din izolatele responsabile de infectiile dobandite in sectiile de terapie intensiva sunt rezistente
la carbapenem [95].

Bacteriile producatoare de carbapenemaze s-au raspandit in intreaga lume (figura 9). Astfel,
KPC predomind in China, in Statele Unite ale Americii, in Italia si In majoritatea regiunilor din
America de Sud; NDM sunt raspandite pe scard larga in intreaga lume, predominand in China, in
Pakistan, in India si in Bangladesh; IMP prevaleaza in Japonia, Taiwan si in China; VIM-urile —
in Grecia; OXA-48 —in Turcia, Maroc si in unele tari europene, precum: Franta, Germania, Tarile

de Jos, Italia, Regatul Unit s.a. [96].
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Figura 9. Distributia globala a diferitor tipuri de carbapenemaze [96]

Factori de risc in dezvoltarea rezistentei antimicrobiene

Studii recente au scos in evidentd cei mai importanti factori de risc pentru contractarea unei
infectii determinate de patogeni rezistenti la antimicrobiene. Caracteristicile demografice, care
includ varsta inaintatd, genul masculin, mediul de migratie si viata intr-un mediu urban, sunt unii
din acesti factori. Situatia sociald a populatiei, care determind variatii in consumul antibioticelor,
precum si accesul la antibiotice la nivel individual, de asemenea contribuie la dezvoltarea
rezistentei la antibiotice [98,99].

Starea de sandtate a pacientilor joaca un rol crucial in dezvoltarea infectiilor cu patogeni
rezistenti, rezultatele anormale ale testelor de laborator, bolile de baza si starea avansata a bolii
servind frecvent drept factori de risc [98].

Riscul de dezvoltare a infectiilor determinate de microorganisme rezistente creste in
institutiile spitalicesti, mai ales 1n sectiile de terapie intensiva [90].

Dintre procedurile invazive, ca factori de risc semnificativ de raspandire a rezistentei
antimicrobiene cel mai frecvent au fost raportate cele care vizeaza sistemul respirator [90].

Consumul de antimicrobiene joacd un rol major in dezvoltarea RAM. In multe cazuri,
utilizarea pe scara largd a antibioticelor, neargumentatd, ameninta eficacitatea acestora [98,100].

Datele Centrului European de Supraveghere a Consumului de Antibiotice au ardtat o
corelatie direct proportionald intre nivelul de consum al antimicrobienelor si rata RAM [91].
Conform atlasului elaborat de Centrul European de Prevenire si Control al bolilor (ECDC), cele
mai mici rate de RAM se atesta in tarile nordice precum Danemarca —10,7 %, Islanda — 10,2 %,
Finlanda — 9,9 %, iar rate mai inalte de rezistentad se Inregistreazd in Cipru - 46,4 %, Bulgaria cu
40,6 %, Grecia - 37,8 % si Romania — 28,3 % [91,96].
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Importanta majora acordatda BGN deriva din capacitatea lor ridicata de transmitere intre
oameni, animale si mediul Tnconjurdtor, prin multiple céi influentate de factori precum igiena
precarda, supravegherea insuficientd a infectiilor, contactul direct sau indirect cu suprafete
contaminate, consumul de alimente contaminate in timpul procesarii sau sacrificarii animalelor,
utilizarea apei contaminate [91,101].

1.5. Metode de diagnostic de laborator a bacililor Gram-negativi multirezistenti

Diagnosticul de laborator al infectiilor determinate de microorganisme rezistente este
estential in salvarea pacientului. Necesitatea detectarii BGN rezistenti la B-lactamine este legata,
in primul rand, de severitatea infectiilor care le provoaca, la care se adauga potentialul rapid de
raspandire in randul populatiei [102,103].

In baza antibiogramei efectuate pentru orice tulpini, rezistenta crescuti la B-lactamine
reprezintd un screening pentru verificarea ulterioard a mecanismelor de rezistenta. Importanta sau
necesitatea determinarii acestor mecanisme are atat un scop epidemiologic, cat si therapeutic in
alegerea alternativelor de tratament in functie de mecanismul de rezistentd detectat [104].

Izolarea microorganismelor si testarea susceptibilitate la antimicrobiene (TSA) pot necesita
intre 24 de ore si o saptdmana, metodele conventionale bazate pe dilutia in bulion sau agar fiind
considerate standardul de aur, deoarece permit evaluarea cresterii bacteriene dupa incubarea in
prezenta unor concentratii antimicrobiene seriate [105].

Pe langa acestea, sunt utilizate tehnici precum testul disc-difuzimetric Kirby—Bauer si testul
epsilometru (E-test), care mdsoard susceptibilitatea prin determinarea zonelor de inhibitie sau a
concentratiel minime inhibitorii, interpretarea rezultatelor realizindu-se conform ghidurilor
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) [105], United States Food and Drug
Administration $i The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)
[103,107].

In ultimii ani, dezvoltarea accelerati a rezistentei antimicrobiene a stimulat aparitia unor
tehnologii fenotipice si genotipice rapide, bazate pe microfluidica, analizd morfocinetica,
fluorescentd sau citometrie in flux, completate de metode moleculare avansate pentru detectarea
mecanismelor de rezistentd (anexa 2) [105,108,109].

Metode avansate de detectare a mecanismelor de rezistenta

Detectarea modernd a mecanismelor de rezistentd la antimicrobiene se bazeaza din ce in ce
mai mult pe tehnici moleculare si genomice, care permit identificarea rapida si specifica a genelor
asociate RAM, chiar si Tnainte ca fenotipul sd devina evident [103,106,109,110].

Reactia de polimerizare in lant (PCR) este o metoda sensibild si specifica, care permite

detectarea rapida si simulytana a mai multor gene sau mutatii specifice associate cu RAM, fiind
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frecvent utilizate in identificarea carbapenemazelor, precum KPC, NDM, OXA-48 etc. Principiul
PCR este similar cu cel al replicarii ADN-ului natural in celule, in care fiecare dintre cele doud
catene complementare de ADN poate actiona ca un sablon pentru sinteza unei noi catene.
[111,112].

PCR cantitativa poate fi utilizata pentru a cuantifica incarcatura patogenului la un individ
infectat prin incorporarea unui colorant fluorescent in segmentele de ADN amplificate si
masurarea semnalului fluorescent care rezultd [97,113]. Principalul avantaj al PCR cantitativ
pentru detectarea mutatiilor asociate cu rezistenta este rapiditatea, deoarece poate monitoriza
amplificarea ADN-ului in timp real si nu necesita electroforeza [114,115].

Tehnica de secventiere genomica este standardul modern si metoda revolutionard pentru
supraveghere genomicd iIn RAM, care permite identificarea si analiza completd a genomului
bacterian, identificaind setul total de gene RAM, incluzand variante plasmidice, mutatii
cromozomiale si factori de virulentd. Pe langa diagnostic, rezultatele secventierii ofera informatii
valoroase pentru identificarea relatiilor dintre tulpini, trasabilitate si transmitere [110,116].

Secventierea genomica a deschis o noud paradigma in supravegherea RAM, trecand ,,dincolo
de antibiograma” cétre modele predictive bazate pe arhitectura geneticd a agentului patogen,
transformand In mod semnificativ modul in care sunt Intelese mecanismele de rezistentd
antimicrobiand. Pe 1anga rezistenta la antibiotice existenta, putem vorbi si despre capacitatea de a
anticipa evolutii viitoare prin analiza comparativa, filogenetica si genomica functionald [6,117].

In primul rand, fiecare izolat bacterian poate fi transformat intr-un set complet de informatii
genetice privind determinantii genetici implicati in rezistentd — gene cromozomiale, mutatii
punctuale, elemente mobile, plasmide, integroni sau transpozoni. Se incepe cu obtinerea unei
secvente de Tnalta calitate, urmata de analiza bioinformatica, prin corelarea cu baze de date curate
si standardizate, dedicate RAM si cu metadate epidemiologice. In acest fel sunt digital sunt
detectate tiparele de aparitie, fixare si transmitere a determinantelor genetice (fie gene, fie
substitutii in gene cromozomiale care modificd tintele antibioticelor) intre tulpini, populatii
bacteriene si contexte geografice [118,119,120].

In al doilea rind, secventierea longitudinali si analiza filogenetici permit urmarirea
emergentei mutatiilor critice si a transferului orizontal de gene, evidentiind trasee potentiale de
evolutie. Modelele computationale pot ulterior sd estimeze probabilitatea ca anumite mecanisme
sd se extindd la nivel populational, in functie de presiunea selectiei antimicrobiene si de
conexiunile epidemiologice [6].

In final, predictia evolutiei rezistentei prin genom se transforma intr-un instrument strategic
pentru sandtate publicd: ofera capacitatea de a identifica punctele ,,de inflexiune” inainte ca

fenotipul clinic sa devind dominant, permitand generarea timpurie de avertizari, prioritizarea
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interventiilor si calibrarea stewardship-ului. Astfel, genomica nu doar descrie prezentul rezistentei;
ea devine instrument de anticipare a viitorului [6].

O alta tehnicd avansatd de analizd geneticd este secventierea metagenomicd (sau
metagenomica bazatd pe secventiere), care permite identificarea si caracterizarea
microorganismelor direct din probe complexe, fara a fi necesard izolarea si cultivarea lor in
laborator. Aceasta tehnicd a devenit esentiala in microbiologie, epidemiologie moleculara si
supravegherea rezistentei antimicrobiene [121,122].

Principiul metodei se bazeaza pe secventierea intregului material genetic (ADN/ARN) extras
direct dintr-o proba biologica (sange, sputd, fecale, probe de mediu, etc.). ADN-ul total
(metagenomul) este fragmentat si secventiat folosind platforme de “next-generation sequencing”
(NGS). Ulterior, datele obtinute sunt analizate bioinformatic pentru a identifica: speciile
bacteriene, mutatiile associate cu rezistenta, plasmidele si elementele mobile de rezistentd [121].

Alte metode moderne disponibile in present sunt: tehnica moleculard Microarrays, care
efectueaza screening simultan de mare capacitate a unor secvente genetice specifice, bazata pe
hibridarea dintre ADN-ul din esantion si un set de oligonucleotide fixate pe o suprafata solida (de
obicei sticld sau silicon) [6,123]; Spectrometria de masdi cu desorbtie a energiei laser asistati de
matrice (MALDI-TOF MS), care poate detecta anumite mecanisme prin patternuri proteice
specifice sau prin teste functionale (ex. detectia carbapenemazelor) [6,97]. Fiecare metoda are
avantajele si limitarile ei, care pot fi urmarite in anexa 2.

Pe masura ce tehnologiile avanseaza si devin mai accesibile, este posibil ca metodele rapide
de screening a rezistentei la antibiotice sa devind componente mai importante ale viitoarelor
protocoale de diagnosticare pentru tiparea BGN si a altor agenti patogeni care cauzeaza sepsis si
alte infectii [6]. Perspective promitatoare se prevad si in dezvoltarea testelor colorimetrice, unde
este posibil ca placile cu microgodeuri incluse, preacoperite cu antibiotice, sa fie citite folosind
dispozitive bazate pe smartphone. Aceasta abordare este atractiva, fiind ieftind si usor de utilizat
in apropierea pacientului [118,124,125].

1.6. Concluzii la caitolul 1

1. Structura membranei externe, care protejeazd bacteriile de actiunea antibioticelor si a
dezinfectantilor, si prezenta In spatiul periplasmatic al acesteia a enzimelor de rezistentd, care
descompun sau modifica antibioticele, sunt unele din particularitatile BGN ce contribuie la
dezvoltarea rezistentei lor la tot mai multe antibiotice. Gravitatea infectiilor cauzate de BGN MDR
este accentuata de IAAM pe care le determina.

2. In prezent, antibibioticele utilizate in mod obisnuit pentru tratarea infectiilor determinate

de BGN din grupul penicilinelor, cefalosporinelor, monobactamelor, aminoglicozidelor,
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fluorchinolonelor, macrolidelor, cloramfenicoliilor si carbapenemelor trebuie combinate intre ele
pentru a combate actiunea enzimelor de rezistentd ale acestor patogeni.

3. BGN, pe langd rezistenta intrinsecd, isi intaresc activ potentialul antimicrobian prin
transfer orizontal reciproc de gene care codificd pentru enzime de rezistenta. Cele mai raspandite
mecanisme de rezistentd, inclusiv la BGN, sunt enzimele de rezistenta din grupul BLSE si al
carbapenemazelor.

4. La dezvoltarea rezistentei antimicrobiane contribuie utilizarea irationald a acestora,
modalitatea rapida de raspandire a speciilor rezistente in Intreaga lume, precum si simplitatea
transmiterii mecanismelor de rezistentd printre specii. Intelegerea acesor particularititi ale
dezvoltarii RAM este esentiala pentru elaborarea de strategii de control a acestui fenomen la nivel
local, regional si global.

5. Eterogenitatea sporitd a BGN complica identificarea lor si instituirea unei terapii adecvate,
in contextul in care acestea au devenit rezistente la majoritatea grupelor de preparate
antimicrobiene, pentru unele, precum A. baumannii si P. aeruginosa, fiind necesare urgent de noi
antibiotice.

6. Asocierea mai multor tipuri de enzime de rezistentd la acceasi tulpind face dificila
identificarea corecta a unora dintre ele, precum si terapia infectiilor cu acesti patogeni, in pofida
cresterii sensibilitdtii si a specificitatii testelor, extinderii spectrului de enzime detectabile,
reducerii timpului de testare etc.

7. Problema RAM ramane alarmanta si impune dezvoltarea de noi strategii axate pe
inlaturarea cauzelor, impiedicarea raspandirii si diagnosticarea corectd si rapida a tuturor

mecanismelor de rezistenta ale bacteriilor.
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2. MATERIAL SI METODE UTILIZATE IN CERCETARE

2.1. Caracteristica generala a studiului

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 Sdnatate
Publica, in colaborare cu Centrul de epidemiologie genomicd 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 ANSP, zece laboratoare ale institutiilor
medico-sanitare publice si patru laboratoare private).

Obiectul de studiu: tulpini de BGN izolati din sange, LCR si urina.
pentru confirmare la Laboratorul National de Referinta. Datele obtinute au fost introduse in baze
de date Excel conform fisei de insotire a tulpinii izolate de catre laboratoarele microbiologice si in
conformitate cu criteriile stabilite de protocoalele internationale. In urma verificarii corectitudinii
si completitudinii setului de variabile si excluderea dublarilor au fost selecatate spre cercetare 3003
tulpini de BGN rezistente la cel putin un preparat din grupul beta-lactamine.

CRITERII DE INCLUDERE:
- tulpini de E. coli rezistente la unul sau la mai multe preparate f-lactamine izolate din sange, LCR,
urind de la pacienti cu maladii acute;
- tulpini de K. pneumoniae rezistente la unul sau la mai multe preparate B-lactamine izolate din
sange, LCR, urina de la pacienti cu maladii acute;
- tulpini de A. baumannii rezistente la unul sau mai multe preparate f-lactamine izolate din sange,
LCR, urind de la pacienti cu maladii acute;
- tulpini de P. aeruginosa rezistente la unul sau la mai multe preparate B-lactamine izolate din
sange, LCR, urina de la pacienti cu maladii acute.

CRITERIU DE EXCLUDERE
- tulpini de microorganisme grampozitive izolate de la pacienti cu maladii acute;
- tulpini de BGN sensibili la toate grupele de preparate antimicrobie izolate de la pacienti cu
maladii acute;
- tulpini de BGN izolate din alte biosubstraturi decét sange, LCR si urind de la pacienti cu maladii
acute.

Pentru realizarea obiectivelor stabilite si atingerea scopului cercetarile au fost efectuate in

cateva etape (figura 10), descrise in continuare.
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Studierea rezistentei la beta-lactamine a BGN izolati din biosubstrate clinice
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Figura 10. Dessign-ul studiului

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
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bibliografice nationale cu referire la metodele de detectare a mecanismelor de rezistenta si la
situatia epidemiologicd 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 in
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 rezistentd detectate
la acesti patogeni; statistice — la prelucrarea si analiza statistica a datelor obtinute in cadrul
cercetarilor.

Metoda microbiologica

Detectarea si caracterizarea rezistentei la beta-lactamine a tulpinilor de BGN s-a efectuat
prin investigdri microbiologice cu aplicarea metodelor clasice si a metodelor molecular-genetice
contemporane.

Prima etapa a investigatiilor a inclus verificarea puritdtii culturii si reidentificarea tulpinilor
de BGN. Tulpina a fost reinoculatd pe mediile de culturd geloza-sange (HiMedia), Endo
(Liofilchem) de unde, peste 24 de ore de incubare, s-au izolat coloniile potential patogene. Din
colonii pure izolate s-a pregatit suspensia (0,5 conform McFarland) pentru identificarea ulterioara
a speciel de microorganisme cu ajutorul sistemului automat Vitek MS.
preparatele antimicrobiene din grupul penicilinelor, cefalosporinelor, carbapenemelor,
fluorchinolonelor, aminoglicozidelor prin metoda disc-difuzimetrica Kirby Bauer si metoda

automatizata cu ajutorul sistemului automat Vitek-2 compact, conform standardului EUCAST.
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tulpina cercetatd s-a preparat din nou un inocul standardizat corespunzétor etalonului 0,5 Mac
Farland care s-a inoculat pe placa cu MH (Liofilchem). Acest mediu este mai indicat, deoarece are
o valoare nutritiva optima si permite cresterea si dezvotarea diferitor microorganisme fara vre-un
adaos de substante care pot inhiba actiunea antibioticului. Concentratia agarului din componenta
mediului constituie 1,5-1,7 %, pH-ul mediului — 7,2-7,4, iar grosimea stratului de agar in placa —
4 mm.

Dupi inocularea pe placi, au fost aplicate discuri impregnate cu antibiotice. In jurul lor se
formeaza un gradient de concentratie prin difuziunea locala a antibioticului. Mai aproape de disc,
concentratia de antibiotic este mai mare, iar cu indepartarea de la disc concentratia scade.

Placile au fost incubate in termostat la temperatura de 36 °C pentru 18-48 de ore (in mediu
24 de ore). Dupa incubare, pe placa se observa doua zone distincte: zona de inhibitie a cresterii
bacteriilor Tn apropierea discului si zona de crestere a bacteriilor care 1si mareste dimensiunile
odata cu scaderea concentratiei antibioticului Tn urma difuziunii acestuia in mediu sau a lipsei. Cu
ajutorul unei rigle, au fost masurate diametrul zonelor de inhibitie totala a cresterii bacteriene si
comparate cu valorile de referinta: sensibil (S), sesnibil la doze inalte (SSD), rezistent (R) indicate
in standardul EUCAST (v.13.1, 2023).
de preparate antimicrobiene (Mast Group) care a inclus: pentru E. coli si K. pneumoniae -
ampicilind (10pg), amoxicilina-acid clavulanic (20-10pg), piperacilind-tazobactam (30-6pg),
cefepim (30pg), cefotaxima (5ug), cefoxitina (30ng), ceftazidima (10pug), ceftriaxona (30pg),
ertapenem (10ug), imipenem (10pg), meropenem (10ug), ciprofloxacina (5ug), levofloxacina
(5ng), ofloxacina (5pg), amikacind (30ug), gentamicina (10ug), tobramicina (10ug); pentru 4.
baumannii - imipenem (10pg), meropenem (10pg), ertapenem (10pg), ciprofloxacina (5ug),
levofloxacind (5png), amikacina (30pg), gentamicind (10pg), tobramicind (10pg); pentru P.
aeruginosa - piperacilind-tazobactam (30-6ug), cefepim (30pg), ceftazidim (10pg), imipenem
(10pg), meropenem (10pg), ciprofloxacind (5ug), levofloxacind (5ug), amikacina (30ug),
gentamicind (10pg), tobramicina (10ug).

Dezavantajul acestei metode consta in influenta asupra rezultatelor a compozitiei si a pH-
ului mediului de culturd, a densitatatii inoculului, a stabilitatii si a difuziunii antibioticelor, a
duratei si a temperaturii de incubare, precum si a factorului uman.

Determinarea concentratiei minime inhibitorii (CMI) a antimicrobienelor pentru
microorganismele izolate din biosubstraturile clinice cu ajutorul sistemului automat Vitek2

Compact (BioMerieux).
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Pentru BGN glucozofermentativi (E. coli, K. pneumoniae) s-au utilizat galeriile automatizate
Vitek 2 AST-GN 75 cu urmitorul set de antimicrobiene: amicacind, ampicilind,
ampicilind/sulbactam, cefazolina, cefepim, cefoxitind, ceftazidim, ceftriaxond, ciprofloxacina,
ertapenem.

Pentru BGN glucozonefermentativi (4. baumannii, P. aeruginosa) s-au utilizat galeriile
automatizate Vitek 2 AST-N 222 cu urmatorul set de antimicrobiene: amicacina, aztreonam,
cefepim, ceftazidim, ciprofloxacind, colistin, gentamicind, umipenem, meropenem, minociclina,
pefloxacina, piperacilind, piperacilind/tazobactam, rifampicina, ticarcilind, ticarcilind/acid
clavulanic, tobramicind, trimetoprim/sulfametoxazol.

Controlul intern de calitate al testarii la antimicrobiene s-a efectuat cu tulpina de referintd E.
coli ATCC 25922.

Metode de testare a mecanismelor de rezistenta

Detectarea tulpinilor producatoare de AmpC si BLSE

Testarea tulpinilor de E. coli si de K. pneumoniae la peniciline a permis selectarea izolatelor
rezistente la cel putin un preparat din grupele testate si efectuarea screening-ului la producerea
enzimei AmpC. Preparatele testate au fost ampicilind (10 pg), amoxicilind-acid clavulanic (20-10
ng) si piperacilina-tazobactam (30-6 png). Rezultatele antibiogramei au fost interpretate conform
EUCAST (v.13.1, 2023), iar valorile punctelor de Intrerupere sunt indicate in tabelul 2.

Tabelul 2. Breakpoint-urile penicilinelor utilizate drept screening pentru prezenta AmpC

conform EUCAST (v.13.1, 2023)

Ampicilina Amoxicilina-acid Piperacilina-

clavulanic tazobactam
R! < 14mm <19 mm <20mm
S? >22mm > 19mm >20mm

'Rezistent; >Sensibil

Izolatele rezistente la cel putin una din cele trei peniciline testate au fost selectate pentru
confirmare fenotipica.

Pentru detectarea beta-lactamazelor de tip AmpC, a fost utilizat testul de sinergie dublu disc
cu cefoxitind-cloxacilind (CC-DDS) care se bazeazd pe efectul inhibitor al cloxacilinei asupra
AmpC. Kitul este comercial si contine discurile impregnate cu 30 pg cefoxitina + 200 pg de
cloxacilina. Diferenta intre zonele de inhibare a cefoxitinei-cloxacilind si zonele cefoxitinei

singure >4 mm este considerata pozitiva pentru productia de AmpC (figura 11).
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Control
E. coli ATCC 25922
Sensibila la cefoxitin

E. coli AmpC pozitiva

Figura 11. Testul de sinergie dublu disc: tulpina de E. coli producatoare de AmpC
Screening-ul tulpinilor producatoare de BLSE s-a efectuat in baza rezistentei la cel putin un
preparat din grupul CG3 (ceftazidima -10 pg, cefotaximd - 5 pg, ceftriaxond - 30 ug) si/sau
cefalosporinelor de generatia a IV-a (CG4) (cefepim - 30 pg). Rezultatele au fost interpretate
conform standardului EUCAST (v.13.1, 2023), iar valorile care atribuie tulpina la categoria
rezistenta sunt indicate in tabelul 3.
Tabelul 3. Breakpoint-urile cefalosporinelor utilizate drept screening pentru prezenta

BLSE conform EUCAST (v.13.1, 2023)

Ceftazidima | Cefotaxima | Ceftriaxona Cefepim

R! < 19mm <17 mm <22 mm <24 mm

S? > 22mm > 20mm > 25mm > 27mm

Rezistent; 2Sensibil

Tulpinile, care au aratat rezistenta la cel putin una din cele patru cefalosporine testate, au
fost selectate pentru confirmarea fenotipica cu ajutoruk testelor descrise in continuare.

Testul de sinergie cu dublu disc (DDST) consta in inocularea placilor Petri cu mediu MH cu
suspensia de 0,5 conform standardului Mac Farland din tulpina izolata si aplicarea discurilor
impregnate cu cefalosporine (ceftazidima, cefotaxima, cefepim) langa un disc ce contine acid
clavulanic (ex. amoxicilina-acid clavulanic). Distanta intre centrele discurilor este in medie de 20
mm (15-30 mm) si depinde de nivelul de rezistentd al tulpinii testate. Placile sunt incubate la
temperatura de 35 °C timp de 18-20 de ore.

Producerea de BLSE de cétre tulpinile cercetate a fost confirmata prin formarea unei zone
de inhibitie 1n jurul discului cu cefalosporind, cu extindere in directia discului cu acid-clavulanic
sub forma unui ,,dop de sampanie”. Acesta este efectul de sinergism intre zonele de inhibitie din
jurul discurilor cu cefalosporine si discului cu inhibitor de beta-lactamaze.

Testul discurilor combinate. Discurile impregnate cu cefalosporine (ex. cefotaxima,

cefotaxima, cefepim) se aplica pe placa Petri cu acelasi mediu ca in testul descris anterior, iar la
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distanta de 15 mm de la discul cu cefalosporina se aplica alt disc cu aceeasi cefalosporina in
combinatie cu acid clavulanic (ex. cefotaximi-acid clavulanic, cefotaxima-acid clavulanic,
cefepim-acid clavulanic). Placile se incubeaza la temperatura de 35+2°C, timp de 18-20 ore, dupa
care se citesc rezultatele, masurand diametrul zonelor de inhibitie din jurul discurilor.

Testul este considerat poztiv (tulpina este producatoare de BLSE), daca diametrul zonei de
inhibitie din jurul discului cu cefalosporind+acid clavulanic este mai mare sau egal cu 5 mm fata
de diametrul zonei de inhibitie din jurul discului cu cefalosporina fara inhibitor.

Controlul intern de calitate al testelor fenotipice de detectare a BLSE s-a realizat cu tulpinile
de referinta E. coli ATCC 35218, E. coli ATCC 25922 si Klebsiella pneumoniae ATCC 700603.

Metoda culturala a constat in inocularea tulpinii suspecte la producerea de BLSE pe mediul
cromogen CHROMagar™ ESBL (MastGroup) care permite detectarea acestor bacterii prin
inhibarea cresterii altor bacterii. Tulpina suspectd a fost inoculate pe suprafata placii cu mediul
respectiv. Rezultatele au fost interpretate dupd 18-24 de ore de incubare aerobd la 35-37 °C.

Izolatele de E. coli producatoare de BLSE au crescut in colonii de culoare roz-inchis pana la
roscat, in timp ce coloniile de K. pneumoniae producatoare de BLSE au avut culoarea albastru-

metalic (figura 12).

a)
Figura 12. Colonii pe mediul cromogen CHROMagar™ ESBL: a) E. coli si b) K.

Pneumoniae

Metoda de testare a gradientului s-a realizat cu ajutorul benzii E-test (bioMérieux). Aceste
benzi fac parte dintr-un kit comercial disponibil care confirmd producerea de BLSE. Un capat al
benzii este impregnat cu o cefalosporina in combinatie cu inhibitor (cefotaxima-acid clavulanic)
iar la celdlat capat se afla aceeasi cefalosporind fara inhibitor (cefotaxima, cefotaxima). Citirea si
interpretarea s-a efectuat conform instructiunilor producatorului. Testul a fost considerat pozitiv
in cazul unei reduceri > 8 ori a CMI a cefalosporinei in combinatie cu acid clavulanic, fata de CMI
a cefalosporinei fara inhibitor sau in cazul formarii unei elipse deformate.

Detectarea tulpinilor producatoare de carbapenemaze
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Pentru screening-ul enterobacteriilor producétoare de carbapenemaze s-a analizat rezistenta
tulpinilor la preparatele grupului carbapeneme: meropenem (10 pg), imipenem (10 pg), ertapenem
(10 pg). Valorile de referintd conform EUCAST sunt indicate in tabelul 4.

Tabelul 4. Breakpoint-urile carbapenemelor utilizate drept screening pentru prezenta

carbapenemazelor conform EUCAST (v.13.1, 2023)

Meropenem Imipenem Ertapenem
R! < 16mm <19 mm <25mm
S? >22mm >22mm >25mm

Rezistent; >Sensibil

Pentru cercetarile ulterioare, au fost selectate izolatele rezistente la cel putin un preparat din
acest grup.

Testul colorimetric Rapidec Carba NP (Nordmann-Poirel) este un test enzimatic cu
modificarea pH-ului mediului in care se gasesc tulpinile producédtoare de carbapenemaze. Trusa
contine imipenem (substrat pentru carbapenemaze), rosu fenol (indicator de pH) si zinc (pentru
favorizarea detectiei MBL). Pentru realizarea testului se foloseste tulpina bacteriana de 18-24 de
ore inoculatd pe placa de geloza- sange sau agarul MH. Rezultatele testului se citesc si
interpreteaza dupa 30 de min. de incubare la 37 °C.

Test pozitiv: virajul indicatorului de la rosu la galben, oranj-galben sau oranj-roscat
semnifica prezenta carbapenemazelor de orice tip la tulpina testata.

Test negativ: culoarea rosie nemodificata.

Testul colorimetric MAST Carba PacE (MastGroup). O colonie bacteriana este suspendata
in 250 pl de tampon de 1iza si incubata timp de 10 min. la 35 °C. O prima citire a fost efectuata la
10 min. si o a doua la 20 min. de la incubare. Nu a fost observata nici o diferenta intre cele doua
citiri pentru toate izolatele testate. Testul a fost considerat negativ, daca culoarea a rdmas galbena,
si pozitiva, dacd culoarea a fost portocalie sau rosie (figura 13). Dacd schimbarea culorii nu a fost
clar identificata, a fost raportat un rezultat incert, testul fiind repetat. Un rezultat incert la a doua

testare a fost considerat negativ, conform recomandarilor producatorului.

N B "'

= = -+ + + + +

Figura 13. Interpretarea MAST® Carba PacE: - rezultat negativ, -/+ rezultat incert si +

rezultat pozitiv

44



Testul imunocromatografic. Principiul testului imunocromatografic (numit si test rapid pe
banda sau test ,lateral flow”) se bazeazd pe reactia antigen—anticorp si pe migrarea capilard a
lichidului printr-o membrana poroasa [124,125]. Intr-un tub Eppendorf s-au luat 150 pL de solutie
tampon. Cu ansa bacteriologica a fost selectata o colonie izolata din cultura microbiana de 18-24
de ore de incubare si s-a suspendat in tub. Amestecul a fost omogenizat prin vortexarea tubului,
apoi distribuit in casete a cate 100 pL. Rezultatele au fost citite peste 15 min. si interpretate
conform instructiunii producdtorului. Testul permite identificarea urmatoarelor tipuri de
carbapenemaze: KPC (K), OXA (O), VIM (V), IMP (I) si NDM (N).

Rezultat pozitiv: vizualizarea unei linii rosii in regiunea de control si a uneia sau a mai multor
linii rosii in regiunile de testare K, O, V, I, N, indica prezenta unuia sau a mai multor tipuri de
carbapenemaze.

Rezultat negativ: vizualizarea unei linii rosii in regiunea de control indicd lipsa
carbapenemazelor in proba testatd sau un nivel nedetectabil, interpretat ca rezultat negativ.

Controlul de calitate pozitiv s-a efectuat cu tulpinile de referintd E. coli ATCC 35218, K.
pneumoniae ATCC 700603, P. aeruginosa 27853.

PCR. Confirmarea genotipica a prezentei genelor responsabile de mecanismele de rezistenta
s-a efectuat prin PCR. Testul consta din trei etape: extragerea materialului genetic din bacterie,
amplificarea acestuia si testarea propriu-zisa. 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.

Tehnica de secventiere a genomului bacterian este metoda de ultima generatie care a permis
identificarea genelor asociate 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 coloand 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
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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, obtinandu-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 addugarea 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
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/resfinder) a fost

utilizat pentru interpretarea rezultatelor secventierii si detectarea mutatiilor asociate cu rezistenta
antimicrobiand si a pozitiei lor specifice in genomul bacterian. Cautarea 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 utilizata pentru a detecta

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 referinta 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 utilizdnd 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 analizd riguroasd, eficienta si complet reproductibild a setului de date.

Alegerea lor a fost esentiala pentru asigurarea transparentei procesului analitic, validitatii

.....
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analiza datelor sunt disponibile si pot fi furnizate la cerere, facilitand verificarea rezultatelor si
integrarea metodologiei in cercetarile similare pe viitor.

Pentru variabilele categoriale, au fost calculate frecventele absolute si relative, insotite de
intervale de incredere de 95% pentru estimarea proportiilor. Aceastd abordare a permis o
caracterizare statisticad solidd a distributiei datelor in cadrul fiecdrei categorii. Reprezentarea
vizuald a fost realizata 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-patrat al lui
Pearson. Indiferent de dimensiunea esantioanelor sau distributia frecventelor, varianta cu simulare
Monte Carlo a fost utilizata, generand 100.000 de esantioane aleatorii pentru o estimare robusta a
valorii p. Aceastd metoda a fost preferata pentru a garanta validitatea testdrii statistice, chiar si in
conditii de frecvente reduse sau dezechilibru intre categorii.

Toate analizele statistice au fost efectuate cu un prag de semnificatie statistica (o) fixat la
valoarea conventionald 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 practica si
relevanta clinica a diferentelor observate au fost analizate suplimentar, tindnd cont de contextul
specific al studiului, amplitudinea efectelor identificate si potentialul impact asupra deciziilor de
sanatate publica si interventiilor clinice.

Limitarile studiului. Avand in vedere ca Pseudomonas aeruginosa detine un genom cu
dimensiuni cuprinse, in mod obisnuit, intre 5,5 si 7 milioane de perechi de baze, nu a fost posibila
efectuarea analizei filogenetice a tulpinilor incluse in studiu. In consecinti, nu a putut fi urmarita
circulatia acestora in cadrul institutiilor medicale si pe teritoriul tarii, si nici determinata
pozitionarea lor in arborii filogenetici globali.

O alta limitare a cercetdrii a fost reprezentatd de absenta unei distributii uniforme a tulpinilor
pe specii si regiuni geografice, ceea ce a ingreunat generalizarea concluziilor, iar diferentele in
procedurile de recoltare, transport, procesare si interpretare au putut influenta acuratetea
rezultatelor.

Utilizarea metodelor fenotipice pentru determinarea productiei de BLSE, in cazul tulpinilor
care nu au fost secventiate, nu exclude identificarea incompleta a mecanismelor de rezistenta.

De asemenea, numdrul redus de laboratoare inrolate in reteaua Sistemului National de
Supraveghere Epidemiologicd a RAM la debutul studiului a determinat un volum mic de tulpini
trimise spre confirmare, considerabil inferior celui din ultimii ani ai cercetdrii; in aceste conditii,

nu a fost posibila surprinderea adecvatd a dinamicii evolutive si sezoniere a rezistentei acestor
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patogeni. In plus, lipsa evaludrii surselor animale, alimentare sau de mediu a limitat interpretarea
transmiterii inter-sectoriale n contextul abordarii One Health.
2.4. Concluzii la capitolul 2

1. Metodele si abordarile alese pentru cercetare au permis determinarea prevalentei BGN
multirezistenti In etiologia maladiilor infectioase, precum si a spectrului enzimelor de rezistenta
prezente la tulpinile cercetate.

2. Fiind realizat un studiu integral au fost cercetate tulpini de BGN de interes clinic, aflate
in supraveghere la nivel mondial.

3. Imbinarea metodelor clasice de cercetare cu cele moderne, precum tehnica de secventiere
a genomului bacterian, a permis obtinerea de date ample, rapide si veridice despre rezistenta la
preparatele antimicrobiene a tulpinilor cercetate, cu identificarea si caracterizarea mutatiilor

asociate cu rezistenta, precum si a procesului de transfer al genelor de rezistenta intre specii.
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3. DISTRIBUTIA BACILILOR GRAM-NEGATIVI SI PROFILURILE DE
REZISTENTA LA ANTIMICROBIENE

3.1. Diversitatea si prevalenta speciilor de de bacili Gram-negativi izolati din
biosubstraturile clinice

Infectiile cauzate de BGN sunt unele dintre cele mai raspandite infectii atat in comunitate,
cat si in mediul intraspitalicesc. In prezentul studiu a fost evaluata diversitatea speciilor de BGN
izolati din prelevatele clinice colectate de catre laboratoarele din cadrul Sistemului de
Supraveghere Epidemiologica a Rezistentei la Antimicrobiene din Republica Moldova in perioada
anilor 2020-2023.

Specia cea mai frecvent izolatd a fost K. pneumoniae cu o pondere de 47,1 % (1195 % 45,2-
49,5), urmati de E. coli — cu 42,9 % (1195 % 41,0-45,3), A. baumannii —cu 7,4 % (1195 % 5,3-9,6)
si P. aeruginosa —cu 2,7 % (1195 % 0,1-4,4) (figura 14).
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Figura 14. Spectrul tulpinilor de BGN izolate in functie de biosubstrat

Din probele de sange, cel mai frecvent a fost izolata specia K. pneumoniae cu o pondere de
52,8 % (IT95 %, 49,3-56,3), urmata de A. baumannii — cu 26,2 % (Ii95 %, 23,3-29,4), E. coli — cu
11,3 % (1195%, 9,3-13,7) si P. aeruginosa —cu 9,8 % (1195%, 7,9-12,1).

In probele de LCR investigate a prevalat A. baumannii, cu o pondere de 45,5 % (Ii95 %,
31,7-59,9), urmata la o mica diferenta de K. pneumoniae cu 43,2% (Ii95 %, 29,7-57.,8). P.
aeruginosa a fost izolata in 11,4 % (1195 %, 5,0-24,0) din probe, iar specia E. coli nu a fost izolata
din acest biosubstrat.

Din 54,8 % (1195 %, 52,7-56,8) de probe de urina a fost izolat E. coli, iar din 45,2 % (I195
%, 43,2-47,3) — K. pneumoniae (figura 14).

Spectrul etiologic al ITU si al IFS obtinut de noi este in concordanta cu rezultatele publicate

in literatura de specialitate de peste hotare [20,50].
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La analiza distributiei speciilor de BGN in functie de sectia in care a fost internat pacientul
a fost observata o tendintd comuna la toate speciile de a predomina in sectiile unde, de regula, sunt
internati pacienti critici, cu forme clinice grave de infectii sau cu comorbiditati, al caror statut imun
este compromis (anexa 3).

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 au prevalat in probele colectate de la pacientii din sectia de terapie
intensiva cu o pondere de 76,5 % (1195 %, 67,3-85,8) din tulpinile izolate, urmata de sectia terapie
intensiva pediatrica — 9,9 % (1195 %, 3,4-16,4) si chirurgie — 6,2 % (1195 %, 0,9-11,4).

Tulpinile de 4. baumannii, ca si cele de P. aeruginosa, au prevalat in probele pacientilor din
sectiile de terapie intensiva — 76,4 % din probe (1195 %, 70,9-82,0), dupi care urmeazi sectiile de
chirurgie cu 8,4 % (1195 %, 4,8-12,1) si boli interne cu 5,3 % (1195 %, 2,4-8,3). Cele mai putine
tulpini de A. baumannii au fost izolate din probele prelevate de la pacientii internati in sectiile de
urologie, iar tulpini de P. aeruginosa in aceste probe nu s-au inregistrat (anexa 3).

3.2. Profilurile de rezistenta la antimicrobiene ale izolatelor cercetate

prin metoda disc-difuzimetrica si cu ajutorul sistemului automaztizat Vitek-2 compact. Setul de
antibiotice folosit in acest scop a inclus preparate recomandate de standardul EUCAST din grupul
penicilinelor, cefalosporinelor, carbapenemelor, aminoglicozidelor, fluorchinolonelor si colistin.

.....

enumerate au fost interpretate ca fiind S, SSD, R 1n baza standardului EUCAST (figura 15).
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Figura 15. Rezistenta speciilor de BGN cercetate la grupele de preparate antimicrobiene

50



Conform datelor obtinute, BGN izolati au manifestat o rezistenta inaltd la grupele de
preparate antimicrobiene studiate, profilurile de rezistenta variind in functie de specie.

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 % (1195 %, 48,3-66,5) au fost rezistente la preparatele
din grupul penicilinelor, 61,8 % (1195 %, 49,3-68,5) au prezentat rezistenta la cefalosporine si doar
2,1% (1195%, 0,1-4,5) - la carbapeneme, 72,1 % (1195 %, 64,3-81,5) — la fluorchinolone, 32,2 %
(Ii95 %, 24,8-40,2) — la aminoglicozide si 3,0 % (Ii95 %, 1,3-5,1) — la colistina (figura 15).

Printre tulpinile MDR, 42,1 % (1195 %, 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 %
(1195 %, 0,2-2,1) au manifestat o rezistenta extinsa, fiind rezistente la toate antibioticele testate, cu
exceptia colistinei, iar 0,3 % (Ii95 %, 0,0-1,9) din tulpini au fost rezistente la toate antibioticele
testate fara exceptii, deci s-au dovedit a fi panrezistente.

Comparativ cu E. coli, tulpinile de K. pneumoniae au demonstrat o rezistentd mult mai inalta
la toate preparatele antimicrobiene studiate. Cele mai multe tulpini de K. pneumoniae izolate —
93,9 % (1195 %, 85,3-98,9) — au fost rezistente la cefalosporine si la fluorchinolone, 81,5 % (1195
%, 76,1-89,6,5) — la aminoglicozide, 51,1 % (Ii95 %, 43,8-58,6) — la carbapeneme si 15,0 % (Ii95
%, 8,7-23,4) — la colistina (figura 15).

Tulpinile de K. pneumoniae MDR au constituit peste 70,0 % (Ii95 %, 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 detectatad la 13,7 % (Ii95%, 6,2-20,3)
din izolatele acestei specii.
un tablou al rezistentei foarte alarmant. 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 atitea la
fluorchinolone, 68,3 % (1195%, 58,3-76,5) — la peniciline, 54,3 % (1195 %, 46,4-62.2) — la
aminoglicozide si 12,3 % (1195 %, 8,7-18,1) — la colistina (figura 16). MDR s-au dovedit a fi 66,7
% (1195%, 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 rezistenta la grupele de antimicrobiene utilizate si practic
nu lasa solutii terapeutice pentru infectiile pe care le determina, de obicei in forme grave. Din
tulpinile de 4. baumannii analizate in acest studiu, 99,6 % (Ii95 %, 95,4-100) au fost rezistente la
fluorchinolone, 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. Colistina este o ultima optiune de tratament al

infectiilor determinate de 4. baumannii, in multe cazuri in combinatie cu antibiotice din alt grup
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sau chiar din mai multe grupe, deoarece acest patogen dezvolta rezistenta si la aceste preparate. In
studiul nostru, 8,4 % (Ii95 %, 2,3-12,8) din izolatele de 4. baumannii au maniestat rezistenta fata
de colistina (figura 15). Majoritatea tulpinilor analizate de 4. baumannii au fost MDR (99,1 % -
1195 %, 98,8-99,9), iar panrezistente — 8,4 % (1195 %, 1,5-14,6).

O alta tendinta observata la tulpinile de BGN analizate in acest studiu a fost rezistenta mai
inalta la antimicrobiene a izolatelor din sange si din LCR, comparativ cu cele din urina.

Din totalul tulpinilor de E. coli si de K. pneumoniae izolate din urina, rezistente la peniciline
au fost 77,8 % (Ii95 %, 69,6-85,3), in timp ce 90,3 % (Ii95 %, 86,4-96,5) din tulpini au prezentat
sensibilitate la acest grup de antibiotice. Raportul este invers proportional in cazul tulpinilor izolate
din sange, unde 21,4 % (Ii95 %, 15,4-29,6) din tulpini au prezentat rezistenta la peniciline, iar 9,4
% (1195 %, 4,5-16,3) au fost sensibile la acestea (figura 16).
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Figura 16. Profilurile de rezistenta la peniciline si cefalosporine a tulpinilor de E. coli si de
K. pneumoniae in functie de biosubstrat

In cazul colistinei s-a atestat aceeasi tendinta, rezistenta au manifestat 67,7 % (1195 %, 48,3-
76,5) din tulpinile izolate din urina si 31,5 % (1195 %, 28,3-36,2) din cele din singe, sensibile au
fost 82,5 % (If95 %, 78,1-89,5) din izolatele din urina si doar 16,8 % (Ii95 %, 6,3-26,8) din cele
din sange (figura 17).
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Figura 17. Profilurile de rezistenta la carbapeneme si colistin a tulpinilor de E. coli si de K.
pneumoniae in functie de biosubstrat

Analiza pattern-urilor de rezistentd a BGN inclusi in studiu denota nivele de rezistentd
ingrijoratoare la antimicrobienele testate, mai mult de atat, multe tulpini s-au dovedit a fi MDR si
chiar panrezistente.

Rezistenta crescuta a izolatelor din sange si din LCR, comparativ cu cele din urina, este un
alt semn de alarma, deoarece evolutia deseori fulminanta a IFS determinate de speciile rezistente
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limiteaza actiunile medicului atat in optiunile de tratament, cat si in timpul de actiune in instituirea
unei terapii eficiente.
Analiza RAM a izolatelor in functie de sectia in care au fost internati pacientii a evidentiat

particularitati specifice care pot fi vizualizate pe figura 18.
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Figura 18. Profilurile de rezistenta la betalactamine ale speciilor E. coli si K. pneumoniae
in functie de sectia de internare a pacientilor
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La analiza tulpinilor rezistente de E. coli si de K. pneumoniae in functie de sectia unde a fost
internat pacientul in momentul izolarii tulpinii respective s-a constatat cd ponderea tulpinilor
rezistente la toate grupele de preparate antimicrobiene testate a fost mai mare in sectiile unde erau
internati pacienti cu forme grave de boala, cu sistemul imun compromis. Astfel, din tulpinile
rezistente la peniciline, 86,5 % (Ii95 %, 78,2-93,5) au fost izolate in sectiile de chirurgie, urmate
de sectiile de terapie intensiva si terapie intensiva pediatrica cu o ratd de izolare de 84,7 % (1195
%, 77,3-92,7) si, respectiv, de 81,6 % (Ii95 %, 78,3-88.4).

Distributia tulpinilor rezistente de E. coli si de K. pneumoniae la cefalosporine ilustreaza
aceeasi distributie a ratelor de rezistenta ca si in cazul penicilinelor: 89,5 % (Ii95 %, 80,5-91,8),
86,1 % (1195 %, 79,3-92,4) si 81,8 % (1195 %, 75,6-87,5) in sectiile chirurgie, terapie intensiva si,
respectiv, neonatologie.

La carbapeneme, cele mai inalte rate de rezistentd au fost inregistrate in sectiile terapie
intensiva — 41,7 % (1195 %, 36,7-56,5), chirurgie — 37,8 % (1195 %, 28,3-46,2), urologie — 22,6 %
(Ii95 %, 18,3-28,6), departamentul urgente — 22,2 % (1195 %, 18,1-28,1). Sensibilitate absoluta la
carbapeneme a fost inregistrata in sectiile de neonatologie si in 95,9 % (1195%, 90,3-98,8) din
tulpinile izolate 1n sectiile de terapie intensiva pediatrica. O posibila explicatie a acestui fenomen
ar fi utilizarea scazuta a carbapenemelor la nou-nascuti.

Rate extrem de mari de rezistenta la fluorchinolone au fost inregistrate in toate sectiile de
unde au provenit tulpinile de E. coli si de K. pneumoniae, cu predominare in chirurgie — 91,3 %
(Ii95 %, 88,7-96,4), urmata de sectiile boli infectioase — 86,2 % (Ii95 %, 78,3-96,5), departamentul
urgente — 86,1 % (1195 %, 78,2-96,3), terapie intensiva — 85,9 % (1195 %, 76,8-92,9), urologie —
84,5 % (1195 %, 74,3-91,6), boli interne — 82,6 % (1195 %, 77,3-89,5), neonatologie — 81,8 %
(IT95%, 78,3-87,5), obstetrica/ginecologie — 75,0 % (IT95 %, 648,1-86,6), terapie intensiva
pediatrica — 73,5 % (1195%, 66,3-79,7), pediatrie — 70,4 % (1195 %, 63,2-76,4).

Cele mai rezistente tulpini la aminoglicozide (figura 19) au fost izolate de la pacientii
internati in sectiile: chirurgie — 73,3 % (IT95 %, 66,1-79,3), terapie intensiva pediatrica — 71,4 %
(IT95 %, 65,9-78,1), terapie intensiva — 67,2 % (1195 %, 58,4-76,5).

La colistina, rata rezistentei a fost micd, dar cele mai rezistente tulpini au fost identificate in
departamentul urgente — 16,7 % (1195 %, 6,8-24,5), sectiile de terapie intensiva — 14,2 % (Ii95 %,
10,5-20,3) si chirurgie — 9,9 % (1195 %, 4,3-16,5).
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Figura 19. Profilurile de rezistenta la fluorchinolone, aminoglicozide si colistin ale
speciilor E. coli si K. pneumoniae in functie de sectia de internare a pacientilor
Rezistenta BGN nefermentativi in functie de sectia din care au parvenit nu relevd mari
diferente fata de E. coli si de K. pneumoniae, cu exceptia ratelor de rezistenta mult mai ridicate a

speciilor P. aeruginosa si A. baumannii la toate grupele de antimicrobiene testate (figura 20).
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sectia de internare a pacientilor
58



Cele mai rezistente tulpini de P. aeruginosa la antibioticele de ultima linie, cu o rata de
rezistenta de 100 % (Ii95 %, 98,3-100), au fost izolate din probele recoltate din sectiile pediatrie
si terapie, urmate de cele din sectiile de chirurgie, terapie intensiva si terapie intensiva pediatrica,
cu rate de rezistent de 80,0 % (1195 %, 74,6-88,8), 69,4 % (1195 %, 60,1-76,6) si, respectiv, 62,5
% (1195 %, 56,7-69,8).

Toate tulpinile de A. baumannii parvenite din sectiile terapie intensiva pediatrica si urologie
au fost rezistente la carbapeneme, iar rata de rezistenta a celor din sectiile terapie, terapie intensiva,
departamentul urgente, sectiile chirurgie si pediatrie a constituit 91,7 % (Ii95 %, 88,3-96.,4), 88,4
% (1195 %, 80,9-95,3), 87,5 % (1195%, 79,9-95,7), 84,2 % (1195 %, 76,8-91,6) si 66,7 % (1195 %,
58,3-72,8) respectiv.

In sectiile chirurgie si terapie intensiva au fost inregistrate cele mai multe tulpini rezistente
apartinand speciilor P. aeruginosa si A. baumannii (figura 20).

Studii internationale si nationale mentioneaza cd in spitale se utilizeaza doze de
antimicrobiene per pacient mai mari decat in comunitate [2,100]. Rezistenta crescuta a izolatelor
din sectiile terapie intensiva, chirurgie, departamentul urgente poate fi o consecinta a practicilor
de administrare de doze mai mari pacientilor in stare grava in scopul salvarii vietii lor, intrucat
speciile patogene circulante in mediul respectiv au dezvoltat rezistenta.

Analiza mecanismelor de rezistenta detectate la BGN prin diferite metode

TSA a servit drept screening pentru producerea de P-lactamaze cu spectru extins si de
carbapenemaze. Analiza antibiogramei a scos in evidentd tulpinile suspecte la producerea
enzimelor de rezistenta. In procesul de analiz au fost suspectate tulpini care au dezvoltat doui si
mai multe mecanisme de rezistentd concomitent (figura 21).
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Tulpinile suspecte la dezvoltarea unui singur mecanism de rezistentd, precum producerea de
BLSE, de beta-lactamaze de tip AmpC si de carbapenemaze, au constituit 25,1 % (Ii95 %, 23,5-
26,7), 5,8 % (1195 %, 4,9-6,6) si 0,1 % (1195 %, 0,0-0,2) respectiv.

Izolatele suspecte la producerea combinatiilor de enzime de rezistentd AmpC+BLSE au
constituit 26,2 % (Ii95 %, 24,6-27,9), BLSE+carbapenemaze — 1,0 % (Ii95 %, 0,6-1,4),
AmpC+carbapenemaze — 0,5% (1195%, 0,2-0,7).

O constatare alarmanta este ponderea cea mai inalta, 41,4 % (Ii95 %, 39,5-43,2), a tulpinilor
care ar putea produce concomitent trei tipuri de enzime de rezistentd, cum ar fi
AmpC+BLSE+carbapenemaze.

Rezultatele testarii tulpinilor de E. coli si de K. pneumoniae producatoare de AmpC si BLSE
prin diferite metode fenotipice, si de biologie moleculara sunt prezentate pe tabelul 5.

Astfel, prin DDST a fost confirmata rezistenta la peniciline doar a 2,7 % (Ii95 %, 1,5-3,8)
din izolatele de E. coli suspectate de producerea 3-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).

Numarul mare al tulpinilor suspecte la producerea de enzime de rezistentd comparativ cu
cele confirmate poate fi explicat prin prezenta altor mecanisme de rezistentd, inclusiv la
preparatele din grupul penicilinelor.

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 violetd, 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 ca 90,0 % (Ii95 %, 88,0-92,0) din tulpinile de E. coli rezistente la
cefalosporine si 36,6 % (1195 %, 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 cétre 90,3 % (If95 %, 88,0-
92,0%) din tulpinile de E.coli rezistente la cefalosporine, adica cu o micd diferenta fata de testele
mentionate mai sus, si de catre 37,5 % (Ii95 %, 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 capacitatii de producere a BLSE. In cazul K. pneumoniae,
producerea de BLSE a fost confirmata pentru mai putin de jumatate din tulpini, deci la baza

rezistentei lor la cefalosporine stau alte mecanisme de rezistenta.
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Tabelul 5. Rezultatele testarii izolatelor de E. coli si de K. pneumoniae prin diferite

metode de detectie a AmpC si BLSE

E. coli K. pneumoniae
Peniciline | R 11 95%2 | Testul Valoarea | R il Testul Valoar
(n=745)! statistic® | p (n=1271)! 95%?2 | statistic® | eap
AmpC 1,306 <0.001 1,358 <0,001
Negative 725 96%, 1,237 96%,
(97,3%) 98% (97,3%) 98%
Pozitive 20 (2,7%) | 1,5%, 28 (2,2%) | 1,4%,
3,8% 3,0%
Cefalospori | R 1195%2 | Testul | Valoarea | R 11 95%?2 | Testul Valoar
ne (n=807)" statistic® | p (n=1348)! statistic®> | eap
Cromogen 292 <0,001 283 <0,001
agar,
BLSE
Negative 80 (9,9%) | 7,9%, 789 56%,
12% (58,5%) 61%
Pozitive 727 88%, 559 39%,
(90,1%) 92% (41,5%) 44%
DDST?, 292 <0,001 290 <0,001
BLSE
Negative 81 8,0%, 854 61%,
(10,0%) 12% (63,4%) 66%
Pozitive 726 88%, 494 34%,
(90,0%) 92% (36,6%) 39%
Testul 291 <0,001 291 <0,001
discurilor
combinate,
BLSE
Negative 78 (9,7%) | 7,6%, 843 60%,
12% (62.5%) 65%
Pozitive 729 88%, 506 35%,
(90,3%) 92% (37,5%) 40%
E-test, 291 <0,001 291 <0,001
BLSE
Negative 18 (2,2%) | 0,6%, 594 41%,
5,0% (44,1%) 58%
Pozitive 789 93%, 754 53%,
(97,8%) 99% (55,9%) 59%

'n (%) — numarul total

’Ii = intervalul de incredere
3Testul Chi patrat al lui Pearson cu valoare p simulate (bazat pe 1e+05 replicari)
“Testul de sinergie dublu disc

Tulpinile rezistente la carbapeneme au fost suspecte la producerea de carbapenemaze, iar
pentru confirmarea au fost testate prin mai multe metode (tabelul 6). Cu ajutoreul testului fenotipic
CarbaNP au fost selectate tulpinile producdtoare de carbapenemaze fard evidentierea enzimei

61



responsabile de rezistenta. Astfel, din tulpinile de E. coli rezistente la carbapeneme au fost pozitive
la producerea de carbapenemaze 85,7 % (Ii95 %, 73,0-99,0), iar din tulpinile de K. pneumonia
rezistente la carbapeneme — 93,7 % (1195 %, 92,0-95,0).

Testul comercial MAST Carba PACE de asemenea nu a scos in evidenta tipul de enzima de
rezistentd, dar a permis selectarea izolatelor producatoare de carbapenemaze. Producerea de
carbapenemaze a fost confirmati pentru 89,3 % (1195 %, 78,0-100) din tulpinile de E.coli rezistente
la carbapeneme si pentru 96,5 % (1195 %, 95,0-98,0) din tulpinile de K. pneumoniae rezistente la
carbapeneme.

Tabelul 6. Rezultatele testarii izolatelor de E. coli si de K. pneumoniae

producitoare de carbapenemaze prin metode fenotipice si de biologie moleculara

E. coli K. pneumoniae
Carbapene | R (n=28)" | 1195%2 | Testul | Valoarea | R (n=733)! | 11 95%> | Testul | Valoar
me statistic® | p statistic®> | eap
Test 896 <0,001 1,121 <0,001
CarbaNP
Negative 4 (14,3%) | 1,3%, 46 (6,3%) | 4,5%,
27% 8,0%
Pozitive 24 73%, 687 92%,
(85,7%) 99% (93,7%) 95%
MAST 655 <0,001 1,028 <0,001
Carba
PACE
Negative 3 (10,7%) | 0,00%, 26 (3,5%) | 2,2%,
22% 4,9%
Pozitive 25 78%, 707 95%,
(89,3%) 100% (96,5%) 98%
ICRTG?, 867 <0,001 1081 <0,001
Carba
Negative 6 (21,4%) | 13%, 62(8,5%) 5%,
47% 13%
Pozitive 22 53%, 671(91,5% | 86%,
(78,6%) 89% ) 94%
PCR, 476 <0,001 932 <0,001
Carba
Negative 2(7,1%) | 0,00%, 18 (2,5%) | 1,3%,
17% 3,6%
Pozitive 26 83%, 708 95%,
(92,9%) 100% (96,6%) 98%

'n (%) — numarul total

?Ii = intervalul de incredere

3Testul Chi patrat al lui Pearson cu valoare p simulate (bazat pe 1e+05 replicari)
“Metoda imunocromatografica

62



Tulpinile rezistente la carbapeneme au fost suspecte la producerea de carbapenemaze, iar
pentru confirmarea au fost testate prin mai multe metode. Cu ajutoreul testului fenotipic CarbaNP
au fost selectate tulpinile producatoare de carbapenemaze fara evidentierea enzimei responsabile
de rezistentd. Astfel, din tulpinile de E. coli rezistente la carbapeneme au fost pozitive la
producerea de carbapenemaze 85,7 % (1195 %, 73,0-99,0), iar din tulpinile de K. pneumonia
rezistente la carbapeneme — 93,7 % (1195 %, 92,0-95,0).

Testul comercial MAST Carba PACE de asemenea nu a scos 1n evidenta tipul de enzima de
rezistentd, dar a permis selectarea izolatelor producatoare de carbapenemaze. Producerea de
carbapenemaze a fost confirmata pentru 89,3 % (1195 %, 78,0-100) din tulpinile de E.coli rezistente
la carbapeneme si pentru 96,5 % (1195 %, 95,0-98,0) din tulpinile de K. pneumoniae rezistente la
carbapeneme.

Prin metoda imunocromatografica au fost confirmate ca producdtoare de carbapenemaze
78,6 % (Ii95 %, 53,0-89,0) din izolatele de E. coli rezistente la carbapeneme si 91,5% (Ii95%,
86,0-94,0) din izolatele de K. pneumoniae rezistente la carbapeneme. Acest test a permis
identificarea a cinci tipuri de enzime de rezistentd produse de tulpinile cercetate.

Metoda genotipica de confirmare a producerii de carbapenemaze a inclus testul PCR prin
care s-a confirmat producerea de carbapenemaze pentru 92,9 % (1195 %, 83,0-100) din tulpinile
de E. coli rezistente la carbapeneme si pentru 96,9 % (1195 %, 95,0-98,0) din tulpinile de K.
pneumoniae rezistente la carbapeneme, cu posibilitatea detectarii mutatiilor asociate cu rezistenta.

Patogenii nefermentativi rezistenti la carbapeneme — P. aeruginosa si A. baumannii — de
asemenea au fost testati prin diferite metode In vederea determindrii tulpinilor producatoare de
carbapenemaze. Rezultatele testarilor sunt prezentate in tabelul 7.

Din izolatele de P. aeruginosa rezistente la carbapeneme, 28,1 % (Ii95 %, 16,0-40,0) au dat
un rezultat pozitiv la testul CarbaNP, in timp ce din tulpinile de A. baumannii rezistente la
carbapeneme au fost testate pozitiv 87,9 % (Ii95 %, 83,0-92,0).

Din izolatele de P. aeruginosa rezistente la carbapeneme, 28,1 % (Ii95 %, 16,0-40,0) au dat
un rezultat pozitiv la testul CarbaNP, in timp ce din tulpinile de A. baumannii rezistente la
carbapeneme au fost testate pozitiv 87,9 % (Ii95 %, 83,0-92,0).

Prin metoda imunocromatografica au fost detectate ca producatoare de carbapenemaze 56,1
% (1195 %, 48,0-68,0) din izolatele de P. aeruginosa rezistente la carbapeneme si 47,7 % (1195 %,

42,3-52,3) din izolatele de 4. baumannii rezistente la carbapeneme.
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Tabelul 7. Rezultatele testarii izolatelor de P. aeruginosa si de A. baumannii la producerea

de carbapenemaze prin diferite metode fenotipice si PCR

P. aeruginosa A. baumannii
Carbapeneme | R il Testul Valoarea | R (n=199)" | Ii Testul Valoarea
(n=57)! | 95%* | statistic® | p 95%? | statistic® | p
Test CarbaNP 8.4 0,004 94 <0,001
Negative 41 60%, 24 (12,1%) | 7.5%,
(71,9%) | 84% 17%
Pozitive 16 16%, 175 83%,
(28,1%) | 40% (87,9%) 92%
ICRTG?, 17 <0,001 95 <0,001
Carba
Negative 25 32%, 104 41%,
(43,8%) | 54% (52,3%) 66%
Pozitive 32 48%, 95 (47,7%) | 35%,
(56,1%) | 68% 60%
PCR, Carba 0,31 0,6 89 <0.001
Negative 20 23%, 31 (15,6%) | 11%,
(35,1%) | 47% 21%
Pozitive 37 53%, 168 79%,
(64,9%) | 77% (84,4%) 89%

'n (%) — numarul total

?If = intervalul de incredere

3Testul Chi patrat al lui Pearson cu valoare p simulate (bazat pe 1e+05 replicéri)
*Metoda imunocromatografica

Din izolatele de P. aeruginosa rezistente la carbapeneme, 28,1 % (Ii95 %, 16,0-40,0) au dat
un rezultat pozitiv la testul CarbaNP, in timp ce din tulpinile de A. baumannii rezistente la
carbapeneme au fost testate pozitiv 87,9 % (1195 %, 83,0-92,0).

Prin metoda imunocromatograficd au fost detectate ca producatoare de carbapenemaze 56,1
% (IT95 %, 48,0-68,0) din izolatele de P. aeruginosa rezistente la carbapeneme si 47,7 % (Ii95 %,
42,3-52,3) din izolatele de A. baumannii rezistente la carbapeneme.

Prin testarea genotipica cu scoaterea in evidenta a mutatiilor associate cu rezistenta, pozitive
la producerea de carbapenemaze au fost 64,9 % (1195 %, 53,0-77,0) din tulpinile de P. aeruginosa
rezistente la carbapeneme si 84,4 % (IT95 %, 79,0-89,0) din tulpinile de A. baumannii rezistente
la carbapeneme.

Analiza spectrului de enzime de rezistenta detectate prin metoda genotipicd PCR a scos 1n
evidenta prevalenta tipurilor de enzime de rezistenta in functie de specia de microorganisme

(figura 22).
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Figura 22. Spectrul enzimelor de rezistenta detectate prin PCR la izolatele de E. coli, de K.
pneumoniae si de P. aeruginosa

Astfel, in cazul speciei E. coli a prevalat gena codificatoare pentru oxacilinaza OXA-48 care
a fost detectatd la 34,9 % (1195 %, 29,5-38,8) din izolatele suspecte la producerea de
carbapenemaze, umata de gena blaNDM — cu 23,3 % (Ii95 %, 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 detectatd 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 mutatiilor associate cu rezistenta detectate la izolatele de P. aeruginosa a fost
diferita fatd de speciile E. coli si K. pneumoniae, cel mai frecvent fiind identificata gena blaNDM
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 detectata
la nici o tulpina de P. aeruginosa prin testul PCR.

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 si1 blaOXA-58 (figura 23).
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Figura 23. Spectrul enzimelor de rezistenta detectate prin PCR la specia A. baumannii

Astfel, din cele 214 izolate de A. baumannii suspecte la producerea de carbapenemaze, 84,6

% (1195 %, 82,7-86,5) au fost confirmate, cel mai frecvent fiind inregistrate izolate producitoare
de enzimda OXA-23 — 43,5 % (Ii95 %, 38,9-46,5) din tulpinile suspecte, urmate de izolatele
producatoare de OXA-40 —cu 41,1 % (Ii95 %, 37,8,3-44.9) si de cele producatoare de OXA-58 —

cu 7,5 % (1195 %, 5,4-9,6) (figura 23).

Un motiv de alarmare sunt tulpinile MDR la care s-au identificat concomitent doud sau mai

multe mecanisme de rezistentd (tabelul 8). Acest fapt limiteaza si mai mult optiunile de tratament

ale pacientilor cu infectii determinate de acesti patogeni. Rezultatele obtinute sunt in concordanta

cu cele ale studiilor stiintifice internationale [6,20,32]

Tabelul 8. Combinatii ale grupelor de enzime de rezistenta identificate la E. coli si la K.

pneumoniae
o E. coli K. pneumoniae
Combinatii % (11 95%) % (11 95%)
AmpC+Carba 2 0,2 (0,1-0,7) 13 0,9 (0,5-1,5)
AmpC+BLSE 3 0,3 (0,1-0,6) 4 0,3 (0,1-0,7)
Carba+BLSE 25 2,2 (1,6-3,1) 65 4,6 (3,6-5,8)
AmpC+Carba+BLSE 1 0,1 (0,0-0,4) - -

11 = intervalul de incredere
n —numarul total

Numarul izolatelor la care s-au detectat concomitent enzime de rezistenta din diferite grupe

nu este foarte mare, dar avand In vedere raspandirea acestor microorganisme si transferul orizontal

al genelor de virulenta si de rezistentd, acest fapt nu trebuie neglijat.

Tulpinile pozitive pentru BLSE au prezentat rezistentd semnificativa statistic (p<0,05) la

tobramicind, urmatd de amoxiclav si de amikacina, in comparatie cu izolatele non-BLSE.
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Rezistenta la mai multe antimicrobiene a fost vizibila la izolatele producatoare de BLSE
(96,7 %, 1195 %, 93,9-98,7), comparativ cu izolatele care nu produc BLSE (52,1 %, 1195%, 46,5-
59,2), ceea ce a fost semnificativ statistic (p<0,05).

Peste 2% din izolatele de E. coli cu mecanisme de rezistentd confirmate au produs
concomitent enzime din grupul carbapenemazelor si BLSE, adica au dezvoltat rezistentd la
cefalosporine si la carbapeneme. Mai putin de 1% din tulpinile de E. coli au prezentat combinatiile
AmpC+Carba, AmpC+BLSE si combinatii de enzime din cele trei grupe cercetate.

Aceeasi tendintd a fost observata si la K. pneumoniae care, in 4,6 % (Ii95 %, 3,6-5,8) din
cazuri, a dezvoltat mecanismele Carba+BLSE, in 0,9 % (Ii95 %, 0,5-1,5) — combinatia de enzime
AmpC+Carba si in 0,3 % (1195 %, 0,1-0,7) - combinatia AmpC+BLSE. Tulpini de K. pneumoniae
produciatoare de enzime din cele trei grupe cercetate nu au fost inregistrate.

Situatia este mult mai dura in privinta izolatelor rezistente la carbapeneme prin producerea
de enzime din grupul carbapenemazelor. Rezultatele testelor PCR au evidentiat la speciile incluse
in cercetare combinatii ale enzimelor din grupul carbapenemazelor prezente concomitent la
acceasi tulpina (tabelul 9).

Combinatii de doud enzime prezente concomitent la una si aceeasi tulpina de E. coli s-au
identificat in 26,2 % (Ii 95%, 17,0-38,0%) din cazuri, cele mai frecvente combinatii fiind OXA-
48+KPC si VIM+IMP, cu o pondere de 7,7 % (Ii 95%, 3,3-16,8%) fiecare. La 1,5 % (Ii 95 %,
0,9-2,2) din tulpini s-au identificat concomitent trei tipuri de enzime de rezistenta (tabelul 9).

La tulpinile de K. pneumoniae cea mai frecventd combinatie de enzime de rezistenta a fost
OXA-48+NDM, detectata la 32,0 % (Ii 95%, 22,2-44,4%) din izolate, urmata de tulpinile cu o
combinatie de trei tipuri de enzime de rezistenta OXA-48+KPC+NDM, detectati la 8,0 % (I 95%,
3,3-16,8%) din tulpini.

Reprezinta ingrijorare RAM a tulpinilor de P. aeruginosa cu cele mai multe izolate (35,3 %,
1195 %, 23,6-49,0) producitoare concomitent de trei tipuri de enzime de rezistentdi — OXA-
48+KPC+NDM — urmate, cu 11,8 % (If95 %, 5,5-23,4) din cazuri, de tulpinile producatoare
concomitent a doua tipuri de enzime de rezistentd (OXA-48+NDM).

La tulpinile de A. baumannii, cea mai freventa combinatie din trei enzime de rezistentd a
fost OXA-23+0OXA-40, cu o pondere de 5,5 % (Ii 95 %, 3,0-9,9) din tulpinile producatoare de
carbapenemaze.

Aceste rezultate confirma necesitatea urgentarii activitdtilor de elaborare/adaptare si de
aplicare a masurilor de combatere a raspandirii microorganismelor rezistente la antimicrobiene,

mai ales acolo unde riscul de contractare a infectiilor determinate de acesti patogeni este Tnalt.
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Tabelul 9. Combinatii ale enzimelor de rezistenta identificate la speciile cercetate

E. coli K. pneumoniae P. aeruginosa | A. baumannii
Combinatii n % n % n % n %
(1195%) (1195%) (1195%) (1195%)
2 enzime 17 26,2 427 51,6 26 51,0 13 7,2 (4,2-
(17,0— (48,2- (37,7- 11,9)
38,0) 55,0) 64,1)
OXA-48+IMP | 1 L5 (0,9- |8 1,0 (0,5-| - - - -
2,2) 1,9)
OXA- 2 3,1 (0,8- 265 32,0 6 11,8 - -
48+NDM 10,5) (22,2- (5,5—
44.4) 23,4)
OXA-48+KPC | 5 7,7 (3,3— | 48 58 (44-|1 2,0 (03-] - -
16,8) 7,6) 10,3)
OXA-48+VIM | 1 LS (0,9- |1 0,1 (0,0-] - - - -
2,2) 0,4)
KPC+NDM 1 1,5 (0,9- |22 2,7 (1,8-] - - - -
2,2) 4,0)
VIM+IMP 5 7,7 (3,3- | 8 1,0 (0,5-| - - - -
16,8) 1,9)
NDM+VIM 1 LS (0,9-|7 0,8 (04-] - - - -
2,2) 1,7)
NDM-+IMP - - 1 0,1 (0,0-] - - - -
0,4)
OXA- - - - - - - 10 5,5 (3,0—
23+0XA-40 9,9)
OXA- - - - - - - 2 1,1 (0,3-
58+0XA-40 3,9)
OXA- - - - - - - 3 1,7 (0,6-
23+0XA-58 4,8)
3 enzime 1 1S (0,9-|67 81 (64-|19 37,3 - -
2,2) 10,1) (25,3-
51,0)
OXA-48+ 1 1,5 (0,9- | 66 8,0 (3,3— |18 35,3 - -
KPC+NDM 2,2) 16,8) (23,6—
49,0)
OXA- - - 1 0,1 (0,0-] - - - -
48+NDM+IM 0,4)
P
OXA- - - - - 1 2,0 (03-] - -
48+NDM+VI 10,3)
M

I1 = intervalul de incredere
n —numarul total
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3.3. Sensibilitatea si specificitatea testelor utilizate pentru detectarea mecanismelor de
rezistenta la antimicrobiene

Evaluarea testelor utilizate pentru determinarea mecanismelor de rezistentd la
Sensibilitatea testului este determinata de numarul de microorganisme producatoare de enzime de
rezistentd corect detectate, iar specificitatea reprezintd numarul de microorganisme corect
detectate care nu produc nici una din enzimele de rezistenta analizate.

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 (testele au
fost descrise In compartimentul Material si metode).

Performanta metodelor de detectare a BLSE a fost evaluata folosind metoda E-test ca
standard de aur, fiind o metoda comparativ mai sensibila, fiabila si adecvata.

Coeficientul kappa al lui Cohen a fost calculat pentru a evalua diferentele dintre cele trei
teste cu standardul de aur: x> 0,65 a fost considerat acord inalt, iar valoarea lui k¥ < 0,65 — ca acord
scazut intre test si standardul de aur.

Pentru productia de BLSE au fost testate 2 568 de tulpini clinice neduplicate din familia
Enterobacteriaceae izolate din sange, din LCR si din urina. Prevalenta productiei acestor enzime
la izolatele testate a fost de 62,7 % (1195 %, 60,8-64,5). Cel mai frecvent, productia de BLSE a
fost observata la izolatele de E. coli (90,0 %, 1195 %, 88,4-91,4) (tabelul 10).

Tabelul 10. Numarul tulpinilor de E. coli si de K. pneumoniae produciatoare de BLSE

confirmate prin metoda E-test

Specia Nr. de izolate suspecte Nr. de izolate confirmate (%, IT 95%)
E. coli 1149 1034 (90,0; 88,4-91,4)

K. pneumoniae 1419 576 (40,6; 38,1-43,2)

Total 2568 1610 (62,7; 60,8-64,5)

Pentru a evalua sensibilitatea si specificitatea procedurii de screening au fost incluse in
analiz si 958 de determinanti negativi prin procedura de screening BLSE. In total, 2568 de izolate,
potentiali producatori de BLSE, au fost testate prin metode fenotipice.

Analiza rezultatelor testelor utilizate pentru confirmarea productiei de BLSE a evidentiat
sensibilitatea si specificitatea inaltd a tuturor metodelor. Din cele trei teste fenotipice, testul
discurilor combinate a demonstrat cea mai mare sensibilitate si specificitate, ultima fiind egald cu
cea demonstratd de testul DDST.

Numarul de izolate si parametrii de performantd calculati sunt prezentati in tabelul 11.
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Tabelul 11. Performanta testelor de confirmare fenotipica a productiei de BLSE
— 5
Metode do Tulpinile testate (%) Se:nsibilitatea S}i)eciﬁcitatea
Total | AP AN FP FN (I195%) (11 95%)
testare
CHROMagar™ | 2568 1568 | 870 88 42 97,3% (96,4- | 90,8% (88,8-
ESBL 98,0 92,5)
DDST 2568 1578 | 947 11 32 98,0% (97,2- | 98,9% (98,0-
98,6) 99,4)
Testul 2568 1594 | 947 11 16 99,0% (98,4- | 98,9% (98,0-
discurilor 99.,4) 99.,4)
combinate

AP-adevarat pozitive; AN-adevarat negative; FP-fals pozitive; FN-fals negative; DDST-test de sinergie cu
dublu disc.
Compararea testului discurilor combinate cu celelalte metode pentru cea mai mare rata de

acuratete nu a aratat o diferentd semnificativd din punct de vedere statistic Intre rezultate
(p=0,207).

Pentru detectarea carbapenemazelor la speciile E. coli si K. pneumoniae au fost montate trei
teste  fenotipice: testul colorimetric CarbaNP, MAST CarbaPACE si  metoda
imunoctromatografica, iar pentru speciile P. aeruginosa si A. baumannii au fost montate doua
teste: CarbaNP si metoda imunoctromatografica. Performanta acestor teste a fost comparatd cu
metoda genotipica PCR, consideratd drept standard de aur in detectarea mutatiilor/enzimelor de
rezistenta.

In cadrul acestui studiu, un total de 1471 tulpini de BGN izolate din sange, din LCR si din
urind au fost testate la prezenta carbapenemazelor. Prin PCR, gene codificatoare de carbapenemaze
au fost detectate la 76,5 % (Ii95 %, 74,2-78,6) din tulpinile de BGN (tabelul 12).

Rezistenta la carbapeneme a izolatelor de BGN fard gena codificatoare de carbapenemaze
se poate datora unui alt mecanism de rezistentd, precum pierderea canalelor porinelor cu
hiperproductia de AmpC sau de BLSE, sau supraexprimarea pompei de eflux.

Tabelul 12. Rezultatele confirmarii prin PCR a tulpinilor de BGN producatoare de

carbapenemaze
Specia Nr. de izolate suspecte Nr. de izolate confirmate (%; I1 95%)
E. coli 107 65 (60,7; 51,3-69,5)
K. pneumoniae 1069 828 (77,5; 74,9-79,9)
P. aeruginosa 81 51(63,0; 52,1-72,7)
A. baumannii 214 181 (84,6; 79,1-88,8)
Total 1471 1125 (76,5; 74,2-78,6)
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Din toate izolatele testate, 1125 (76,5 %, 1195 %,74,3-78,6) s-au dovedit a fi producatoare

de carbapenemaze, iar 346 (23,5 %, 1195 %, 18,3-36,5) nu au fost identificate ca producatoare de

aceste enzime.

Rezultatele evaluarii performantei testelor fenotipice in detectarea tulpinilor producatoare

de carbapenemaze sunt prezentate in tabelul 13.

Tabelul 13. Performanta testelor fenotipice in detectarea tulpinilor producétoare de

carbapenemaze
Metode do Tulpinile testate (%) Sensﬂibilitatea SpecAiﬁcitatea
Total | AP AN | FP FN (I195%) (I1 95%)
testare
CarbaNP 1471 | 913 301 | 45 212 81,2% (78,9- | 87,0 % (83,0-
83,4) 90,1)
E. coli 107 29 41 1 36 44,6% (33,2- | 97,6 % (93,4-
56,7) 98.8)
K. pneumoniae 1069 | 702 215 | 26 126 84,8% (82,2- | 89,2% (84,7-
87,1) 92,5)
P. aeruginosa 81 16 30 0 35 31,4% (20,3- | 100 % (88,6-
45,0) 100)
A. baumannii 214 166 15 18 15 91,7% (86,8- | 45,5 % (29,8-
94,9) 62,0)
MAST Carba | 1471 | 799 | 243 | 40 94 89,5% (87,3- | 85,9 % (81,3-
PACE 91,3) 89,4)
E. coli 107 39 37 5 26 60,0% (47,9- | 88,1 % (75,0-
71,0) 94.,8)
K. pneumoniae 1069 | 760 | 206 | 35 68 91,8% (89,7- | 85,5 % (80,6-
93,5) 89,4)
P. aeruginosa - - - - - - -
A. baumannii - - - - - - -
ICRTG 1471 894 398 | 36 143 86,2 % (84,0- | 91,7 % (88,7-
88,2) 93,9)
E. coli 107 39 40 2 26 60,0 % (47,9- | 95,2 % (92,3-
71,0) 97.,8)
K. pneumoniae 1069 | 724 | 218 | 23 104 87,4 % (85,0- | 90,5 % (86,1-
89,5) 93,6)
P. aeruginosa 81 46 30 0 5 90,2 9% (79,0- | 100 % (88,6-
95,7) 100)
A. baumannii 214 85 110 | 11 8 91,4 % (83,9- | 90,9 % (84,5-
95,6) 94.,8)

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

dublu disc.
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Calculul sensibilitatii si specificitatii testelor fenotipice a ardtat cele mai mari valori pentru
testul imunocromatografic atat pentru toate tulpinile de BGN testate, cat si pentru fiecare specie
in parte. Sensibilitatea si specificitatea acestui test au constituit 86,2 % (II 95%, 84,0-88,2) si,
respectiv 91,7 % (Ii 95%, 88,7-93.9), cu o diferenta semnificativd din punct de vedere statistic
comparativ cu testul CarbaNP (p=<0,001) si MAST CarbaPACE (p=<0,001). Calculate pentru
specificitatile metodei imunocromatografice (tabelul 13).

Esantionul cercetat a cuprins 715 izolate producatoare de OXA-48 (45,3%;Ii 95%, 42,9—
47,8), 93 — de OXA-23 (5,9%; 1195 %, 4,8-7,2), 187 — de KPC (11,9%; 1195 %, 10,4-13.6), 499
de — NDM (31,6%; 1195 %, 29,4-34,0), 49 de — VIM (3,19%; 1195 %, 2,4—4,1) si 35 — de IMP
(2,2%; 1195 %, 1,6-3,1).

Rezultatele evaludrii performantei testului imunocromatografic in detectarea tipului de
enzima de rezistenta sunt prezentate in tabelul 14.

Tabelul 14. Performanta testului imunocromatografic in detectarea tipului de enzima

Rezultat | Nr. . .
. Sensibilitatea (I | Specificitatea (II
pozitive/nr. | AP | AN FP | FN 95%) 95%)
total testate
OXA-48 593/722 593 | 457 85 | 122 | 82,1% (80,0-85,5) | 84,3% (81,0-87,1)
OXA-23 85/93 85 110 11 |8 91,4% (83,9-95,6) | 90,0% (83,5-94,2)
KPC 68/187 68 1041 |18 | 119 | 36,4% (29,8-43,5) | 98,3% (97,3-98.9)
NDM 279/499 279 | 733 29 1220 55,9% (51,5-60,2) | 96,2% (94,6-97,3)
VIM 20/48 20 1132 |8 28 | 41,7% (28,8-55,7) | 99,3% (98,6-99,6)
IMP 3/35 3 1124 |26 |32 |8,6%(3,0-22,4) 97,7% (96,7-98.5)

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

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 % (1195 %, 28,8-55,7) — de VIM si 8,6 % (1195 %, 3,0-22,4)
—de IMP (tabelul 14).

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 intdmpinat dificultati. Testul a
demonstrat o concordanta moderata in raport cu PCR pentru enzima NDM.

Rezultatele obtinute la evaluarea testelor de detectare a carbapenemazelor sunt similare cu

cele publicate in literatura de specialitate de peste hotare. In multe publicatii se mentioneaza ca
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enzimele de tip OXA prezintd dificultdti in detectare, testele aratand rezultate incerte sau fals-
negative pentru enzimele OXA-181, OXA-244, OXA-58, OXA-162, 0XA-204, OXA-372, OXA-
51, care nu au fost elucidate nici in acest studiu [22,35,85].

3.4. Concluzii la capitolul 3

1. Nivelele de rezistenta Tnalte si alarmante la preparatele antimicrobiene studiate, precum si
raspandirea pe larg a BGN rezistenti pe teritoriul tarii, evidentiate in urma analizei pattern-urilor
de rezistentd ale BGN inclusi in studiu, accentueaza necesitatea actiunilor concentrate la nivel
national Tn vederea combaterii fenomenului de RAM.

2. Tulpinile de 4. baumannii au inregistrat cele mai mari rate de rezistentd, ceea ce
accentueaza necesitatea stringenta de elaborare a noilor preparate antimicrobiene eficiente, precum
si elaborarea algoritmului de depistare a rezistentei la antimicrobiene si a unui management corect
de tratament.

3. Rezultatele obtinute evidentiaza tendinta de crestere alarmanta a indicilor de rezistenta la
toate grupurile de preparate antimicrobiene. Astfel, K. pneumoniae s-a dovedit a fi rezistenta la
peniciline, la fluorchinolone si la cefalosporine, iar P. aeruginosa — la carbapeneme.

4. Rezistentd mai scazutd s-a inregistrat printre izolatele de E. coli, iar cele rezistente s-au
dovedit a fi producatoare de BLSE. La izolatele de K. pneumoniae a prevalat producerea de
carbapenemaze, enzima cea mai frecvent detectata fiind OXA-48, iar la izolatele de P. aeruginosa
cel mai des a fost detectatd enzima metalo-p-lactamaza NDM. Printre tulpinile de BGN cercetate,
unele au dezvoltat capacitatea de a produce combinatii din doud si din trei enzime de rezistenta.

5. Evaluarea performantei metodelor fenotipice si genotipice utilizate pentru detectarea
mecanismelor de rezistentd la antimicrobiene la bacilii Gram-negativi a demonstrat o acuratete
ridicatd pentru majoritatea testelor analizate, cu sensibilitate si specificitate superioare pentru testul
discurilor combinate in confirmarea BLSE si pentru metoda imunocromatografica in detectarea

carbapenemazelor.
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4. GENOTIPURI SI GRUPURI FILOGENETICE ALE BACILILOR GRAMNEGATIVI
MULTIREZISTENTI 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 sensibild la carbapeneme [126].

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 Universitdtii Tehnice din Danemarca pentru secventiere si analiza.
4.1. Diversitatea genelor de rezistenta si caracteristica MLTS a bacililor gramnegativi
rezistenti la antimicrobiene

Odata cu aparitia platformelor pentru secventierea de ultima generatie, s-au deschis noi
perspective in analiza secventelor genomului complet al unui numar mare de agenti patogeni
bacterieni, inclusiv al BGN prioritari, pentru caracterizarea geneticd moleculard a agentilor
etiologici ai maladiilor transmisibile [116,117]. Aceastd oportunitate permite rezolvarea
problemelor fundamentale si practice de microbiologie, de virusologie si de epidemiologie [117].
Evaluarea noilor metode de tipizare moleculara a tulpinilor de BGN secventiate este o componenta
importanta a studiilor epidemiologice ale bolilor infectioase si a elaborarii masurilor de prevenire
st control a RAM.

Klebsiella pneumoniae

Pentru caracteristica filogeneticd a speciei K. pneumoniae au fost analizate 99 tulpini izolate
din sange si din LCR, manifestind fenotipic rezistentd multipla la grupele de preparate
antimicrobiene. Analiza genetica a K. pneumoniae a inclus identificarea determinantilor genetici
ai factorilor de patogenitate si de rezistenta la antibiotice, determinarea tipului de secventa,
folosind o schema de secventiere multilocus si analiza structurii genetice a elementelor mobile.

K. pneumoniae are o mare diversitate intraspecificd a structurii genomului care este
clasificata folosind tiparea secventei multilocus. Tipurile de secvente (ST) rezultate sunt
considerate semnificative din punct de vedere clinic. in acest context, in urma analizei filogenetice,
utilizand 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.
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Prin aceastd metoda a fost determinata secventa de nucleotide in fragmentele din sapte gene
— rpoB (subunitéti beta ale ARN polimerazei), gapA (gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenazd), mdh
(malat dehidrogenazd), pgi (fosfoglucozoizomeraza), phoE (fosforin E), infB (factor de initiere a
traducerii 2), tonB (proteina TonB). Secventele obtinute au fost comparate cu cele disponibile n
bazele de date internationale.

Analiza bioinformaticd a evidentiat predominarea secventei ST395 la 56 tulpini de K.
pneumoniae, ST377-1a 12 tulpini, ST23 —1a 5 tulpini, ST11 —1a 4 tuplini, ST1026 — 1a 4 tulpini.
Au fost identificate si izolate unice: ST14, ST15, ST25, ST37, ST101, ST147, ST370, ST380,
ST405, ST1037, ST6381 (figura 24).

Scala arboreluiz 0,1
« “ANSP 2023 1030839 1 S| MDO14OTHERO 1010176 S1505 LODE R1 0O V/1.76048

++ «ANSP 2023 1030728 1 S| MDO15CU 131 S1384 LOOE R1 001/1.76048
- ~ANSP 2023 1030828 1 S| MDO14UROO 1010216 S1512 LOOS R1 001/1.76048
«« ~ANSP 2023 1030840 1 S| MDO14UROO 1010215 S1513 LO0OE R1 001/1.76048
« ~ANSP 2023 1030850 1 S| MDO14OTHERO 1036541 S1498 LDOE R1 CO1/1-TEOL2
« ~ANSP 2023 1030767 1 S| MDO16CU26S5 S1411 LOC2 R1 001/1.TE048
=+ ~ANSP 2023 1030805 1 S| MDO14XCUCTI035181 S1430 LOOE R1 0O V/1.TECSS
« «ANSP 2023 1030785 1 S| MDCOMCUOQ 1034818 S1365 LO0E R1 CO1/1.76048
«+ ~ANSP 2023 1030711 1 SIMODO15ICU 12 S$1343 LO0OE R1 00V/1.76048
- -ANSF 2023 1030766 1 51 MDO15CU242 S1403 LOOS R1 001/1.76048
== ~ANSP 2023 1030716 1 S| MDO15CU38 S 1383 LCOE R1 CO1/1.760&8
«« «~ANSP 2023 1030715 1 S| MDO15CUAT S1375 LOOE RY 0OV/1.76048
«+ «ANSP 2023 1030819 1 S| MDO14XCUO1034042 S1440 LOOE R1 0O 1/1.TEO4S
+« ~ANSP 2023 1030724 1 S| MDO14XCU 152 S1352 LOOE R1 001/1.76048
« = -ANSP 2023 1030750 1 S| MDO13CU 132 S1370 LOOE R1 00/ 6048
«« «ANSP 2023 1030736 1 S| MDO14OTHER206 S1353 LOOS Rt 1.76048
«« ~ANSP 2023 1030838 1 S| MDO1SOTHERO 1010189 S1497 LO08 R1 CO1/1.TE0S2
- ~ANSP 2023 1030757 1 SI MDO12CU 185 S1426 LOOE R1 001/1-76048
ANSP 2023 1030837 1 S| MDO1SOTHERDIOI0181 S1489 LOO8 R1 CO1/1.76048
=+ ~ANSP 2023 1030784 1 S| MDOOIOTHERO 1034552 S1357 LOOE R1 00 V/1.T6048
« »ANSF 2023 1030836 1 S| MDO13XCUQ1010180 S1481 LDOE R1 COV/1.76042
ANSP 2023 1030750 1 SI| MDO1MCU253 S1347 LOOE RY 001/1.76048
«+ ~ANSP 2023 1030831 1 S| MDO1SOTHERD 1032562 S1441 LDOE R1 CO1/1.76048
= ~ANSP 2023 1030812 1 S| MDO14OTHERD1032935 S1479 LOOE R1 00 1/1.76048
«« ~ANSP 20223 1030810 1 S| MDO145CUO1032556 S1463 LO0E R1 COV/1.TECSS
«« «ANSP 2023 1030780 1 S| MDOOMCUOC1034543 S1420 LO0E R1 0O 1/1.TECLS
« ~ANSP 2023 1030723 1 S| MDO14OTHER 132 S1344 LOOS R1 COV/1.T6048
«« «ANSP 2023 1030710 1 SI MDO15CU7 S1335 LOOS R1 001/1.76048
«« -ANSP 2023 1030722 1 S| MDO14OTHER 127 $1336 LOOE R1 CO1/1.76048
«« ~ANSP 2023 1030807 1 SI MDO14CUO1034914 51439 LO0E R1 0O 1/1.T6048
- ~ANSP 2023 1030753 1 SI MDO1SICU 118 S139< LOCE R1 001/1-76048
ANSP 2023 1030762 1 S| MDO1SINTMED 176 S1371 LOOE R1 D0V/1.76033
=+ ~ANSP 2023 1030845 1 S| MDO145CUQ 1032672 S1458 LOOE R1 COV/1-TE0L8
«« “ANSP 2023 1030827 1 S| MDO14OTHERD 1009725 S1504 LOOE R1 00 1/1.76048
«+ *ANSP 2023 1030764 1 S| MDO14:CU 19¢ S1387 LOOE R1 001/1.76048
+ ~ANSP 2023 1030731 1 S| MDO16XCU 162 S1408 LOOE R1 001/1.T60<2
ANSP 2023 1030729 1 SI MDO15SCU 172 S1392 LOOS R1 001/1.76048
« ~ANSP 2023 1030846 1 S| MDO14INTMEDO 1032439 S1466 LOCE R1 001/1.76048
«« ~ANSP 2023 1030745 1 S| MDO15XCUE4S S1425 LOOS RY 0O1/1-76048
« ~ANSP 2023 1030823 1 S| MDC14OTHERDO 1034739 S1472 LO0O8 R1 COV/1-TECSS
« «ANSP 2023 1030832 1 S| MDO14OTHERO 1036539 S1449 LOOE R1 00O 1/1.TEQSS
«+ «ANSP 2023 1030809 1 S| MDO14:CUC1033045 S1455 L0ODE R1 001/1-76048
«« ~ANSF 2023 1030781 1 S| MDOCIOTHERD 1034279 51428 LOOE R1 00 1/1.76048
+ = ~ANSP 2023 1030782 1 S| MDOOIOTHERD 1034539 S1341 LOOR R1 0O 1/1.76048
= ~ANSP 2023 1030737 1 S| MDO1SICU 187 S1361 LOOE R1 001/1.76048
== ~ANSP 2023 1030732 1 S| MDO1GINTMED 167 S1416 LOO8 R1 001176048
«« «ANSP 2023 1030726 1 S| MDO14OTHER 181 S1368 LOOS R1 001/1.76048
++ «ANSP 2023 1030758 1 S| MDOTMNTMED 181 S1339 LOOE R1 001/1.76048
++ «ANSP 2023 1030751 1 S| MDO13CU 131 S1378 LOOE R1 001/1.76028
+ ~ANSP 2023 1030803 1 S| MDO14:CUD1034578 S1414 LOOE R1 0O 1/1.76048
«« ~ANSP 2023 1030789 1 SI MDOO20CUO1034912 51397 LOOCE R1 00O1/1.TE04S
«+ ~ANSP 2023 1030820 1 S| MDO14OTHERD 1034542 S1448 L008 R1 0O 1/1-TECSE
+ ~ANSP 2023 1030727 1 S| MDO14OTHER 179 S1376 LOOS R1 COV/1-T6048
<« ~ANSP 2022 1030725 1 S| MDO14OTHER 178 S1360 LOOE Rt CO1/1.76048
- ~ANSP 2023 1030719 1 S| MDOZ1OTHER 151 S§1407 LOOB R1 001/1-76048
«» “ANSP 2023 1030734 1 S| MDOZ1OTHER 183 S1337 LOOE R1 001/1.76048
=+ ~ANSP 2023 1030804 1 S| MDO14OTHERD 1034082 51422 LOOE R1 00 1/1-T60<8
== ~ANSP 2023 1030811 1 SI MOO14ICU01032670 51471 LOOE R1 D01/1.76048
-« -ANSP 2023 1030714 1 S| MDO1SXCUGT S1367 LOOE R1 0O1/1.76048
«« «ANSP 2023 1030822 1 S| MDO14XCUO1025186 S1464 LO0E R1 COV/1-TEOSS
« «ANSP 2023 1030752 1 S| MDO14OTHER 139 S1386 LOOE R1 001/1.76048
ANSP 2023 1030712 1 S| MDO12MCU3S S1351 LOOE R 001/1.76048
- = - ANSP 2023 1030777 1 S| MDOO1OTHER31 51396 LOOE R1 001/1.76048
«« ~ANSP 2023 1030713 1 SI MDO15ICU36 S1359 LOOE R 0O1/1.76048
++ ~ANSP 2023 1030783 1 S| MDOCIOTHERD 1034961 S1349 LO0E R1 CO1/1.TE04E
- ~ANSP 2023 1030744 1 S| MDO14SURGTS S1417 LOCE R1 001/1.T6048
ANSP 2023 1030763 1 S| MDO14XCU 192 S1379 LOOB R1 001/1.76048
«+ «ANSF 2023 1030733 1 S| MDO1GFEDS 138 S1424 LOOE R1 COV/1.TE048
«+ *ANSP 2023 1030816 1 S| MDO14ICUQ1032673 S1511 LOOS R1 D01/1.76048
*+ ~ANSP 2023 1030718 1 51 MDO14:CU 100 51399 LOOE R1 00V/
- <ANSP 2023 1030760 1 S| MDO13CU249 S1355 LOOS R1 00V/

1
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ERCOCNEEENCOEEROND:

ANSP 2023 1030756 1 S| MDO1MCU12€ S1418 LOOE R1 0OV/
ANSP 2023 1030755 1 S| MDO1MCU246 S1410 LOOS R1 0OV
ANSP 2023 1030765 1 S| MDO15SCU34T S1395 LOOE R1 001/1.76048
=+ ~ANSP 2023 1030834 1 S| MDO14OTHERD 1036542 S1465 LOOE R1 0O 1/1.T6048
«« ~ANSP 2023 1030842 1 S| MDO1SOTHERO 1033280 51434 LO08 R1 CO1/1.76048
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Figura 24. Arborele filogenetic al genomilor tulpinilor de K. pneumoniae secventiate
(MLST, iTOL)
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Conform datelor din literatura de specialitate, [35,51] liniile genetice ale K. pneumoniae
ST23 se caracterizeaza printr-o distributie globala, cel mai frecvent fiind intalnite la pacientii cu
forme clinice grave precum abces hepatic, mai rar cu pneumonie.

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)
si blaL AP (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 25).

Rezultatele analizei arborelui filogenetic al K. pneumoniae ST395 indica eterogenitatea

tulpinilor studiate si prezenta de probe cu secvente de nucleotide genetic similare.

Scala arborelui: 0,1
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Figura 25. Analiza filogenetica a K. pneumoniae ST395 (iTOL)
Intre probele studiate au fost constatati si o legdtura epidemiologica. Toate tulpinile de K.
pneumoniae ST395 au fost divizate in doua clustere, iar tulpina izolata in laboratorul microbiologic

al ANSP-2023-1030751, marcata in culoare verde, nu apartine nici unuia din aceste clustere,
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respectiv nu existenta nici o legatura epidemiologica cu celelalte izolate reprezentate pe figura 25.
Clusterul T a inclus 32 de izolate cu structurd genomica similard, iar clusterul II a reunit 23 de
izolate distribuite in mai multe subclustere.

In urma analizei procesului de aparitie a izolatelor din clusterul I in diferite spitale din
republicad s-a remarcat ca primele izolate invazive au aparut in anul 2020 in cadrul spitalului de
nivel republican MDO15A 1n sectia de terapie intensiva (1030710, 1030711, 1030715, 1030716).
In urmatorul an, ST395 s-a extins si, pe langa institutia mentionatd (1030728), tulpini de K.
pneumoniae ST395, care fac parte din acelasi cluster, au fost identificate intr-un spital de nivel
tertiar MDO14A (1030722, 1030723, 1030724, 1030736) in sectia de terapie intensiva si in alte
sectii de profil terapeutic (figura 26).
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Figura 26. Raspandirea tulpinilor de K. pneumoniae in institutiile medicale din tara in
perioada 2020-2023.
In anul 2022, aceste izolate au fost identificate in sectiile de terapie intensiva ale altor
institutii de nivel secundar: MDO13A (1030750, 1030759, 1030757), MDO16A (1030767).
In anul 2023, deja mai multe tulpini din cadrul primului cluster ST395 au fost izolate din
sange si din urind in institutii medicale municipale: MDO13A (1030839, 1030810, 1030812,
1030838, 1030837, 1030831, 1030836 — izolate din sange, 1030805 — izolata din urind), MDO16A
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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 — izolatd din urind), MDO15A sectia terapie intensiva (1030780 — izolata din
urind) si ambultator din cadrul unei institutii raionale Rascani (1030807 — izolata din urind).

Din cele 23 tulpini de K. pneumoniae ST395 din de-al doilea cluster, primul izolat invaziv a
fost identificat in anul 2021 intr-o institutie de nivel tertiar MD021A (1030719). Izolate invazive
au fost raportate din spitalul MDO14A (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 interna (1030758); in sectiile terapie intensiva ale
MDO14A (1030764) si MDO15A (1030745).

In anul 2023, numarul izolatelor din acest cluster a fost mai mare (n=11), fiind identificate
in institutiile MDO13A, 1n sectia de terapie intensiva (1030846 izolatd din sange) si sectia urologie
(1030820 izolata din urind); MDO16A (1030832 izolata din urind), in sectia medicind interna;
MDO014A (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). Doua
izolate din urind au fost identificate in institutii de tip ambulator (1030789, 1030823), ceea ce
demonstreaza cd aceste tulpini s-au raspandit si in alte institutii medicale de pe teritoriul tarii.

O tulpina invaziva de K. pneumoniae ST395 nu a fost inclusa in nici un cluster, aceasta fiind
izolata in anul 2022 1n spitalul de nivel tertiar MDO014A, intr-o sectie de profil terapeutic.

Escherichia coli

Genotiparea izolatelor clinice de E. coli a fost posibild folosind aceleasi programe cu acces
deschis - Center for Genomic Epidemiology, MLST pentru a identifica secventele alelice si ST
pentru a Intelege mai bine epidemiologia moleculard a speciei prin descrierea relatiei dintre
tulpinile examinate si pentru a evalua diversitatea lor genotipica in randul populatiei.

Din 19 i1zolate 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 virulentd si de rezistenta la antibiotice in
populatiile bacteriene care colonizeaza corpul uman.

Toate izolatele de E. coli au fost clasificate in noua ST-uri distincte pe baza analizei MLST

din secventele genomului (figura 27).
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Scala arborelui: 0,1

T ANSP 2023 1030773 1 SI MDOTAICUFR8386 $1364 LOOS R1 001/1-10143%
Bl feeees ANSP 2023 1030742 1 51 MDO1SICU16 51401 LO08 R1 001/1-101436
i Lt ANSP 2023 1030735 1 51 MDO1SICU142 S1345 LOGB R1 001/1-10143%
l n [ ----- ANSP 2023 1030779 1 51 MDO220THERO1034599 S1412 L008 R1 001/1-101435
] T ANSP 2023 1030747 151 MDO1SICU35 S1346 1008 R1 001/1-101436
L | P ANSP 2023 1030778 1 51 MDG220THER01010188 S1404 L00G R1 001/1-101436
I i R ANSP 2023 1030849 11 MDOTOTHERI036525 51490 LODS R 001/4-101436
..... ANSP 2023 1030748 1 S1 MDOTGICUS6 1354 L0D8 R1 001/1-101436
D 121 [[] pr— ANSP 2023 1030749 151 MDOTBICU105 51362 LOOB R1 001/1-101436

----- ANSP 20231030771 1 SI MDO131CU255 S1348 LOOB R1 001/1-101436
405
I H _: -- - -ANSP 2023 1030739 1 SI MDO16ICU143 S1377 LODS R100111-101436
| 410 1[D-1 e ANSP 20231030770 1 SINDO13ICU245 S1340 LA0S R1 0011-101436
- e ANSP 2023 1030720 1 S| MDO17ICU103 1415 L008 R1 001/1-101436

. 11 il _: - - -ANSP 2023 1030741 1 S MDO14ICU264 $1393 LOOB R1 0011101436

. 788 Ih2 [ — ANSP 2023 1030740 1 51 MDOIGICU227 1385 LOOB R1 001/1-101436
_|: ----- ANSP 20231030772 1 SIMDO13ICU252 $1355 LOOB Rt 0011-1014%
----- ANSP 2023 1030743 1 51 MDO16ICU49 51409 L008 R1 001/1-101436
Figura 27. 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 = 8), ST405 (n
=2). Celelalte tipuri de ST au fost gasite intr-un singur izolat. Cel mai frecvent intalnit n Republica
Moldova a fost tipul ST131, care reprezinta 50 % din toate izolatele de E. coli investigate, ceea ce
se referd la predominanta genotipica. Acest fapt poate fi explicat prin endemicitatea pe scara larga
a acestor ST 1n randul tulpinilor izolate din probele colectate de la pacientii internati in spitale.

La fel ca si pentru K. pneumonia, in baza rezultatelor secventierii genomului, a fost construit
arborele filogenetic pentru E. coli ST131 (figura 28), cel mai frecvent ST intalnit pe teritoriul tarii.

In urma analizei relatiei filogenetice a ST la E. coli au fost relevate doua grupuri: clusterul T
care a inclus ST131 si clusterul II care reuneste toate celelalte ST-uri. Clusterul II este format din
doud subgrupuri: lia, care include trei ST-uri (ST1193, ST127, ST73) si lib cu alte doua
subgrupuri: IIb-1 (ST405) si IIb-2 (ST410, ST99, ST2368, ST10).

Analiza filogeneticd 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 tard: MD014A — 1 tulpina, MD022A
— 2 tulpini, MDO16A — 2 tulpini (figura 28).
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Figura 28. Analiza filogenetica a izolatelor de E. coli bazata pe tiparea secventei multilocus
a intregului genom (MLST, iTOL)

Studierea si caracterizarea moleculard, precum si evaluarea diversitdtii genotipice a
tulpinilor de E. coli este necesard pentru a intelege mai bine rolul acestora in patogeneza bolilor
infectioase. Scoaterea in evidenta a determinantilor cheie de virulenta si a combinatiilor de gene
de virulenta poate fi un marker pentru prognozarea evolutiei diferitor boli de etiologie bacteriana
si va permite extinderea capacitatilor de diagnosticare, tinand cont de proprietatile si de virulenta
agentului patogen.

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

Toate izolatele 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 29). Pe cartograma
respectiva, culoarea rosie indicd prezenta genelor de rezistenta, iar culoarea verde marcheaza
absenta acestor gene.

In secventele genomilor analizati au fost detectate 30 de gene de rezistentd antimicrobiani

dobandite din sase clase diferite.
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Din familia genei de rezistentd antimicrobiand dobanditd CTX-M, gena blaCTX-M-15 a fost
gasita in sase izolate, gena blaCTX-M-27 —in 14 izolate, iar gena blaCTX-M-55 a fost identificata

aproape in toate izolatele (sase izolate).
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Figura 29. Tiparea izolatelor de E. coli si analiza bioinformatica a genomului (ResFinder,
iTOL)

Gena blaOXA-1 a fost prezenta in genomul a 11 izolate de E. coli, iar genele blaOXA-23 si
blaOXA-72 — in majoritatea izolatelor secventiate (in 16 probe) si doar un izolat secventiat nu a
prezentat aceasta gena.

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

In total au fost detectate noud mutatii ale genelor asociate cu rezistenta pentru

aminoglicozider. Gena aadA?2 a fost identificata in 13 izolate, genele aadAS5, aph(3")-1b si aac(6')-
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Ib - in 11 izolate, aac(6')-1b-cr — in 12, gena aph(6)-1d — in zece, iar genele aph(3')-1la si ant(3')-
la —1n cate 14 izolate fiecare.

Mutatia genei erm(B) asociatd cu rezistenta la macrolide a fost intdlnitd practic in toti
genomii analizati, in timp ce gena mdf(A4) nu a fost identificata nici intr-un izolat.

Mutatia genei sull asociata cu rezistenta la sulfonamida 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 codificd pentru rezistentd la trimetoprim, gena dfrAl a fost
identificata in 16 izolate, dfr412 si dfrA14 - in cate 14 izolate fiecare, iar dfrA17 a fost gasitd In
genomul a 11 izolate (figura 29).

Acinetobacter baumannii

Numarul focarelor asociate cu A. baumannii a crescut rapid in ultimele decenii, iar rezistenta
antimicrobiand a acesteia limiteaza grav optiunile de tratament disponibile.

Secventierea genomului 4. baumannii ofera 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 genomica a polimorfismului uninucleotidic (SNP) al
tulpinilor de 4. baumannii, de asemenea, ofera o corelatie intre tulpinile izolate si permite stabilirea
legaturii epidemiologice.

Datele secventierii genomului izolatelor de 4. baumannii ofera posibilitatea de a face
diferentierea intre tulpinile strans legate si de a verifica dacd acestea sunt clone ale aceleiasi tulpini,
stabilind individualitatea lor.

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 30).

Scala arborelui: 0,1 —
ST
ANSP 2023 1030861 1 S| MDO15ICUS2 $1491 LO08 R1 001/1-39806
M 1816 ANSP 2023 1030868 1 S| MDO1SICU106 S1452 LOOB R1 001/1-30806
W 2018 ANSP 2023 1030862 1 S| MDO15ICUS3 51499 LO0S R1 001/1-39806
ANSP 2023 1030864 1 S MDO15ICU43 51515 L008 R1 001/1-39806
[T 2063 ANSP 2023 1030859 1 SI MDO15ICUS1 1475 LOO8 R1 001/1-39806
ANSP 2023 1030857 1 S| MDO15ICUS S1459 L008 R1 001/1-39806
Il 2830 ANSP 2023 1030860 1 S| MDO15ICUS0 51483 LOOB R1 001/1-39806
[ 231 ANSP 2023 1030869 1 S| MD0140120 S1460 LO08 R1 001/1-39806
ANSP 2023 1030867 1 S| MD014047 51444 L008 R1001/1-39806
M 34 ANSP 2023 1030858 1 51 MDO16ICU21 S1467 LOOB R1 001/1-39806
[ANSP 2023 1030881 1 51 MDO14ICUS1 51461 L0D3 R1 001/1-39506
Spitalul ANSP 2023 1030884 1 S| MDO15ICUD1032952 S1485 LO0S R1 001/1-39806
|ANSP 2023 1030883 1 S| MDO15ICU01010266 S1477 L008 R1 001/1-39806
[ mpo14 ANSP 2023 1030882 1 S| MDO15ICU01010352 S1469 LOOB R1 001/1-30806
L| | ANSP 2023 1030875 1 S| MDO16PEDSICU118 51508 LOOS R1 001/1-39806
[ wpo1s ANSP 2023 1030877 1 S| MDO17PEDS111 S1524 LOOB R1 001/1-39806

L MDO16 ANSP 2023 1030876 1 S| MDO16PEDS184 S1516 L008 R1 001/1-39806 -
ANSP 2023 1030863 1 S| MD015ICU86 S1507 L0O08 R1 001/1-39806
. MDO017 ANSP 2023 1030856 1 S| MD014SURG24 S1451 L008 R1 001/1-39806
ANSP 2023 1030871 1 SI MD0140122 S1476 LO08 R1 001/1-39806
ANSP 2023 1030866 1 S| MD014039 S1436 L0O08 R1 001/1-39806
— ANSP 2023 1030873 1 S| MD0140153 51492 L0O08 R1 001/1-39806
|ANSP 2023 1030865 1 S| MD014038 S1523 L008 R1 001/1-39806

ANSP 2023 1030880 1 SI MD014ICUS97 S1453 L0O08 R1 001/1-39806
ANSP 2023 1030872 1 S| MD0140126 S1484 L008 R1 001/1-39806
ANSP 2023 1030879 1 S| MD0O14I1CU9 S1445 L00B R1 DlelrJSEGﬁ
ANSP 2023 1030874 1 S| MD0140149 S1500 L008 R1 001/1-39806

Figura 30. Arborele filogenetic al tulpinilor de A. baumannii construit pe baza SNP si

asamblate dupa profilul MLST (MLST, iTOL)
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Toate izolatele de 4. baumannii secventiate si analizate au fost clasate In sase grupe in raport
cu tipul de secventd, fiecare tip constand din mai multe izolate. MLST este o metoda biologica
moleculard comuna utilizatd pe scard larga pentru a determina liniile clonale ale tulpinilor de A.
baumannii la investigarea cazurilor de infectie. Programele cu acces deschis Center for Genomic
Epidemiology, MLST a identificat sase ST-uri, fiecare contindnd de la una pana la zece izolate.
Analiza filogeneticdi MLST a aratat predominanta ST2063 (detectat in zece izolate) la tulpinile
izolate din biosubstraturile clinice, urmat de ST2839, depistat in cinci izolate, si ST231, ST1816
detectate in cate patru izolate fiecare.

S-a observat ca primele izolate de A. baumannii ST2063 si A. baumannii ST2839 au aparut
initial Tn doua institutii medicale: MDO15A si 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:
MDO014A — 8 tulpini (ST2839 — 5 tulpini, ST1816 — 4 tulpini, ST2018 — 1 tulpina, ST231 — 1
tulpind, ST2063 — 2 tulpini), MDO15A — 11 tulpini (ST2063 — 7 tulpini, ST231 — 3 tulpini, ST1816
— 1 tulpind), MDO16A — 3 tulpini (ST348 — 2 tulpini, ST2063 — 1 tulpind) si o tulpind 4. baumannii
ST348 din institutia medicala MDO17A (figura 30).

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 Tn vederea furnizarii rezultatelor corecte, care vor servi drept punct de reper
pentru medicul clinician in luarea deciziilor terapeutice.

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, de la 24 pana la 48 de ore, comparativ cu timp de citeva minute pentru
testele de determinare a carbapenemazelor.

Dintre testele de screening al tulpinilor producatoare de carbapenemaze evaluate, cea mai
mare sensibilitate si specificitate a avut-o testul imunocromatografic RESIST-5 OKNVI. La acest
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 detectarca 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.
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Luand in considerare eficacitatea metodelor analizate, precum si avantajele si dezavantajele

acestora, a fost elaborat un algoritm metodologic de detectare a mecanismelor de RAM ilustrat pe

figura 31.
[ Bacili Gram-negativi ]
v
Enterobacteriaceae Enterobacteriaceae Carbapeneme
Peniciline. Cefoxitin < 18 Cefalosporine

Screening negativ (S totala

Screening pozitiv (R la cel putin un preparat) a foats )
a toata grupa

Teste de confirmare
AmpC - Testul de sinergie dublu disc cu cefoxitin-cloxacilind (CC-DDS)
BLSE — Testul discurilor combinate
Carbapenemaze — Test rapid imunocromatografic

' !

Pozitiv Incertitudine Negativ e

v
PCR Multiplex/Secventiere

v A v v
Rezultat Rezultat
Pozitiv Negativ

Figura 31. Algoritmul de detectare a mecanismelor de rezistenta la antimicrobiene a BGN
4.3. Concluzii la capitolul 4
1. Secventierea genomului bacteriilor patogene MDR a permis stabilirea genotipurilor si

grupurilor filogenetice ale BGN circulanti pe teritoriul tarii.
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2. In urma analizei rezultatelor secventierii genomului bacteriilor patogene incluse in studiu
au fost evidentiate principalele clustere, care includ tulpini asemanatoare genetic, si a fost stabilita
raspandirea 1n institutiile medicale a izolatelor rezistente si hipervirulente introduse pe teritoriul
republicii.

3. Esantionul tulpinilor cercetate include si tulpini inregistrate la nivel global, precum ST395
s1 ST23, dar si tulpini mai raspandite la nivel regional, cum ar fi ST377. Raspandirea acestor clone
evidentiaza necesitatea urgentd in strategii Imbunatatite de prevenire si control al infectiilor n
institutiile medicale.

4. Diagnosticul la timp, controlul eficient al infectiilor si administrarea argumentata a
antibioticelor sunt cruciale pentru combaterea RAM, in special in mediul spitalicesc. Sprijinirea
cercetarii i supravegherii prin secventierea intregului genom ajutd la identificarea clonelor
rezistente si hipervirulente, permitand realizarea masurilor prompte de control al infectiei pentru
a preveni raspandirea in continuare a Enterobacteriaceae rezistente la carbapenem in Republica
Moldova.

5. Evaluarea metodelor de testare a BGN a permis selectarea celor mai eficiente teste in
vederea detectarii cu acuratete si in timp util a tipurilor de enzime de rezistenta, incluzandu-le intr-

laboratoarelor din tara.
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DISCUTII

Infectiile cauzate de BGN sunt unele dintre cele mai raspandite infectii atat in comunitate
cat si In mediul intraspitalicesc.

Cresterea in ultimul deceniu a RAM, in special la BGN amplifica motivele de ingrijorare a
cercetatorilor din intreaga lume, in contextul in care eficienta terapiei si controlul infectiilor
determinate de aceste microorganisme este pusa in pericol [127].

Studiul dat s-a axat pe cercetarea rezistentei doar la BGN prioritari, dat fiind diseminarea
rapidd si povara determinatd de acestia la nivel mondial. Raspandirea largd a BGN a fost
demonstratd pe un esantion de 3003 tulpini izolate in perioada 2020-2023, rezistente la cel putin
unul din preparatele beta-lactamine testate. Analiza rezultatelor a evidentiat prevalenta K.
prneumoniae cu cea mai mare rata de izolare dintre toate speciile, inclusiv si printre speciile izolate
din IFS, in timp ce dintre izolatele din urind a predominat E. coli.

Distributia tulpinilor de BGN 1in raport cu sectia de internare a evidentiat o frecventa mai
ridicata a izoldrii in sectiile de terapie intensiva, terapie intensivda pediatricd si chirurgie. Se
contureaza astfel o tendintd comund tuturor speciilor, aceea de a predomina In unitdti care
gestioneaza pacienti critici, cu infectii severe si comorbiditati asociate unui statut imun
compromis, tulpinile izolate in aceste sectii fiind, de regula, si cele mai rezistente.

Nivelele de rezistenta Inregistrate la tulpinile cercetate lasd motive Intemeiate de alarmare.
K. pneumoniae a prezentat rezistenta Ingrijordtoare la antibiotice, fiind Intr-o ascensiune constanta.
Cele mai multe izolate s-au dovedit a fi rezistente la cefalosporine (93,9%), dar si la carbapeneme
aceasta specie tinde sd devina tot mai rezistentd (51,1%), iar tulpini MDR de K. pneumoniae au
constituit peste 70,0%.

K. pneumoniae izolatd din sange este asociata cu rate ridicate de mortalitate la nivel mondial,
iar dezvoltarea RAM complicd gestionarea infectiilor cauzate de aceste bacterii [50].

Aparitia rezistentei la carbapeneme la BGN, inclusiv speciile Enterobacteriaceae, P.
aeruginosa $i A. baumannii, in ultimul deceniu a devenit o crizd majord de sdnatate publicd la
nivel mondial, din cauza raspandirii rapide a acestora si a lipsei dezvoltarii de noi preparate
antimicrobiene.

Rezultatele cercetarii au constatat nivele de rezistentd foarte 1naltd la speciile investigate,
inclusiv si la preparatele de ultima linie, in special la BGN nefermentativi. La carbapeneme 70,4%
din tulpinile de P. aeruginosa au fost rezistente, in timp ce izolatele de 4. baumannii in 88,4% au
fost rezistente la carbapeneme, devenind tot mai rezistent la grupele de antimicrobiene si practic

nu lasd solutii terapeutice pentru infectiile determinate de acesta, de obicei In forme grave.
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Odata cu capacitatea de producere a BLSE si a carbapenemazelor, rata globala de izolare a
GNB rezistenti la betalactamine este in crestere.

BLSE, produse in special de BGN, mediaza rezistenta la o gama largd de antibiotice -
lactamice, inclusiv cefalosporine cu spectru extins si monobactam aztreonam. Majoritatea genelor
care codifica BLSE sunt purtate de elemente genetice mobile, facilitand raspandirea genelor de
rezistenta intre bacterii.

Dintre toate tulpinile de E. coli investigate 90,1% au fost producatoare de BLSE, comparativ
cu K. pneumoniae (45,1%). In schimb K. pneumoniae producatoare de carbapenemaze a fost cea
mai frecvent izolatd printre speciile de BGN cercetate, enzima predominanta fiind OXA-48 — la
64,8% tulpini, ca si in cazul izolatelor de E. coli (34,9%).

Printre clusterele observate in baza analizei datelor secventierii genomilor tulpinilor
cercetate s-au evidentiat K. pneumoniae cu tipul de secventa cel mai frecvent intalnit ST395, E.
coli ST131, P. aeruginosa ST233 si A. baumannii ST2063. Analizand dinamica acestor izolate n
perioada 2020-2023 s-a constatat ca acestea s-au raspandit foarte rapid de la o institutie in care au
fost identificate primar in 2020 pana la 15 institutii medicale in 2023.

In rezultatul evaluirii metodelor de diagnostic a mecanismelor de rezistentd la
microorganismele cercetate s-a determinat sensibilitate si specificitate mai inaltd pentru testul
discurilor combinate (99,0% si 98,9%) de detectarea BLSE, iar pentru detectarea
carbapenemazelor metoda imunocromatografica s-a dovedit a fi cea mai eficienta si accesibila, cu
sensibilitatea 86,2% si specificitatea 91,7%.

Cercetdrile la nivel international au constatat prevalenta BGN implicati in patologia
infectioasa. Intr-un studiu recent efectuat in China, BGN au reprezentat aproximativ 70% din toate
tulpinile izolate de la pacienti cu infectii ale tractului respirator, IFS si ITU [98].

Rezultatele studiului realizat atesta K. pneumoniae ca cel mai frecvent patogen implicat in
IFS, ceea ce contravine cu rezultatele obtinute in cadrul cercetarii efectuate de Tang si colab. in
2023, in care cele mai frecvente specii de BGN izolate au fost E. coli, iar K. pneumoniae a fost cea
mai frecventa specie izolata din tractul respirator [127].

Prevalenta tulpinilor de E. coli izolate din urina constatata in studiului realizat a fost similara
cu constatarile numeroaselor cercetdri nationale si internationale, precum cele efectuate de Tang
si colab. Tn 2023, Lu si colab., 2012, Gales si colab., 2012, Brink si colab., 2012, rezultatele carora
sugereaza ca E. coli a cauzat in principal ITU [127].

Datele obtinute de Hafiz si colab., in cadrul cercetarilor din 2023, confirma ca peste 70%
din tulpinile de K. pneumoniae au fost izolate de la pacientii internati in sectiile de terapie
intensiva, fiind asociate cu factori de risc multipli, inclusiv RAM, ventilatia mecanica, infectii
respiratorii, disfunctia multi-organica, boala cardiaca ischemica si socul septic [50].
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Rezistenta inalta crescutd a izolatelor din sectiile de terapie intensiva, chirurgie,
departamentele de urgentd poate fi o consecintd a practicilor de administrare de doze mai mari
pacientilor 1n stare grava in scopul salvarii vietii pacientilor, la care speciile circulante in mediul
respectiv au dezvoltat rezistentd [128,129].

Comparativ cu rezultatele obtinute in cadrul actualei cercetéri, dovezile obtinute de Lee si
colab., in 2021 evidentiaza rate mult mai scazute de rezistentd a K. pneumoniae In Germania,
Japonia si Canada (1,8%, 1,3% si 1,1% respectiv), in timp ce rate mai inalte se atestd n India,
Grecia si Argentina, cu 54,9%, 53,6% si, respectiv, 46,6% [130].

In ultimii patru ani, Cipru, Grecia, Ungaria, Italia, Malta si Romania au raportat cele mai
mari procente de rezistentd la carbapenem la izolatele invazive de K. pneumoniae la EARS-Net.
Cu exceptia Romaniei, acest lucru este in concordantd cu rezultatele autoevaludrilor EuSCAPE
privind raspandirea interregionald (Ungaria) sau situatia endemicd (Grecia, Italia si Malta) in
aceste tari [131].

Mai multi autori au investigat modelul de rezistentd la antibiotice a P. aeruginosa. Astfel,
un studiu efectuat in Polonia a aratat o ratd de rezistentda de 67,8% la imipenem. Adwan si colab.
Intr-un alt studiu efectuat in 2020 au constatat rate de rezistentd la imipenem de 59,3% si la
meropenem de 48,0%. In schimb, cercetirile efectuate de Shbaita si colab. au evidentiat rate mai
mari de susceptibilitate a P. aeruginosa la agentii antimicrobieni testati, 23,4% tulpini fiind
rezistente la meropenem si 22,4% - la imipenem [132].

Nivele inalte de rezistenta la A. baumannii au constatat si cercetdrile efectuate in Polonia
(56,5%) si Grecia (61,8%), iar pana la 100% tulpini multirezistente au fost inregistrate in America
Centrald, Pakistan, Liban, Qatar si Croatia. Prevalenta globala a tulpinilor de A. baumannii
multirezistente este estimata la 79,9% [133,134], comparativ cu 99,1% A. baummannii MDR
constatatd in studiul dat. Modelele de rezistenta la carbapenem difera in tarile europene, incidenta
crescuta a izolatelor de 4. baumannii rezistente la carbapenem fiind observata in Europa de Nord
si de Est [133,135,136].

Exemplul de raspandire a producatorilor de BLSE in comunitate in ultimii 10 ani ne aratd ca
o rata ridicata de producatori de carbapenemaza in E. coli poate fi atinsa rapid la nivel mondial si
spre deosebire de o epidemie virala, nu se poate opri spontan, fiind greu de controlat [137].

Prevalenta tulpinilor producdtoare BLSE diferd substantial, in functie de tard, in Franta fiind
estimata la 3% - 5% E. coli producatoare de BLSE, in timp ce in India >80% [137].

Mai multe studii internationale au raportat o crestere a prevalentei productiei de BLSE in
randul izolatelor clinice, ajungind la aproximativ 74% 1n unele tari [138,139,140].

Un studiu realizat de catre Al-Agamy si colab. a demonstrat prevalenta producerii de BLSE

la izolatele de E. coli, urmate de K. pneumoniae [141].
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Productia de carbapenemaze la Enterobacterales este cel mai ingrijordtor mecanism de
rezistenta la carbapeneme, avand in vedere transmiterea si diseminarea usoara a acestor gene [142].

O posibila epidemie ar putea fi cauzatd in principal de K. pneumoniae producatoare de
carbapenemaza in de toate tipurile (KPC, IMP, VIM, NDM si OXA-48). Unele tari raporteaza deja
rate mari de microorganisme producatoare de diferite tipuri de carbapenemaza, precum, in Grecia
(VIM si KPC) si subcontinentul indian (NDM, KPC, OXA-181) [137].

KPC este carbapenemaza dominanta la K. pneumoniae, devenind din ce n ce mai raspandita
in toatd Europa [143,144].

Un alt studiu efectuat in China de catre Chen si colab. a evidentiat prevalenta tipului de
carbapenemazd KPC-2 la Enterobacteriaceae, in special la K. pneumoniae rezistentd la
carbapeneme [98]. Rezultate similare a obtinut si Urzua-Abad si colab. intr-un studiu efectuat in
Mexico in 2024, unde la 55,0% din Enterobacterales a fost detectatd gena blaKPC. In schimb, o
alta cercetare efectuatd intr-un spital din Brazilia a evidentiat gena blaKPC la 20% din
Enterobacterales [145].

Rezultate similare cu cele obtinute 1n studiul nostru au fost obtinute in cercetarile efectuate
in spitalele din Algeria, unde gena blaOXA-48 a fost cel mai important mediator al rezistentei la
carbapenem la Enterobacteriaceae [146,147].

Prevalenta genei blaNDM la Enterobacteriaceae a fost constatata in studiile efectuate de
Elrahem si colab., 2023, in Egipt, constatare confirmata int-un studiu de 2 ani concentrat pe tulpini
din familia Enterobacteriaceae din 40 de tari, in care blaNDM a fost cea mai comund gena
detectati (36,8%). Intr-un alt studiu transversal desfasurat la Spitalul Tikur Anbessa, Addis Abeba
din Etiopia, din 39 de izolate K. pneumoniae producatoare de carbapenemaza, blaNDM a fost gena
cea mai dominanta (92,9%) [148,149,150], in cercetarea respectiva aceasta gena fiind detectata a
doua ca prevalenta la tulpinile de Enterobacteriaceae cercetate, dupa blaOXA-48.

Rapoartele ECDC evidentiaza predominanta tulpinilor de K. pneumoniae producatoare de
NDM in Roménia si Turcia, KPC - in Spania, iar in Serbia -OXA-48 [131].

Intr-un studiu recent pe un esantion de 229 de tulpini de E. coli producitoare de
carbapenemaza din 36 de tari cele mai frecvente gene care codifica carbapenemaza au fost
blaOXA4-181 (23%), urmate de blaNDM-5 (20%), blaKPC (18%) si blaNDM-1 (10%) [150].
Aceste rezultate contravin cu cele constatate de Garza-Ramos si colab., unde majoritatea tulpinilor
au purtat blaNDM-5 (80%), urmate de blaOXA-232 (12%) st blaNDM-1 (4%). Aceste diferente
pot fi explicate prin numarul de tulpini analizate si varietatea diferita de locatii incluse in ambele

studii 151].
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P. aeruginosa a fost cel mai frecvent producétoare de IMP (57,4%) in studiul efectuat de Li
si colab., in China [182], ceea ce contravine rezultatelor din aceasta cercetare in care enzima cea
mai frecvent detectata la aceasta specia a fost NDM (42,0%) [152].

Conform rezultatelor studiului efectuat de Beig si colab. in 2023 blaNDM si blaOXA-58 au
fost genele cele mai raspandite in plasmide si cromozomi la speciile de A. baumannii [153].
Aceeasi tendinta a fost observata si in studiul lui Monnheimer si colab. care au aratat cd cele mai
frecvente carbapenemaze produse de 4. baumannii erau codificate de aceste gene (Monnheimer et
al., 2021). Constatarile acestor studii contravine cu rezultatele cercetarii respective, gena cel mai
frecvent intalnita la aceasta specie fiind blaOXA4-23, urmata de OXA-40.

In studiul efectuat de Garza-Ramous si colab. in 2023, cel mai frecvent tip de secventi la K.
pneumoniae a fost ST1876 (n = 8), urmat de ST307 (n = 6) si ST4839 (n = 5). In contrast, K.
pneumoniae ST307 este o clond potentiald epidemica, implicata in mai multe focare [154,155] si
a fost descrisa ca purtand gene de rezistentd la carbapenem, inclusiv blaKPC-3 si blaNDM-1
[151,156,157].

Potrivit ECDC au fost observate unele modificari in prevalenta K. pneumoniae ST307 in
diferite tari, crescand 1n Italia, Romania si Spania, iar ST14 a fost predominanta in Turcia [131].

Printre izolatele de E. coli cercetate intr-un studiu din Franta, cele mai frecvente tipuri de
secventd au fost E. coli ST2 si ST167 [158]. ST2 a fost tipul de secventd predominant si in
cercetarea lui Mamami si colab. in Spania [159].

A. baumannii ST2 a fost raportat ca fiind predominant in Germania [160], precum si intr-un
studiu anterior la un spital de nivel tertiar din Mexic [161].

P. aeruginosa are o structurd nonclonald si epidemica si, din acest motiv, incercarile de a
deduce relatiile dintre tulpini sunt lipsite de sens, cu exceptia celor mai inrudite grupuri. In plus, a
fost raportati o mare diversitate de ST, cu distributie atat in surse clinice, cét si de mediu. in
cercetarea lui Garza-Ramos si colab., dintre cele 13 tulpini secventiate, au fost detectate 11 tipuri
de secventa diferite (ST111, ST244, ST260, ST274, ST309, ST983, ST1487, ST2235, ST2348,
ST2731 si ST3579) [151].

Expansiunea rapida si globala a BGN rezistente la carbapenem in ultimul deceniu este o
tendintd Ingrijordtoare si o amenintare la adresa asistentei medicale si a sigurantei pacientilor in
Europa si la nivel global [162]. Consecintele pentru pacientii infectati cu aceste bacterii sunt mai
putine optiuni de tratament si cresterea morbiditatii si mortalitatii [163,164]. Avand in vedere ca
existd putini agenti antimicrobieni noi disponibili pentru utilizare clinica pe termen scurt si mediu,
riscurile pentru sdnatatea publicd nu sunt greu de inteles [165].

Pentru a monitoriza evolutia clonala si extinderea geografica in timp, implementarea de noi

instrumente precum secventierea intregului genom bacterian este esentiald. Caracterizarea
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izolatelor rezistente la carbapenem este cheia pentru controlul infectiilor, datoritd impactului lor

asupra deciziilor terapeutice din clinici, prin urmare, detectarea de laborator care oferd o acuratete

ridicata si un diagnostic rapid este cheia pentru administrarea corecta a antibioticelor.

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 antimicrobienele utilizate. 4. baumanni, s-a dovedit a fi
multirezistent 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
semnificative mai mari au prezentat izolatele din sange si LCR comparativ cu cele din urina,
colectate de la pacientii din terapie intensiva si chirurgie, in comparatie cu celelalte sectii.
Din cele 3003 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% (Ii95%, 95,0-98,0), enzima predominanta
la ambele specii fiind OXA-48. P. aeruginosa cel mai frecvent a fost producatoare 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.

Analiza arborelui filogenetic a tulpinilor secventiate au evidentiat principalele clustere cu cele
mai frecvente ST la speciile circulante in teritoriul tarii: ST131 in 47,1% tulpini de E. coli,
ST395 in 56,6% tulpini de K. pneumoniae, ST2063 in 37,0% tulpini de 4. baumannii.
Urmarind raspandirea fenomenului de rezistentd, initial s-a depistat 8 tulpini cu tipurile de
secventd mentionate in 4 institutii medicale, iar peste 3 ani — 26 tulpini in diferite sectii a 14
institutii medicale din tara.

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 imunocromatograficd (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
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algoritmului standardizat cu selectarea celor mai eficiente metode, tinand cont de cost
6. Monitorizarea profilurilor de rezistentda a BGN implicati in patologia infectioasd este
indispensabild in vederea evaludrii raspandirii RAM si identificérii 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.

RECOMANDARI

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

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

3. Implementarea programelor de stewardship antimicrobian in institutiile medico-sanitare din
tara.

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

5. Monitorizarea tulpinilor hipervirulente si investigarea focarelor de TAAM in scopul
determinarii sursei de infectie si transmiterea acetora in cadrul institutiilor medicale.

6. Ultilizarea datelor obtinute in cadrul cercetarii pentru consolidarea Programului national pentru
supravegherea si combaterea rezistentei antimicrobiene pentru anii 2023-2027, 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 filogenetica 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
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6. Determinarea factorilor de virulentd microbiand si predictia evolutiei rezistentei la

antimicrobiene.
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Anexa 1. Structura chimica de baza a preparatelor antimicrobiene [61]
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Structura chimica de baza a preparatelor antimicrobiene din grupul: a) beta-lactaminelor; b) penicilinelor; c¢) cefalosporinelor; d)
monobactamelor; e) carbapenemelor; f) macrolidelor; g) tetraciclinelor; h) chinolonelor; i) aminoglicozidelor; j) sulfonamidelor; k)

glicopeptidelor; 1) oxazolidinonelor
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Anexa 2. Avantajele si limitarile metodelor avansate de detectare a mecanismelor de rezistenta antimicrobiana [82]

Metoda Principiu Avantaje Limitari
PCR / real-time PCR | Amplificarea genelor | Rapid; sensibilitate si specificitate | Limitata la gene cunoscute; nu detecteaza
(RT-PCR) specifice de rezistentd | Tnalte; detecteaza gene cheie direct din | mutatii noi; multiplexarea limitata
(tintit) proba

Secventiere genomica
completd

Analiza intregului genom
bacterian

Profil complet al genelor AMR;
identifica  variante utila  1n
epidemiologicd  si

noi;
supravegherea
tipare de transmitere

Cost ridicat; necesita bioinformatica; timp
mai lung pana la rezultat

implica o tehnologie complexa, fiind
necesard o pregatire profesionald foarte

bund pentru a analiza si interpreta

rezultatele
Microarrays ADN Hibridizare ADN-pe- | Detectare simultana a multor gene de | Rezolutie mai micd decat WGS;
sonde imobilizate rezistenta intr-un singur test detecteazda doar ce este inclus pe

platforma; costuri mari

MALDI-TOF MS

Spectrometrie de masa pe
profil proteic + detectarea
activitatii enzimelor

Identificare rapida; poate evidentia
activitatea unor mecanisme (ex.
carbapenemaze)

Acoperire limitatd pentru AMR; necesita
teste suplimentare dedicate

Teste fenotipice rapide

Detectarea activitatii

Simple, cost mai redus; relevanta

Sensibilitate mai scazutd la expresie

(Carba NP, | enzimelor sau a inhibarii | clinica directa (detecteaza functia) redusd; nu aratd gena exactd
mCIM/eCIM, teste | specifice

sinergie)

Panouri multiplex | Detectarea simultana a | Timp foarte rapid de raspuns; util in | Consumabile scumpe; acoperire limitata;
sindromice (ex. | agentului patogen + gene | terapie empiricd timpurie / ATI utilizare doar la anumite tipuri de probe

BioFire, GeneXpert)

AMR selectate
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Anexa 3. Statistica descriptiva a rezistentei la preparatele antimicrobiene a BGN

Tabelul 1. Rezistenta la preparatele antimicrobiene testate a tulpinilor de E. coli si K. pneumoniae, in funtie de anul izolarii, sectie, gen si

biosubstrat
Escherichia coli Klebsiella pneumoniae
Overal | 95% | Overal | 95% | Overal | 95% | Overal | 95% | Overal | 95% | Overal | 95% | Overal | 95% | Overal | 95%
IN= (o IN= cr IN= cr IN= cr IN= cr IN= cr IN= cr IN= cr
1,306! 1,3061 1,306! 1,3061 1,306! 1,306! 1,306! 1,306!
Sectia 67 <0.00 85 <0.00
1 1
Alte 179 12%, 89 9.6%, 90 13%, 15 0.52% 13 0.47% 2 0.00%
(13.7% | 16% | (11.9% | 14% | (16.0% | 19% (1.0%) | ,1.6% | (1.0%) | ,1.6% | (1.2%) | ,2.9%
) ) )
Boli infectioase 72 4.3%, 33 3.0%, 39 4.8%, 58 3.0%, 51 2.9%, 7 1.2%,
(5.5%) | 6.8% | (4.4%) | 5.9% | (7.0%) | 9.1% (4.0%) | 5.1% | (4.0%) | 5.1% | (4.3%) | 7.4%
Chirurgie 53 3.0%, 38 3.5%, 15 1.3%, 119 6.9%, 110 7.1%, 9 2.0%,
(4.1%) 51% | (5.1%) 6.7% | (2.7%) | 4.0% (8.3%) | 9.7% | (8.7%) 10% (5.5%) | 9.0%
Departament 20 0.87% 9 0.42% 11 0.81% 16 0.57% 16 0.65% 0 0.00%
urgente (1.5%) | ,2.2% | (1.2%) | ,2.0% | (2.0%) | ,3.1% (1.1%) | ,1.7% | (1.3%) | ,1.9% | (0.0%) ,
0.00%
Neonatologie 3 0.00% 2 0.00% 1 0.00% 8 0.17% 5 0.05% 3 0.00%
(0.2%) , (0.3%) , (0.2%) , (0.6%) , (0.4%) , (1.8%) | ,3.9%
0.49% 0.64% 0.53% 0.94% 0.74%
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Obstetricd/Ginecolog | 57 | 3.3%, | 20 | 1.5%, | 37 | 4.5%, 23 [095% | 13 [047% | 10 | 2.4%,
ie (4.4%) | 5.5% | (2.7%) | 3.8% | (6.6%) | 8.6% (1.6%) | ,2.3% | (1.0%) | ,1.6% | (6.1%) | 9.8%
Pediatrie 33 | 17% | 21 | 16% | 12 | 0.94% 38 | 18% | 22 | 10% | 16 | 5.2%,
(2.5%) | 3.4% | (2.8%) | 4.0% | (2.1%) | ,3.3% (2.6%) | 3.5% | (1.7%) | 2.4% | (9.8%) | 14%
Terapie 345 | 24%, | 173 | 20%, | 172 | 27%, 154 | 9.1%, | 132 | 87%, | 22 | 8.2%,
(26.4% | 29% | (23.2% | 26% | (30.7% | 34% (10.7% | 12% | (10.4% | 12% | (13.4% | 19%

) ) ) ) ) )
Terapie intensiv 370 | 26%, | 257 | 31%, | 113 | 17%, 762 | 51%, | 702 | 52%, 60 29%,
(28.3% | 31% | (34.5% | 38% | (20.1% | 23% (53.1% | 56% | (55.2% | 58% | (36.6% | 44%

) ) ) ) ) )
Terapie intensivi 23 | 1.0%, | 21 | 1.6%, 2 0.00% 26 | 11%, | 19 | 0.83% 7 1.2%,
pediatrics (1.8%) | 2.5% | (2.8%) | 4.0% | (0.4%) ) (1.8%) | 2.5% | (1.5%) | ,2.2% | (4.3%) | 7.4%

0.85%

Urologie 151 | 9.8%, | 82 | 88% | 69 | 9.6%, 216 | 13%, | 188 | 13%, 28 11%,
(11.6% | 13% | (11.0% | 13% | (12.3% | 15% (15.1% | 17% | (14.8% | 17% | (17.1% | 23%

) ) ) ) ) )

Gen 0.00 | >0.9 56 | 0.020

F 914 | 67%, | 521 | 67%, | 393 | 66%, 672 | 44%, | 581 | 43%, 91 48%,
(70.0% | 72% | (69.9% | 73% | (70.1% | 74% (46.8% | 49% | (45.7% | 48% | (55.5% | 63%

) ) ) ) ) )
M 392 | 28%, | 224 | 27%, | 168 | 26%, 763 | 51%, | 690 | 52%, 73 37%,
(30.0% | 33% | (30.1% | 33% | (29.9% | 34% (53.2% | 56% | (54.3% | 57% | (44.5% | 52%

)

)

)

)
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)

)

)

)

Biosubstratul 0.00 >0.9 9.8 0.008
LCR 0 0.00% 0 0.00% 0 0.00% 19 0.73% 17 0.71% 2 0.00%
(0.0%) , (0.0%) , (0.0%) , (1.3%) | ,1.9% | (1.3%) | ,2.0% | (1.2%) | ,2.9%
0.00% 0.00% 0.00%
sange 88 5.4%, 50 4.9%, 38 4.7%, 411 26%, 381 27%, 30 12%,
(6.7%) | 81% | (6.7%) | 8.5% | (6.8%) | 8.9% (28.6% | 31% | (30.0% | 32% | (18.3% | 24%
) ) )
1,218 | 92%, 695 91%, 523 91%, 1,005 | 68%, 873 66%, 132 74%,
(93.3% | 95% | (93.3% | 95% | (93.2% | 95% (70.0% | 72% | (68.7% | 71% | (80.5% | 87%

n (%); Mean (SD) Median (IQR) Min Max

CI = Confidence Interval

SPearson's Chi-squared test with simulated p-value (based on 1e+05 replicates); Wilcoxon rank sum test
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Tabelul 2. Rezistenta la preparatele antimicrobiene testate a tulpinilor de P.

aeruginosa, in funtie de anul izolarii, sectie, gen si biosubstrat

Overall N = 811 95% CI? IN=26! 95% CI? RN =55? 95% CI? Statistic Test®> | p-value®
Anul 9.8 0.019
2020 10 (12.3%) 5.2%, 20% 1(3.8%) 0.00%, 11% 9(16.4%) 6.6%, 26%
2021 22 (27.2%) 17%, 37% 5(19.2%) 4.1%, 34% 17 (30.9%) 19%, 43%
2022 14 (17.3%) 9.0%, 26% 9 (34.6%) 16%, 53% 5(9.1%) 1.5%, 17%
2023 35 (43.2%) 32%, 54% 11 (42.3%) 23%, 61% 24 (43.6%) 31%, 57%
Sectia 9.5 0.12
Alte 2 (2.5%) 0.00%, 5.8% 0 (0.0%) 0.00%, 0.00% 2 (3.6%) 0.00%, 8.6%
Boli infectioase 1(1.2%) 0.00%, 3.6% 0 (0.0%) 0.00%, 0.00% 1(1.8%) 0.00%, 5.3%
Chirurgie 5 (6.2%) 0.93%, 11% 1(3.8%) 0.00%, 11% 4(7.3%) 0.41%, 14%
Pediatrie 1(1.2%) 0.00%, 3.6% 0 (0.0%) 0.00%, 0.00% 1(1.8%) 0.00%, 5.3%
Terapie 2 (2.5%) 0.00%, 5.8% 1(3.8%) 0.00%, 11% 1(1.8%) 0.00%, 5.3%
Terapie intensiv3 62 (76.5%) 67%, 86% 18 (69.2%) 51%, 87% 44 (80.0%) 69%, 91%
Terapie intensiva pediatrica 8(9.9%) 3.4%, 16% 6 (23.1%) 6.9%, 39% 2 (3.6%) 0.00%, 8.6%
Gen 1.0 0.3
F 28 (34.6%) 24%, 45% 11 (42.3%) 23%, 61% 17 (30.9%) 19%, 43%
M 53 (65.4%) 55%, 76% 15 (57.7%) 39%, 77% 38 (69.1%) 57%, 81%
Biosubstratul 0.36 0.7

LCR

5 (6.2%)

0.93%, 11%

1(3.8%)

0.00%, 11%

4 (7.3%)

0.41%, 14%

sange

76 (93.8%)

89%, 99%

25 (96.2%)

89%, 100%

51 (92.7%)

86%, 100%
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Tabelul 3. Rezistenta la preparatele antimicrobiene testate a tulpinilor de A. baumannii, in funtie de anul izolarii, sectie, gen si biosubstrat

Overall N = 811 95% CI? IN=26! 95% CI? RN =55? 95% CI? Statistic Test®> | p-value®
Anul 23 0.5
2020 57 (25.3%) 20%, 31% 51 (25.6%) 20%, 32% 6(23.1%) 6.9%, 39%
2021 65 (28.9%) 23%, 35% 60 (30.2%) 24%, 37% 5(19.2%) 4.1%, 34%
2022 41 (18.2%) 13%, 23% 36 (18.1%) 13%, 23% 5(19.2%) 4.1%, 34%
2023 62 (27.6%) 22%, 33% 52 (26.1%) 20%, 32% 10 (38.5%) 20%, 57%
Sectia 3.3 0.8
Alte 7 (3.1%) 0.84%, 5.4% 7 (3.5%) 0.96%, 6.1% 0 (0.0%) 0.00%, 0.00%
Chirurgie 19 (8.4%) 4.8%, 12% 16 (8.0%) 4.3%, 12% 3 (11.5%) 0.00%, 24%
Departament urgente 8 (3.6%) 1.1%, 6.0% 7 (3.5%) 0.96%, 6.1% 1(3.8%) 0.00%, 11%
Pediatrie 3(1.3%) 0.00%, 2.8% 2 (1.0%) 0.00%, 2.4% 1(3.8%) 0.00%, 11%
Terapie 12 (5.3%) 2.4%, 8.3% 11 (5.5%) 2.4%, 8.7% 1(3.8%) 0.00%, 11%
Terapie intensiv3 172 (76.4%) 71%, 82% 152 (76.4%) 70%, 82% 20 (76.9%) 61%, 93%
Terapie intensiva pediatrica 3 (1.3%) 0.00%, 2.8% 3 (1.5%) 0.00%, 3.2% 0 (0.0%) 0.00%, 0.00%
Gen 0.01 >0.9
F 106 (47.1%) 41%, 54% 94 (47.2%) 40%, 54% 12 (46.2%) 27%, 65%
M 119 (52.9%) 46%, 59% 105 (52.8%) 46%, 60% 14 (53.8%) 35%, 73%
Biosubstratul 1.6 0.3

LCR

20 (8.9%)

5.2%, 13%

16 (8.0%)

4.3%, 12%

4 (15.4%)

1.5%, 29%

sange

204 (90.7%)

87%, 94%

182 (91.5%)

88%, 95%

22 (84.6%)

71%, 98%
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Tabelul 4. Asocierea dintre rezistenta la preparatele testate a tulpinilor de E. coli si K. pneumoniae si mecanismele de rezistenta prezente

Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae

Overall | 95% Overall 95% | Overall | 95% | Overal 95% | Overall | 95% | Overall | 95% | Overall | 95% | Overal 95%
= CI? = CI? N = CI? IN= cI? = CI? N = CI? N = cr? IN= CI?
Peniciline 1,306! 1,306’ 1,306’ 1,306’ 1,306! 1,306 1,306’ 1,306’
Mecanismul 1,274 <0.00 1,358 <0.00
suspect 1 1
AmpC 147 9.5%, 147 17%, 0 0.00% 11 0.32% 11 0.36% 0 0.00%
(11.3% 13% (19.7%) 23% (0.0%) , (0.8%) | ,1.2% | (0.9%) | ,1.4% | (0.0%) ,
) 0.00% 0.00%
AmpC, Carba 9 0.24% | 9(1.2%) | 0.42% 0 0.00% 4 0.01% 4 0.01% 0 0.00%
(0.7%) | ,1.1% ,2.0% | (0.0%) , (0.3%) , (0.3%) , (0.0%) ,
0.00% 0.55% 0.62% 0.00%
AmpC, ESBL 513 37%, 505 64%, 8 0.44% 206 13%, 203 14%, 3 0.00%
(39.3% | 42% (67.8%) 71% (1.4%) | ,2.4% (14.4% | 16% | (16.0% 18% (1.8%) | ,3.9%
) ) )
AmpC, ESBL, 84 5.1%, 84 9.0%, 0 0.00% 1,050 71%, 1,049 80%, 1 0.00%
Carba (6.4%) | 7.8% | (11.3%) 14% (0.0%) , (73.2% | 75% | (82.5% | 85% (0.6%) | ,1.8%
0.00% ) )
AmpC 1,306 | <0.00 1,358 | <0.00
1 1
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neg 725 53%, 725 96%, 0 0.00% 1,239 85%, 1,237 96%, 2 0.00%
(55.5% | 58% (97.3%) 98% | (0.0%) , (86.3% | 88% | (97.3% | 98% | (1.2%) | ,2.9%
) 0.00% ) )
poz 20 0.87% 20 1.5%, 0 0.00% 28 1.2%, 28 1.4%, 0 0.00%
(1.5%) | ,2.2% | (2.7%) | 3.8% | (0.0%) , (2.0%) | 2.7% | (2.2%) | 3.0% | (0.0%) ,
0.00% 0.00%
Cefalosporin
€
Mecanismul 403 <0.00 479 <0.00
suspect 1 1
AmpC, ESBL 513 37%, 422 49%, 91 15%, 206 13%, 199 13%, 7 2.3%,
(39.3% 42% (52.3%) 56% (18.2% 22% (14.4% 16% (14.8% 17% (8.0%) 14%
) ) ) )
AmpC, ESBL, 84 5.1%, 79 7.7%, 5 0.13% 1,050 71%, 1,035 75%, 15 9.3%,
Carba (6.4%) 7.8% (9.8%) 12% (1.0%) | ,1.9% (73.2% 75% (76.8% 79% (17.2% 25%
) ) )
ESBL 539 39%, 293 33%, 246 45%, 149 8.8%, 100 6.0%, 49 46%,
(41.3% 44% (36.3%) 40% (49.3% 54% (10.4% 12% (7.4%) 8.8% (56.3% 67%
) ) ) )
ESBL, Carba 13 0.46% 13 0.74% 0 0.00% 14 0.47% 14 0.50% 0 0.00%
(1.0%) | ,1.5% (1.6%) ,2.5% | (0.0%) , (1.0%) | ,1.5% | (1.0%) | ,1.6% | (0.0%) ,
0.00% 0.00%

112




Cromogen agar, 292 <0.00 283 <0.00
ESBL 1 1
neg 107 6.7%, 80 7.9%, 27 3.4%, 804 53%, 789 56%, 15 9.3%,
(8.2%) | 9.7% (9.9%) 12% (5.4%) | 7.4% (56.0% | 59% | (58.5% 61% | (17.2% 25%
) ) )
poz 1,041 78%, 727 88%, 314 59%, 615 40%, 559 39%, 56 54%,
(79.7% | 82% (90.1%) 92% | (62.9% 67% (42.9% | 45% | (41.5% | 44% | (64.4% | 74%
) ) ) ) )
Sinergie dublu 292 <0.00 290 <0.00
disc, ESBL 1 1
neg 108 6.8%, 81 8.0%, 27 3.4%, 870 58%, 854 61%, 16 10%,
(8.3%) | 9.8% | (10.0%) 12% (5.4%) | 7.4% (60.6% | 63% | (63.4% 66% | (18.4% 27%
) ) )
poz 1,040 77%, 726 88%, 314 59%, 549 36%, 494 34%, 55 53%,
(79.6% | 82% (90.0%) 92% | (62.9% 67% (383% | 41% | (36.6% 39% | (63.2% | 73%
) ) ) ) )
Testul discurilor 291 <0.00 291 <0.00
combinate, ESBL 1 1
neg 105 6.6%, 78 7.6%, 27 3.4%, 857 57%, 842 60%, 15 9.3%,
(8.0%) | 9.5% (9.7%) 12% (5.4%) | 7.4% (59.7% | 62% | (62.5% 65% | (17.2% 25%
) ) )
poz 1,043 78%, 729 88%, 314 59%, 562 37%, 506 35%, 56 54%,
(79.9% | 82% (90.3%) 92% | (62.9% 67% (39.2% | 42% | (37.5% | 40% | (64.4% | 74%

)

)
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Carbapenem
€
Mecanismul 370 <0.00 543 <0.00
suspect 1 1

AmpC, Carba 9 0.24% | 0(0.0%) | 0.00% 9 0.25% 4 0.01% 1 0.00% 3 0.00%

(0.7%) | ,1.1% , (0.7%) | ,1.2% (0.3%) , (0.1%) , (0.4%) ,
0.00% 0.55% 0.40% 0.91%
AmpC, ESBL, 84 5.1%, 26 83%, 58 3.4%, 1,050 71%, 731 99%, 319 42%,
Carba (6.4%) | 7.8% | (92.9%) | 100% | (4.5%) | 5.7% (73.2% | 75% | (99.7% | 100% | (45.4% | 49%

) ) )

Carba 1 0.00% | 0(0.0%) | 0.00% 1 0.00% 1 0.00% 1 0.00% 0 0.00%

(0.1%) , , (0.1%) , (0.1%) , (0.1%) , (0.0%) ,
0.23% 0.00% 0.23% 0.21% 0.40% 0.00%
ESBL, Carba 13 0.46% | 2(7.1%) | 0.00% 11 0.35% 14 0.47% 0 0.00% 14 0.96%
(1.0%) | ,1.5% ,17% | (0.9%) | ,1.4% (1.0%) | ,1.5% | (0.0%) , (2.0%) | ,3.0%

0.00%
Test CarbaNP 896 <0.00 1,121 <0.00
1 1
neg 77 4.6%, 4 1.3%, 73 4.4%, 341 22%, 46 4.5%, 295 38%,
(5.9%) | 7.2% | (14.3%) 27% (5.7%) | 7.0% (23.8% | 26% (6.3%) | 8.0% | (42.0% | 46%
) )
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poz 30 1.5%, 24 73%, 6 0.09% 728 48%, 687 92%, 41 4.1%,
(2.3%) | 3.1% | (85.7%) | 99% | (0.5%) , (50.7% | 53% | (93.7% | 95% | (5.8%) | 7.6%
0.84% ) )

MAST Carba 655 | <0.00 1,028 | <0.00
PACE 1 1
neg 63 3.7%, 3 0.00% 60 3.5%, 274 17%, 26 2.2%, | 248 32%,

(4.8%) | 6.0% | (10.7%) | ,22% | (4.7%) | 5.9% (19.1% | 21% | (3.5%) | 4.9% | (35.3% | 39%
) )
poz 44 2.4%, 25 78%, 19 0.82% 795 53%, 707 95%, 88 10%,
(3.4%) | 4.3% | (89.3%) | 100% | (1.5%) | ,2.2% (55.4% | 58% | (96.5% | 98% | (12.5% | 15%
) ) )
ICRTG, OXA-48 467 | <0.00 800 | <0.00
1 1
neg 74 4.4%, 11 21%, 63 3.7%, 447 29%, 170 20%, 277 36%,
(5.7%) | 6.9% | (39.3%) | 57% | (4.9%) | 6.1% (31.1% | 34% | (23.2% | 26% | (39.5% | 43%
) ) )
poz 33 1.7%, 17 43%, 16 0.64% 622 41%, 563 74%, 59 6.4%,
(2.5%) | 3.4% | (60.7%) | 79% | (1.3%) | ,1.9% (433% | 46% | (76.8% | 80% | (8.4%) | 10%
) )
ICRTG, KPC 393 | <0.00 535 | <0.00
1 1
neg 102 | 6.4%, 24 73%, 78 4.8%, 999 67%, 666 89%, 333 44%,
(7.8%) | 9.3% | (85.7%) | 99% | (6.1%) | 7.4% (69.6% | 72% | (90.9% | 93% | (47.4% | 51%

)

)
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poz 5 0.05% 4 1.3%, 1 0.00% 70 3.8%, 67 7.1%, 3 0.00%
(0.4%) ) (143%) | 27% | (0.1%) ) (4.9%) | 6.0% | (9.1%) | 11% | (0.4%) )
0.72% 0.23% 0.91%
ICRTG, NDM 474 | <0.00 612 | <0.00
1 1
neg 95 5.9%, 19 51%, 76 4.7%, 796 | 53%, | 475 | 61%, | 321 | 42%,
(7.3%) | 8.7% | (67.9%) | 85% | (5.9%) | 7.2% (55.5% | 58% | (64.8% | 68% | (45.7% | 49%
) ) )
poz 12 | 0.40% 9 15%, 3 0.00% 273 | 17%, | 258 | 32%, 15 1.1%,
(0.9%) | ,1.4% | (32.1%) | 49% | (0.2%) ) (19.0% | 21% | (352% | 39% | (2.1%) | 3.2%
0.50% ) )
ICRTG, VIM 321 | <0.00 518 | <0.00
1 1
neg 107 | 6.7%, 28 100%, | 79 4.9%, 1,052 | 71%, | 717 | 97%, | 335 | 44%,
(8.2%) | 9.7% | (100.0% | 100% | (6.2%) | 7.5% (733% | 76% | (97.8% | 99% | (47.7% | 51%
) ) ) )
poz 0 0.00% | 0(0.0%) | 0.00% 0 0.00% 17 | 062% | 16 1.1%, 1 0.00%
(0.0%) ) ) (0.0%) ) (1.2%) | ,1.7% | (2.2%) | 3.2% | (0.1%) )
0.00% 0.00% 0.00% 0.42%
ICRTG, IMP 321 | <0.00 514 | <0.00
1 1
neg 107 | 6.7%, 28 100%, | 79 4.9%, 1,041 | 70%, | 711 | 96%, | 330 | 43%,
(8.2%) | 9.7% | (100.0% | 100% | (6.2%) | 7.5% (72.5% | 75% | (97.0% | 98% | (47.0% | 51%

)

)

)
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poz 0 0.00% | 0(0.0%) | 0.00% 0 0.00% 28 1.2%, 22 1.8%, 6 0.17%
(0.0%) ) , (0.0%) , (2.0%) | 2.7% | (3.0%) | 4.2% | (0.9%) | ,1.5%
0.00% 0.00% 0.00%
PCR, OXA-48 379 | <0.00 783 | <0.00
1 1
neg 77 4.6%, 15 35%, 62 3.7%, 414 27%, 153 18%, 261 34%,
(5.9%) | 7.2% | (53.6%) | 72% | (4.9%) | 6.0% (28.9% | 31% | (20.9% | 24% | (37.2% | 41%
) ) )
poz 30 1.5%, 13 28%, 17 0.70% 655 43%, 580 76%, 75 8.4%,
(23%) | 3.1% | (46.4%) | 65% | (1.3%) | ,2.0% (45.6% | 48% | (79.1% | 82% | (10.7% | 13%
) ) )
PCR, KPC 387 | <0.00 559 | <0.00
1 1
neg 95 5.9%, 21 59%, 74 4.5%, 913 61%, 587 77%, 326 43%,
(7.3%) | 87% | (75.0%) | 91% | (5.8%) | 7.1% (63.6% | 66% | (80.1% | 83% | (46.4% | 50%
) ) )
poz 12 0.40% 7 9.0%, 5 0.05% 156 | 9.3%, 146 17%, 10 0.55%
(0.9%) | ,1.4% | (25.0%) | 41% | (0.4%) , (10.9% | 12% | (19.9% | 23% | (1.4%) | ,2.3%
0.73% ) )
PCR, NDM 455 | <0.00 652 | <0.00
1 1
neg 87 5.3%, 16 39%, 71 4.3%, 624 41%, 333 42%, 291 38%,
(6.7%) | 8.0% | (57.1%) | 75% | (5.6%) | 6.8% (43.5% | 46% | (45.4% | 49% | (41.5% | 45%

)

)
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poz 20 0.87% 12 25%, 8 0.19% 445 29%, 400 51%, 45 4.6%,
(1.5%) | ,2.2% | (42.9%) 61% (0.6%) | ,1.1% (31.0% | 33% | (54.6% 58% (6.4%) 8.2%
) )
PCR, VIM 324 <0.00 515 <0.00
1 1
neg 96 5.9%, 26 83%, 70 4.2%, 1,044 70%, 712 96%, 332 44%,
(7.4%) | 8.8% | (92.9%) | 100% | (5.5%) | 6.7% (72.8% | 75% | (97.1% | 98% | (47.3% | 51%
) ) )
poz 11 0.35% | 2(7.1%) | 0.00% 9 0.25% 25 1.1%, 21 1.7%, 4 0.01%
(0.8%) | ,1.3% ,17% | (0.7%) | ,1.2% (1.7%) 24% | (2.9%) | 4.1% | (0.6%) | ,1.1%
PCR, IMP 321 <0.00 513 <0.00
1 1
neg 98 6.1%, 26 83%, 72 4.4%, 1,043 70%, 714 96%, 329 43%,
(7.5%) | 8.9% | (92.9%) | 100% | (5.6%) | 6.9% (72.7% | 75% | (97.4% | 99% | (46.9% | 51%
) ) )
poz 9 0.24% | 2(7.1%) | 0.00% 7 0.14% 26 1.1%, 19 1.4%, 7 0.26%
(0.7%) | ,1.1% ,17% | (0.5%) , (1.8%) 25% | (2.6%) | 3.7% | (1.0%) | ,1.7%
0.95%
Final Carba 476 <0.00 932 <0.00
1 1
neg 21 0.93% | 2(7.1%) | 0.00% 19 0.82% 184 11%, 18 1.3%, 166 21%,
(1.6%) | ,2.3% ,17% | (1.5%) | ,2.2% (12.8% 15% (2.5%) | 3.6% | (23.6% 27%

)

)
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netestat 1,220 92%, 0(0.0%) | 0.00% 1,220 94%, 423 27%, 7 0.25% 416 56%,
(93.4% 95% , (95.5% 97% (29.5% 32% (1.0%) | ,1.7% | (59.3% 63%
) 0.00% ) ) )
pos 65 3.8%, 26 83%, 39 2.1%, 828 55%, 708 95%, 120 14%,
(5.0%) | 6.2% | (92.9%) | 100% | (3.1%) | 4.0% (57.7% | 60% | (96.6% | 98% | (17.1% | 20%
) ) )
n (%)

°CI = Confidence Interval

SPearson's Chi-squared test with simulated p-value (based on 1e+05 replicates)
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Tabelul 5. Asocierea dintre tulpinile rezistente la carbapeneme a tulpinilor de P.

aeruginosa si mecanismele de rezistenta prezente

Overall N = 811 95% CI RN =571 95% CI SN=24! 95% CI2
Test CarbaNP
neg 65 (80.2%) 72%, 89% 41 (71.9%) 60%, 84% 24 (100.0%) 100%, 100%
poz 16 (19.8%) 11%, 28% 16 (28.1%) 16%, 40% 0 (0.0%) 0.00%, 0.00%

ICRTG, OXA-48

neg 58 (71.6%) 62%, 81% 44 (77.2%) 66%, 88% 14 (58.3%) 39%, 78%

poz 23 (28.4%) 19%, 38% 13 (22.8%) 12%, 34% 10 (41.7%) 22%, 61%
ICRTG, KPC

neg 70 (86.4%) 79%, 94% 55 (96.5%) 92%, 100% 15 (62.5%) 43%, 82%

poz 11 (13.6%) 6.1%, 21% 2 (3.5%) 0.00%, 8.3% 9 (37.5%) 18%, 57%
ICRTG, NDM

neg 58 (71.6%) 62%, 81% 45 (78.9%) 68%, 90% 13 (54.2%) 34%, 74%

poz 23 (28.4%) 19%, 38% 12 (21.1%) 10%, 32% 11 (45.8%) 26%, 66%
ICRTG, VIM

neg 70 (86.4%) 79%, 94% 46 (80.7%) 70%, 91% 24 (100.0%) 100%, 100%

poz 11 (13.6%) 6.1%, 21% 11 (19.3%) 9.1%, 30% 0 (0.0%) 0.00%, 0.00%
ICRTG, IMP

neg 80 (98.8%) 96%, 100% 56 (98.2%) 95%, 100% 24 (100.0%) 100%, 100%

poz 1(1.2%) 0.00%, 3.6% 1(1.8%) 0.00%, 5.2% 0 (0.0%) 0.00%, 0.00%
PCR, OXA-48

neg 51 (63.0%) 52%, 73% 39 (68.4%) 56%, 80% 12 (50.0%) 30%, 70%
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20%, 44%

12 (50.0%)

30%, 70%

79%, 96%

12 (50.0%)

30%, 70%

3.8%, 21%

12 (50.0%)

30%, 70%

53%, 77%

10 (41.7%)

22%, 61%

23%, 47%

14 (58.3%)

39%, 78%

66%, 88%

24 (100.0%)

100%, 100%

12%, 34%

0 (0.0%)

0.00%, 0.00%

100%, 100%

24 (100.0%)

100%, 100%

23%, 47%

10 (41.7%)

22%, 61%

poz 30 (37.0%) 27%, 48% 18 (31.6%)
PCR, KPC
neg 62 (76.5%) 67%, 86% 50 (87.7%)
poz 19 (23.5%) 14%, 33% 7 (12.3%)
PCR, NDM
neg 47 (58.0%) 47%, 69% 37 (64.9%)
poz 34 (42.0%) 31%, 53% 20 (35.1%)
PCR, VIM
neg 68 (84.0%) 76%, 92% 44 (77.2%)
poz 13 (16.0%) 8.1%, 24% 13 (22.8%)
PCR, IMP
neg 81 (100.0%) 100%, 100% 57 (100.0%)
Final Carba
neg 30 (37.0%) 27%, 48% 20(35.1%)
pos 51 (63.0%) 52%, 73% 37 (64.9%)

53%, 77%

14 (58.3%)

39%, 78%

n (%);

2Cl = Confidence Interval

3pearson's Chi-squared test with simulated p-value (based on 1e+05 replicatest
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Tabelul 6. Asocierea dintre rezistenta la carbapeneme a tulpinilor de A.

baumannii si mecanismele de rezistenta prezente

Overall N = 225? 95% CI RN =199! 95% CI SN =261 95% CI2
Test Carba NP
neg 30 (13.3%) 8.9%, 18% 24 (12.1%) 7.5%, 17% 6 (23.1%) 6.9%, 39%
netestat 11 (4.9%) 2.1%,7.7% 0 (0.0%) 0.00%, 0.00% 11 (42.3%) 23%, 61%
poz 184 (81.8%) 77%, 87% 175 (87.9%) 83%, 92% 9 (34.6%) 16%, 53%

ICRTG, OXA-23

14 (53.8%)

35%, 73%

neg 118 (52.4%) 46%, 59% 104 (52.3%) 45%, 59%
netestat 11 (4.9%) 2.1%,7.7% 0 (0.0%) 0.00%, 0.00% 11 (42.3%) 23%, 61%
poz 96 (42.7%) 36%, 49% 95 (47.7%) 41%, 55% 1(3.8%) 0.00%, 11%
PCR, OXA-23
neg 121 (53.8%) 47%, 60% 107 (53.8%) 47%, 61% 14 (53.8%) 35%, 73%
netestat 11 (4.9%) 2.1%,7.7% 0 (0.0%) 0.00%, 0.00% 11 (42.3%) 23%, 61%
poz 93 (41.3%) 35%, 48% 92 (46.2%) 39%, 53% 1(3.8%) 0.00%, 11%
PCR, OXA-58
neg 198 (88.0%) 84%, 92% 184 (92.5%) 89%, 96% 14 (53.8%) 35%, 73%
netestat 11 (4.9%) 2.1%,7.7% 0 (0.0%) 0.00%, 0.00% 11 (42.3%) 23%, 61%
poz 16 (7.1%) 3.8%, 10% 15 (7.5%) 3.9%, 11% 1(3.8%) 0.00%, 11%
PCR, OXA-40
neg 126 (56.0%) 50%, 62% 122 (61.3%) 55%, 68% 4 (15.4%) 1.5%, 29%
netestat 11 (4.9%) 2.1%,7.7% 0 (0.0%) 0.00%, 0.00% 11 (42.3%) 23%, 61%
poz 88 (39.1%) 33%, 45% 77 (38.7%) 32%, 45% 11 (42.3%) 23%, 61%
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Final Carba

neg 33 (14.7%) 10%, 19% 31 (15.6%) 11%, 21% 2 (7.7%) 0.00%, 18%
netestat 11 (4.9%) 2.1%, 7.7% 0 (0.0%) 0.00%, 0.00% 11 (42.3%) 23%, 61%
pos 181 (80.4%) 75%, 86% 168 (84.4%) 79%, 89% 13 (50.0%) 31%, 69%

'n (%);

°CI = Confidence Interval

SPearson's Chi-squared test with simulated p-value (based on 1e+05 replicatest
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Anexa 4. Ghid Principii si procedure in testarea microbiologica a hemoculturilor

GHID

*\_ Principii si proceduri
in testarea
microbiologica

4 3 hemoculturilor

Chisinau, 2020
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CZU 616-072.5:579.8
P92

Aprobat la sedinta Consiliului de Experti al Ministerului Sanatatii, Muncii si Protectiei Sociale,
Proces-verbal nr.2 din 03.07.2020

Aprobat si implementat prin ordinul Ministerului Sanatatii, Muncii si Protectiei Sociale nr.696 din
29.07.2020 Cu privire la aprobarea Ghidului ,,Principii si proceduri Tn testarea microbiologica a
hemoculturilor”

Colectivul de autori:

Burduniuc Olga, doctor in stiinte medicale, conferentiar cercetator
Balan Greta, doctor Tn stiinte medicale, conferentiar universitar
Sofronie Olga, cercetator stiintific, master in sanatate publicd

Bucov Victoria, doctor habilitat Tn stiinte medicale, profesor cercetator
Holban Tiberiu,  doctor habilitat in stiinte medicale, profesor universitar

Maria Bivol, cercetator stiintific stagiar
Recenzenti:
Rudic Valeriu, doctor in stiinte biologice, doctor habilitat, profesor universitar,

academician, Om emerit

Spinu Constantin, doctor in stiinte medicale, doctor habilitat, profesor universitar,
academician, Om emerit

Acest ghid reprezintd pasul prin care evidentele stiintifice sunt transferate in domeniul practicii
medicale, prin care se asigura, unui pacient individual, asistenta medicalé corespunzatoare, prin
prisma informatiilor existente la momentul respectiv.

Ghidul este destinat specialistilor din cadrul Agentiei Nationale pentru Sanatate Publica, institutiilor
medico-sanitare care ofera servicii de laborator (medici microbiologi, felceri laboranti) i asistenta
medicala (medici clinicieni, asistenti medicali).

Informatia prezentata in ghid este relevanta si pentru procesul didactic, in formarea si educarea
continua a medicilor si a personalului medical cu studii medii.

Ghidul stabileste principii si proceduri Tn testarea hemoculturilor si ofera recomandari specifice pentru
colectarea, transportarea si investigarea microbiologica a sangelui.

in ghid nu vor fi abordate proceduri de identificare a agentilor patogeni. Testarea sensibilitatii
la antimicrobiene a microorganismelor este abordata Tn standardul EUCAST (Rapid AST in blood
cultures, AST of bacteria, AST of fungi).

Descrierea CIP a Camerei Nationale a Cartii

Principii si proceduri in testarea microbiologicd a hemoculturilor: Ghid / Burduniuc Olga, Balan
Greta, Sofronie Olga [et al.]; Ministerul Sanatatii, Muncii si Protectiei Sociale al Republicii Moldova,
Agentia Nationala pentru Sanatatea Publica. — Chisinau: S. n., 2020 (1.S. FE.-P. Tipografia Centrala”).
-56p.:fig., tab.

Referinte bibliogr.: p. 52-56 (74 tit.). — 450 ex.
ISBN 978-9975-151-43-6.

Acest ghid a fost tiparit cu suportul financiar al Uniunii Europene in cadrul eforturilor de raspuns

la pandemia COVID-19 ale Uniunii Europene si Organizatiei Mondiale a Sanatatii in cadrul
Parteneriatului Estic si a Programului ,Solidari pentru Sanatate”. Continutul si opiniile exprimate in
text apartin autorilor si nu reflectd in mod necesar viziunea si politicile UE si OMS.
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MINISTERUL SANATATII, MUNCII SI PROTECTIEI SOCIALE
AL REPUBLICII MOLDOVA

ORDIN
mun.Chisinau

w29 . ttelee 2020 nr. £ 9F
Cu privire la aprobarea Ghidului
»Principii §i proceduri in testarea microbiologica a hemoculturilor™

in vederea standardizarii si asigurarii calitdtii serviciilor medicale de laborator,
precum si implementarea reglementirilor internationale in interesul sinatitii publice
globale, in temeiul prevederilor Hotéararii Guvernului nr.694/2017 Cu privire la
organizarea i functionarea Ministerului Sanatatii, Muncii si Protectiei Sociale,

ORDON:

1. Se aproba Ghidul ,Principii si proceduri in testarea microbiologicd a
hemoculturilor”, conform anexei.

2. Conducétorii prestatorilor de servicii medicale de laborator vor organiza
implementarea si monitorizarea eficientei aplicarii in activitatea practici a
prevederilor Ghidului ,Principii si proceduri in testarea- microbiologici a
hemoculturilor”.

3. Agentia Medicamentului si Dispozitivelor Medicale va intreprinde masurile
necesare in vederea asigurdrii pietii farmaceutice din Republica Moldova cu
medicamentele si dispozitivele medicale incluse in Ghidul ,Principii si proceduri in
testarea microbiologica a hemoculturilor™.

4. Compania Nationala de Asigurdri in Medicina:

1)va asigura finantarea serviciilor incluse in Ghidul ,,Principii si proceduri in
testarea microbiologica a hemoculturilor”;

2)va organiza ghidarea de catre angajatii din subordine de prevederile Ghidului
.Principii si proceduri in testarea microbiologicd a hemoculturilor” in procesul de
executare a atributiilor functionale, inclusiv in validarea volumului si calititii
serviciilor acordate de catre prestatorii contractati in sistemul asigurarii obligatorii de
asistenta medicala.

5. Agentia Nationala pentru Sanatate Publica va organiza:

1)evaluarea institutionalizirii Ghidului ,Principii §i proceduri in testarea
microbiologicad a hemoculturilor” in cadrul evaludrii §i acreditarii prestatorilor de
servicii medicale de laborator;

2) evaluarea respectarii prevederilor Ghidului ,,Principii si proceduri in testarea
microbiologicd a hemoculturilor” in cadrul controalelor efectuate in institutiile
medico-sanitare;

3)asigurarea accesibilitatii Ghidului ,Principii si proceduri in testarea
microbiologicd a hemoculturilor” pe pagina web a ANSP si acordarea suportului
consultativ-metodic in implementarea acestuia in activitatea prestatorilor de servicii
medicale de laborator.

6. Institujiile de invatdmant medical vor organiza implementarea Ghidului
Principii §i proceduri in testarea microbiologicd a hemoculturilor” in activitatea
didactica a catedrelor respective.

7. Ghidul ,,Principii §i proceduri in testarea microbiologica a hemoculturilor” se
plaseaza pe pagina WEB a Ministerului Sanatatii, Muncii si Protectiei Sociale.

8. Controlul executdrii prezentului ordin se atribuie diui Constantin Rimis si dlui
Alexandru Holostenco, secretari de stat.

Ministru Viorica DUMBRAVEANU
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Anexa 5. Ghid Asigurarea calititii in diagnosticul microbiologica al infectiilor tractului

urinar

 MINISTERUL SANATATII, AGENTIA NATIONALA UNIVERSITATEA DE STAT
- MUNCII §I PROTECTIEI SOCIALE : PENTRU SANATATE DE MEDICINA $I FARMACIE

¥ AL REPUBLICII MOLDOVA W PUBLICA ~NICOLAE TESTEMITANU"

GHID

Asigurarea calitatii
in diagnosticul microbiologic
al infectiilor tractului urinar

Chisinau, 2021
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CZU 616.62/.63-022.1-078(036)
A 86

Aprobat la sedinta Consiliului de Experti al Ministerului Sanatatii, Muncii si Protectiei Sociale,
Proces-verbal nr. 2 din 30.06.2021

Aprobat prin ordinul Ministerului Sanatatii, Muncii si Protectiei Sociale, nr. 651 din 09.07.2021
cu privire la aprobarea Ghidului ,Asigurarea calitatii in diagnosticul microbiologic al infectiilor
tractului urinar”.

Autori:

Olga Burduniuc, dr. st. med., conferentiar universitar, ANSP

Emil Ceban, dr. hab. st. med., profesor universitar, USMF ,Nicolae Testemitanu”
Greta Balan, dr. st. med., conferentiar universitar, USMF ,Nicolae Testemitanu”

Gheorghe Placinta, dr. hab. st. med., conferentiar universitar, USMF ,Nicolae Testemitanu”

Anatolie Visnevschi, dr. hab. st. med., profesor universitar, USMF ,Nicolae Testemitanu”
Olga Sofronie, cercetator stiintific, master in sanatate publica, ANSP
Maria Bivol, cercetator stiintific stagiar, ANSP

Ghidul este destinat specialistilor de laborator, medicilor clinicieni din asistenta medicala prima-
ra, specializata si de stationar.

Informatia prezentata in ghid este relevanta si pentru procesul didactic in formarea studentilor, me-
dicilor rezidenti si in educatia medicala continua a medicilor si personalului medical cu studii medii.

Ghidul stabileste principii, proceduri in testarea probelor de urina pentru diagnosticul microbiolo-
gic al infectiilor tractului urinar si ofera recomandari specifice privind recoltarea, transportarea,
examinarea, criterii de interpretare, eliberare a rezultatelor.

In ghid nu este abordata metodologia de testare a sensibilitatii la antimicrobiene, aceasta fiind
redata in standardul EUCAST (AST of bacteria).

Recenzenti:
Constantin Spinu, doctor habilitat, profesor universitar, Om emerit,
Agentia Nationala pentru Sanatate Publica
Valeriu Rudic, doctor habilitat, profesor universitar,
academician USMF ,Nicolae Testemitanu”
Adrian Tanase, doctor habilitat, profesor universitar, USMF ,Nicolae Testemitanu”

Descrierea CIP a Camerei Nationale a Cartii

Asigurarea calitatii in diagnosticul microbiologic al infectiilor tractului urinar: Ghid / Olga Burduniuc,
Emil Ceban, Greta Balan [et al.]; Ministerul Sanatatii, Muncii si Protectiei Soclale, Agentia Nationala
pentru Sanatate Publica, Universitatea de Stat de Medicina si Farmacie ,Nicolae Testemitanu”. -
Chisinau: S. n., 2021 (IS Firma Editoriala Poligrafica ,Tipografia Centrala”). - 64 p.: fig., tab.

Referinte bibliogr.: p. 60-62 (41 tit.). - 300 ex.

Acest ghid a fost elaborat in cadrul proiectului de cercetare 20.80009.8007.09 ,Studierea rezis-
tentei bacililor gramnegativi la antimicrobiene in vederea fortificarii sistemului national de supra-
veghere si control al bolilor transmisibile” si tiparit cu sprijinul financiar al Organizatiei Mondiale
a Sanatatii.

IS Firma Editoriala Poligrafica ,Tipografia Centrala”,

MD-2068, Chisinau, str. Florilor, 1, Tel. 022-49-31-46

ISBN 978-9975-3415-9-2
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MINISTERUL SANATATII, MUNCII $1 PROTECTIEI SOCIALE
AL REPUBLICII MOLDOVA

ORDIN
mun.Chiginau

Ol a0 ar_ &84
Cu privire la aprobarea Ghidului
wAsigurarea calititii in diagnosticul microbiologic al infectiilor tractului urinar™

In vederea standardizarii si asigurdrii calitatii serviciilor medicale de laborator,
in temeiul prevederilor Hotararii Guvernului nr.694/2017 Cu privire la organizarea si
functionarea Ministerului Sanatatii, Muncii si Protectiei Sociale,

ORDON:

1.Se aprobd Ghidul ,Asigurarea calitatii in diagnosticul microbiologic al
infectiilor tractului urinar”, conform anexei.

2. Conducdtorii prestatorilor de servicii medicale de laborator vor organiza
implementarea si monitorizarea eficientei aplicarii in activitatea practicd a
prevederilor Ghidului ,Asigurarea calitatii in diagnosticul microbiologic al infectiilor
tractului urinar™. C

3. Agentia Medicamentului §i Dispozitivelor Medicale va intreprinde masurile
necesare in vederea asigurarii pietii farmaceutice din Republica Moldova cu
medicamentele si dispozitivele medicale incluse in Ghidul ,Asigurarea calitatii in
diagnosticul microbiologic al infectiilor tractului urinar”.

4. Compania Nationala de Asigurdri in Medicina:

I)va asigura finantarea serviciilor incluse in Ghidul ,Asigurarea calitatii in
diagnosticul microbiologic al infectiilor tractului urinar™;

2)va organiza ghidarea de catre angajatii din subordine de prevederile Ghidului
wAsigurarea calitatii in diagnosticul microbiologic al infectiilor tractului urinar” in
procesul de executare a atributiilor functionale, inclusiv in validarea volumului si
calitdtii serviciilor acordate de catre prestatorii contractati in sistemul asigurarii
obligatorii de asistentd medicala.

5. Agentia Nationald pentru Sanatate Publica va organiza:

1)evaluarea institutionalizarii Ghidului ,Asigurarea calitdfii in diagnosticul
microbiologic al infectiilor tractului urinar™ in cadrul evaludrii si acreditarii
prestatorilor de servicii medicale de laborator;

2)evaluarea respectarii prevederilor Ghidului ,Asigurarea calitatii in diagnosticul
microbiologic al infectiilor tractului urinar” in cadrul controalelor efectuate in
institutiile medico-sanitare;

3)asigurarea accesibilitafii  Ghidului ,Asigurarea calititii in diagnosticul
microbiologic al infectiilor tractului urinar” pe pagina web a ANSP si acordarea

suportului consultativ-metodic in implementarea acestuia in activitatea prestatorilor
de servicii medicale de laborator.

6. Institutiile de invafimant medical vor organiza implementarea  Ghidului
wAsigurarea calitatii in diagnosticul microbiologic al infectiilor tractului urinar” in
activitatea didactica a catedrelor respective.

7. Ghidul ,,Asigurarea calitatii in diagnosticul microbiologic al infectiilor tractului

urinar” se plaseaza pe pagina WEB a Ministerului Sanatdtii, Muncii si Protectiei
Sociale.

8. Controlul executarii prezentului ordin mi-| asum.

Secretar de Stat T #ole Tatiana ZATIC
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Anexa 6. Ghid Detectarea mecanismelor de rezistenta la antimicrobiene, interpretarea si

aplicarea clinica a rezultatelor

Py

.3‘»\3 MINISTERUL SANATATI! AN SP :u!; UNIVERSITATEA DE STAT DE MEDICINA
1'{ Al nrr' JBL |u OLDOVA $l FARMACIE ,NICOLAE TESTEMITANU"
X DlN REPUBLICA MOLDOVA
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Aprobat la sedinta Consiliului de Experti al Ministerului Sanatatii al Republicii Moldova din 19.12.2023,
proces verbal nr. 3.

Aprobat prin Ordinul Ministerului Sanatatii al Republicii Moldova nr. 1239 din 29.12.2023, cu privire la
aprobarea Ghidului ,Detectarea mecanismelor de rezistenta la antimicrobiene, interpretarea si aplicarea
clinica a rezultatelor”.

Colectivul de autori:

Olga Burduniuc, dr. hab. st. med,, conf. cercet., Agentia Nationala pentru Sanatate Publica
Greta Bdlan, dr. hab. st. med,, conf. univ,, USMF ,Nicolae Testemitanu”

Tiberiu Holban, dr. hab. st. med., prof. univ., USMF ,Nicolae Testemitanu”

Gheorghe Pldcintd,  dr. hab. st. med,, conf. univ,, USMF ,Nicolae Testemitanu”

Olga Sofronie, asistent universitar, USMF ,Nicolae Testemitanu”

Livia Tapu, cercetator stiintific stagiar, Agentia Nationala pentru Sanatate Publica
Maria Anton, cercetator stiintific stagiar, Agentia Nationala pentru Sanatate Publica
Recenzenti:

Valeriu Rudic, dr. hab. st. biol,, prof. univ., academician, USMF ,Nicolae Testemitanu”
Lilia Cojuhari, dr. st. med,, conf. univ,, USMF ,Nicolae Testemitanu”

Ghidul a fost examinat, avizat si aprobat de:

Structura/institutia Prenume, nume, functia
Consiliul stiintific al Agentiei Nationale pentru Sandtate | Nicoloe Jelamschi, dr. st. med., master in sanatate
Publica publicd, presedinte
Comisia stiintifico-metodica de profil ,Medicind comunitard™ | Gheorghe Pidcintd, dr. hab. st. med., conf. univ,,
a USMF , Nicolae Testemitanu” presedinte
Catedra de medicina de laborator, Anatolie Visnevschi, dr. hab. st. med., prof. univ,,
USMF , Nicolae Testemitanu” sef catedra
Catedra de medicina de familie, Ghenadie Curocichin, dr. hab. st. med.,, prof. univ,,
USMF ,Nicolae Testemitanu” sef catedra
Catedra de farmacologie si farmacologe clinica, Nicolae Bacinschi, dr. hab. st. med., prof. univ.,
USMF ,Nicolae Testemitanu” sef catedra
Agentia Medicamentului si Dispozitivelor Medicale Dragos Gutu, director general
Compania Nationala de Asigurari in Medicind fon Dodon, director general
Consiliul de Experti al Ministerului Sanatatii Aurel Grosu, dr. hab. st. med., prof. univ,, presedinte

Acest ghid a fost elaborat Tn cadrul proiectului de cercetare 20.80009.8007.09 ,Studierea rezistentei bacililor
gramnegativi la antimicrobiene n vederea fortificarii sistemului national de supraveghere si control al bolilor
transmisibile”.

Tipar:

DESCRIEREA CIP A CAMERE| NATIONALE A CARTII DIN REPUBLICA MOLDOVA
Tiraj - ex.

ISBN
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MINISTERUL SANATATII AL REPUBLICII MOLDOVA

ORDIN
mun. Chisinau

Cu privire la aprobarea Ghidului
wDetectarea mecanismelor de rezistentd la antimicrobiene,
interpretarea si aplicarea clinici a rezultatelor”

In vederea standardizirii si asigurdrii calitatii serviciilor medicale de laborator acordate
populatiei, in temeiul Hotérarii Guvernului nr.148/2021 Cu privire la organizarea si functionarea
Ministerului Sanatatii,

ORDON:

1. Se aproba Ghidul ,,Detectarea mecanismelor de rezistenta la antimicrobiene, interpretarea si
aplicarea clinicd a rezultatelor”, conform anexei.

2. Conducatorii prestatorilor de servicii medicale vor organiza implementarea §i monitorizarea
aplicarii in practici a Ghidului ,Detectarea mecanismelor de rezistentd la antimicrobiene,
interpretarea si aplicarea clinica a rezultatelor”.

3. Conducitorul Agentiei Medicamentului si Dispozitivelor Medicale va intreprinde masurile
necesare in vederea autorizarii si inregistrérii dispozitivelor medicale, consumabilelor, reagentilor si
echipamentelor incluse in Ghidul ,Detectarea mecanismelor de rezistentd la antimicrobiene,
interpretarea i aplicarea clinica a rezultatelor”.

4. Conducatorul Companiei Nationale de Asigurari in Medicind va organiza ghidarea angajatilor
din subordine de Ghidul ,,Detectarea mecanismelor de rezistenta la antimicrobiene, interpretarea si
aplicarea clinicd a rezultatelor” in procesul de executare a atributiilor functionale, inclusiv in
validarea volumului si calitatii serviciilor acordate de catre prestatorii incadrati in sistemul asigurarii
obligatorii de asistentd medicald.

5. Conducatorul Agentiei Nationale pentru Sanatate Publica va organiza evaluarea:

1) aplicarii Ghidului ,,Detectarea mecanismelor de rezistentd la antimicrobiene, interpretarea
si aplicarea clinica a rezultatelor”, in cadrul evaluarii si acreditarii prestatorilor de servicii medicale;

2) respectidrii cerintelor Ghidului ,,Detectarea mecanismelor de rezistentd la antimicrobiene,
interpretarea §i aplicarea clinicd a rezultatelor”, in contextul controlului activitatii institutiilor
prestatoare de servicii medicale.

6. Directia managementul calitatii serviciilor de sanatate, de comun cu Agentia Nationala pentru
Sanitate Publicd, vor asigura suportul consultativ-metodic in implementarea Ghidului ,,Detectarea
mecanismelor de rezistenta la antimicrobiene, interpretarea si aplicarea clinica a rezultatelor” in
activitatea prestatorilor de servicii medicale.

7. Rectorul Universitatii de Stat de Medicina si Farmacie ,,Nicolae Testemitanu” si conducatorii
colegiilor de medicind vor organiza implementarea Ghidului ,,Detectarea mecanismelor de rezistenta
la antimicrobiene, interpretarea si aplicarea clinica a rezultatelor” in activitatea didactica a catedrelor
respective.

8. Ghidul ,,Detectarea mecanismelor de rezistenta la antimicrobiene, interpretarea si aplicarea
clinicd a rezultatelor” va fi plasat pe pagina oficialda a Ministerului Sanatatii, la rubrica
Legislatie/Ghiduri, protocoale, standarde.

9. Controlul executdrii prezentului ordin se atribuie secretarilor de stat.

Ministru QM/ Ala NEMERENCO
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Anexa 7. Adeverinte privind inscrierea obiectelor dreptului de autor si ale drepturilor

conexe

S0L00.0.00066

REPUBLICA MOLDOVA

R Agentia de Stat pentru
‘ ‘ Proprietatea Intelectuala

ADEVERINTA

privind inscrierea obiectelor
dreptului de autor si ale drepturilor conexe

NNV VN2 QP28

00 000000000000000000000000000000000000000000000008

SERIA OS NR. 7823
DIN 18.03.2024

eliberata in temeiul Legii nr. 230/2022 privind dreptul de autor
si drepturile conexe, prin care se confirma inscrierea obiectului de pe verso
¢ 1in Registrul de Stat al obiectelor protejate de dreptul de autor si drepturile conexe

Director reneral

S TTTRRAT0000000 0 A ARA000000000ARA

133



Seria: OS (operd stiintificd)

Numairul de inscriere: 7823

Data inscrierii: 20.02.2024

Numairul cererii: 2621

Denumirea obiectului: ,,GHID
Asigurarea calitdtii in diagnosticul microbiologic
al infectiilor tractului urinar”

Autori:

Burduniuc Olga IDNP: 0970811427009

Ceban Emil IDNP: 0972703038755

Bilan Greta IDNP: 0982305165638

Plicintd Gheorghe IDNP: 0971604549788

Visnevschi Anatolie IDNP: 0981908018758

Sofronie Olga IDNP: 0982407386560

Anton Maria IDNP: 2008049002849

Titularii drepturilor patrimoniale:

AGENTIA NATIONALA PENTRU SANATATE PUBLICA

IDNO: 1018601000021

Institutia Publicd Universitatea de Stat de Medicind si Farmacie "Nicolae

Testemitanu" din Republica Moldova IDNO: 1007600000794

LS. % 7 Sefi Directie Drept de Autor
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Seria: OS (operi stiintifica)

Numirul de inscriere: 7824

Data inscrierii: 20.02.2024

Numarul cererii: 2622

Denumirea obiectului: ,,GHID
Principii $i proceduri in testarea microbiologica
a hemoculturilor”

Autori:

Burduniuc Olga IDNP: 0970811427009

Bilan Greta IDNP: 0982305165638

Sofronie Olga IDNP: 0982407386560

Bucova Victoria IDNP: 2001001559931

Holban Tiberiu IDNP: 0981305014463

Anton Maria IDNP: 2008049002849

Titularii drepturilor patrimoniale:

AGENTIA NATIONALA PENTRU SANATATE PUBLICA

IDNO: 1018601000021

Institutia Publica Universitatea de Stat de Medicind si Farmacie "Nicolae

Testemitanu" din Republica Moldova IDNO: 1007600000794

L.S. /% Sefa Directie Drept de Autor
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Seria: OS (operi stiintificd)

Numairul de inscriere: 7825

Data inscrierii: 20.02.2024

Numarul cererii: 2623

Denumirea obiectului: ,,GHID
DETECTAREA MECANISMELOR DE REZISTENTA
LA ANTIMICROBIENE, INTERPRETAREA SI
APLICAREA CLINICA A REZULTATELOR”

Autori:

Burduniuc Olga IDNP: 0970811427009

Balan Greta IDNP: 0982305165638

Holban Tiberiu IDNP: 0981305014463

Placintd Gheorghe IDNP: 0971604549788

Sofronie Olga IDNP: 0982407386560

Tapu Livia IDNP: 2005048064715

Anton Maria IDNP: 2008049002849

Titularii drepturilor patrimoniale:

AGENTIA NATIONALA PENTRU SANATATE PUBLICA

IDNO: 1018601000021

Institutia Publicd Universitatea de Stat de Medicind si Farmacie "Nicolae

Testemitanu" din Republica Moldova IDNO: 1007600000794

L.S. i %7 Sefa Directie Drept de Autor
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Anexa 8. Acte de implementare

INSTITUTIA PUBLICA
UNIVERSITATEA DE STAT DE MEDICINA S FARMACIE
"NICOLAE TESTEMITANU” DIN REPUBLICA MOLDOVA

Institutul National de Cercetare in Medicina si Sanatate

APROB

2022

N
ACTUL nr, §Rzr—=2
DE IMPLEMENTARE A INOVATIEI

(in procesul stiinifico-practic)

I. Denumirea ofertei pentru implementare: Metoda de crestere a gradului de constientizare la copii

cu privire la prevenirea rezistentei la antimicrobiene.

2. Autorii: ANTON Maria, cercet. st.. stagiar. PERJIELRU Maria. cercet. st.. stagiar. LOZNEANLU Irina.
cercet. st.. stagiar, TAPU Livia. cercet. st., stagiar. CROITORU Catalina, dr. st. med.. conf. univ. BALAN
Greta. dr. st. med.. conf. univ.. BURDUNIUC Olga. dr. st. med.. conf. cercet.

3. Numarul inovatici Nr. 5966 din 12 decembrie 2022

4. Unde si cand a fost implementata: Brosura a fost explicata, discutata si repartizata copiilor din 2
gradinite din mun. Chisindu (grupa pregatitoare) in cadrul evenimentelor de crestere a constientizarii
procesului de utilizare a preparatelor antimicrobiene cu suportul si ghidarea membrilor echipei proiectului
Programului de Stat 20.80009.8007.09 ,Studierea rezistentei bacililor gramnegativi la untimicrobiene in
vederea fortificarii sistemului national de supraveghere si control al bolilor transmisibile™.

S. Rezultatul implementarii: Au fost dezvoltate abilitati de comunicare coerente cu expunere
logica la studentii Centrului de excelenta in medicina si farmacie .Raisa Pacalo™ privind bunele
practici ce tin de masurile de prevenirea infectitlor copiilor grupei pregatitoare de la gradinite.
Brosura a trezit curiozitatea copiilor. care s-au aratat interesatisi au pus intrebari suplimentare.

6. Eficacitatea implementarii: Brosura poate fi considerata un instrument util in activitati distractiv-
didactice cu copiii de 6-8 ani. Inovatia va fi aplicata periodic, fara restrictii de gen, loc de resedinta. stare
sociala, apartenenta etnica in gradinite si scoli de catre rezidentii microbiologi din cadrul Agentiei Nationale
pentru Sanatate Publica. studentii Centrului de excelenta in medicina si farmacie Raisa Pacalo™. membrii
grupului de tineri din Asociatia de Biosiguranta i Biosecuritate din Republica Moldova.

7. Obiectii/propuneri: Valoarea aplicativa a metodei este justificata de provocarea majora a sccolului
XXI - rezistenta la preparatele antimicrobiene, cu o implicatie socio-economicd majora.

Prezenta inovatie este implementatd conform descrierii in cerere.

Directoarea Centrului de excelenta in medicina si
farmacie ,.Raisa Pacalo™, Mariana NEGREAN
Vicepresedinte Asociatiei de Biosiguranta si

Biosecuritate din R. Moldova. dr. hab. st. med., conf. univ. Catalina CROITORU

Sef departament. Departamentul Cercetare. 7~
USMF .Nicolae Testemitanu™ dr. hab. st. med.. cont. univ Elena RAEVSCHI
sy
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Ministerul Sanatagii al Republicii Moldova
Consiliul municipal Chisindu
Directia Generali Asistentd Medicala si Sociala
INSTITUTIA MEDICO-SANITARA PUBLICA
SPITALUL CLINIC MUNICIPAL DE BOLI CONTAGIOASE DE COPII

MD-2028, mun. Chisinau, str. M. Lomonosov 49,
tel: 73-70-20: fax 72 31 64; ¢-mail: scmbec@ms.md
http:/’sembee.md)

Nr. Al Ydin 24 b, 2022

ACTUL DE IMPLEMENTARE

I Denumirea ofertei pentru implementare: Ghidul | Principii §i proceduri in (testareu
microbiologicd a hemoculturilor”, 2020.

2 Autori: BURDUNIUC Olga dr. §t. med., conferenfiar cercetdtor, BALAN Greta dr. st. med.,
conferentiar universitar, SOFRONIE, Olga cercetator stiintific, BUCOV Victoria, dr. hab. st
med., profesor universitar, HOLBAN Tiberiu dr. hab. st. med., profesor universitar, BIVOL
Maria cercetator stiintific.

3.Unde si cind u fost implementard: IMSP Spitalul Clinic Municipal de Boli Contagioase de
Copii,

4. Fficacitatea implementirii: Problema cure o solutioneza ghidul consta in stabilirea principiilor
si procedurilor in testarea hemoculturilor, recomandarilor specifice aliniate la rigorile europene
privind colectarea, transportarea investigarea microbiologicd interpretarea rezultatelor
hemoculturii §i indicarca terapiei antimicrobiene justificate

5.Rezultatul implementarii: Ghidul practic este utilizat de medici clinicieni §i dispune de informatii
veridice, indicarea, interpretarea rezultatelor in timp util pentru ghidarea argumentatd si
optimizarea terapiei empirice antimicrobiene pe modele de susceptibilitate institutionala. lar
datele obtinute in baza implementdrii ghidului servesc ca suport in monitorizarea succesului
tratamentului antimicrobian, planificarea si realizarea interventiilor in vederea prevenirii,
controlul infectiilor de flux sangvin asociate asistentei medicale.

Director IMSP SCMBCC Ludmila BIRCA

dr. st. med., conf. univ. /
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Ministerul Sanatatii al Republicii Moldova
Consiliul municipal Chiginau
Directia Generald Asistentd Medicala §i Sociala
INSTITUTIA MEDICO-SANITARA PUBLICA
SPITALUL CLINIC MUNICIPAL DE BOLI CONTAGIOASE DE COPII

MD-2028, mun. Chisinau, str. M. Lomonosov 49,
tel: 73-70-20; fax 72 31 64; e-mail: scmbec@ms.md
http://'sembec.md/

Nr. 788 din L9 4L 202

ACTUL DE IMPLEMENTARE

1. Denumiirea ofertei pentru implementare: Ghidul , Diagnosticul Microbiologic al Infectiilor
Iractului Respirator”, 2021,

2. Autori; BURDUNIUC Olga dr. §t. med., confereniar cercetator, BALAN Greta dr. st. med.,
conferentiar universitar, SPINU Constantin dr. hab. st. med., profesor universitar, SOFRONIL.
(Olga cercetator stiintific, BIVOL Maria cercetdtor stiintific.

7. Unde si cind a fost implementati: TMSP Spitalul Clinic Municipal de Boli Contagioase de
Copii.

3. Eficacitatea implementarii: Aplicarea ghidului in practica laboratorului Microbiologic al
Institutului de Ftiziopneumologie .Chiril Draganiuc” solufioneaza problema ce tine de
principiile. procedurile, tehnicile de recoltare a biosubstratelor de la pacienti cu infectii ale
tractului respirator deoarcce oferd metodologii standardizade de diagnostic aliniate la rigorile
internationale ce permite indicarca terapiei antimicrobiene justificate §i managementul eficient
a cazului de infectie al tractului respirator,

4.Rezultatul implementdrii: Ghidul practic este utilizat de medici clinicieni $i dispune de informaii
veridice, indicarea, interpretarea rezultatelor in timp util pentru ghidarea argumentatd §i
optimizarea terapiei empirice antimicrobiene pe modele de susceptibilitate institutionald. Tar
datele obtinute in baza implementirii ghidului servesc ca suport in monitorizarea succesului
fratamentului antimicrobian, planificarea si realizarea interventiilor in vederea prevenirii.
controlul infectiilor tractului respirator associate asistentei medicale,

Direetor IMSP SCMBCC Ludmila BIRCA

dr o1, med., conl. univ.
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INSTITUTIA MEDICO-SANITARA PUBLICA

MINISTERUL SANATATII
AL REPUBLICII MOLDOVA

MINISTRY OF HEALTH OF THE
REPUBLIC OF MOLDOVA

PUBLIC MEDICAL SANITARY

INSTITUTUL INSTITUTION
INSTITUTE OF
DE FTIZIOPNEUMOLOGIE T
“CHIRIL DRAGANIUC" PHTHISIOPNEUMOLOGY

*CHIRIL DRAGANIUC"

MD-2025, Republica Moldovs, MD-2025, Republic of Moldova
municapiel Chigindu ste. Constantin Vimay 13 13, Coastantin Vimay, street, Chisinat
tel +373 22 §72 200, fax + 373 22 72 205 el +373 22 $72 200, fax + 373 22 5§72 208
e-mail ifp@ms.md. e-mail ifp@ms. md

LI SR AOLL  n. ﬁ/'.{/ﬂ//
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ACTUL DE IMPLEMENTARE

Denumirea ofertei pentru implementare; Ghidul | Principii §i proceduri in testarea
microbiologicd a hemoculturilor”, 2020,

Autori: BURDUNIUC Olga dr. st. med., conferentiar cercetitor, BALAN Greta dr. st. med.,
conferentiar universitar, SOFRONIE, Olga cercetitor stiintific, BUCOV Victoria, dr. hab. §t.
med., profesor universitar, HOLBAN Tiberiu dr. hab. st. med., profesor universitar, BIVOI
Maria cercetitor stiingific.

Unde si cind a fost implementatd: IMSP Institutului de Ftiziopneumologie ,,Chiril
Draganiuc™

Eficacitatea implementarii: Problema care o solujioneza ghidul constd in  stabiliiea
principiilor §i procedurilor in testarea hemoculturilor, recomandarilor specifice aliniate la
rigorile europene privind colectarea, transportarea investigarea microbiologici interpretarca
rezultatelor hemoculturii §i indicarea terapiei antimicrobiene justificate

Rezultatul implementdrii: Ghidul practic este utilizat de medici microbiologi, felceri
laboranti, in standardizarea metodologiei privind procesarea §i investigarea microbiologica @
hemoculturilor in infectiile de flux sangvin Medicii clinicieni dispun de informatii veridice, in
timp uti] pentru ghidarea argumentatd §i optimizarea terapi¢i empirice antimicrobiene pe
modele de susceptibilitate institufionala. Iar datele obfinute in baza implementdrii ghidului
servesc ca suport in monitorizarea succesului tratamentului antimicrobian, planificarea si
realizarea interventiilor in vederea prevenirii, controlul infecjiilor de flux sangvin asociate
asistenfei medicale.

Director Institutului de Ftiziopneumologie
“Chiril Draganiuc” din Chigindu

dr. st. med., conf. univ. s LA RUSU Doina
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ACTUL DE IMPLEMENTARE

Denumirea ofertei pentru implementare: Ghidul  Principii §i proceduri in  testarea
microbiologica a hemoculturilor™. 2020,

Autori: BURDUNIUC Olga dr. st. med.. conferentiar cercetiator, BALAN Greta dr. st med..
conferentiar universitar. SOFRONIE. Olga cercetdtor stiintific. BUICOV Victoria. dr. hab. st.
med.. profesor universitar. HOLBAN Tiberiu dr. hab. §t. med.. profesor universitar. BIVOL
Maria cercetator stiintific.

Unde si cand a fost implementata: SC IMUNOTEHNOMED.SRL (Reteaua Nationala de de
laboratoare medicale MedExpert).

Eficacitatea implementirii: Problema care o solutioneza phidul constd in stabilirea principiilor
si procedurilor in testarea hemoculturilor. recomandarilor specifice aliniate la rigorile europene
privind  colectarea.  transportarea  investigarca  microbiologicd  interpretarea  rezultatelor
hemocuiturii si indicarea terapiei antimicrobiene justificate

Rezultatul implementarii: Ghidul practic este utilizat de medici microbiologi. feleeri laboranti.
in standardizarea metodologict  privind  procesarca  §i investigarea microbiologicd a
hemoculturilor in infectiile de flux sangvin Medicii clinicieni dispun de informatii veridice. in
timp util pentru ghidarea argumentatd i optimizarea terapiei empirice antimicrobiene pe modele
de susceptibilitate institutionald. lar datele obtinute in baza implemeniarii ghidului servesc ca
suport in monitorizarea succesului tratamentului  antimicrobian. planificarea si realizarea
interventitlor in vederea prevenirii. controlul infectiilor de flux sangvin asociaie asistentei
medicale.

Director general
SC IMUNOTEHNOMED.SRI
(Reteaua Nationala de de laboratoare

medicale MedExpert) Sergiu
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MINISTERUL SANATATI
AL REPUBLICII MOLDOVA

MINISTRY OF HEALTH OF THE
REPUBLIC OF MOLDOWVA

PUBLIC MEDICAL SANITARY
INSTITUTION

INSTITUTE OF

D2 FTIIGINEUMOLOGIR PHTHISIOPEUMOLOGY
"CHIRIL DRAGANIUC"

INSTITUTIA MEDICO-SANITARA PUBLICA
INSTITUTUL

MD-2025, Republica Maldova, WD-202%, Repubdic of Maoldava
munesipiul Chigirba str. Constantin Yirnay 13 13, Canstantin Vimay, $troet, Chisinau
tel +373 22 372 200, faox + 373 22 572 203 tel +373 12 572 200, fax + 373 12 572 203

wemail fpEims.md. e=-mail j{pEms, md

2047 dodd . pfdfaiE

ACTUL DE IMPLEMENTARE

I. Denumirea ofertei pentru implementare: Ghidul  Diagnosticul Microbiologic al Infeciiilor
Tractului Respirator”, 2021,

2. Awtori: BURDUNIUC Olga dr. st. med., conferenfiar cercetitor, BALAN Greta dr. st. me-d,,
confereniar universitar, SPINU Constantin dr. hah. st. med., profesor universitar,
SOFRONIE, Olga cercetdtor stiinfific, BIVOL Maria cercetfitor gtiinfific.

3. Unde 5i cind a fost implementatd: IMSP Institutului de Friziopneumologie ,,Chiril
Draganiuc”

4, Eficacitatea implementdrif: Aplicarea ghidului in practicii laboratorului Microbiologic al
Institutului de Ftiziopneumologie ,,Chiril Draganiuc” solufioneazd problema ce fine de
principiile, procedurile, tehnicile de recoltare a biosubstratelor de la pacienfi cu infeciii ale
tractului respirator deoarece oferfi metodologii standardizade de diagnostic aliniate la rigocile
internationale ce permite indicarea terapiel antimicrobiene justificate §i  managementul
eficient a cazului de infectie al tractului respirator.

5. Rezultatw! implementdriiz Ghidul este utilizat de medici microbiologi, feleeri laboranti in
investigarea microbiologicd a biosubstratelor prelevate de la pacienpl cu infectii al tractului
urinar. Medicii clinicieni vor dispune de informatii veridice, in timp util pentru ghidarca
argumentatd si optimizarea terapiei empirice antimicrobiene pe modele de susceptibilitate
institufionald. Iar datele obfinute in baza implementirii ghidului servese ca suport in
monitorizarea succesului tratamentului antimicrobian, planificarea si realizarea intervenfiilor
in vederea prevenirii, controlul infectiilor tractului respirator associate asistenfei medicale.

Director Institutului de Ftiziopneumologie
WChiril Draganiuc” din Chigindu
dr. st. med., conf, univ.

j 2 ¥ ,;fg_&{ L RUSU Daoina
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ACTUL DE IMPLEMENTARE

Denumirea ofertei pentra implementare: Ghidul .Diagnosticul Microbiologic al Infectiilor
Tractului Respirator™, 2021,

Autori: BURDUNIUC Olga dr. §t. med.. conferentiar cercetdtor. BALAN Greta dr, st. med..
conferentiar universitar. SPINT Constantin dr. hab, st med., profesor universitar. SOFRONIE.
Olga cercetitor stiintific, BIVOL Maria cercetator stiintific.

Unde si cand a fost implementatd: SC IMUNOTEHNOMED.SRL (Reteaua Nationala de de
laboratoare medicale MedExpert).

Eficacitatea implementarii: Aplicarea ghidului in practica laboratorului Microbiologic al
Institutului de  Friziopneumologie .Chiri] Draganiuc™ solutioneazd problema ce tine de
principiile. procedurile. tehnicile de recoltare a biosubstratelor de fa pacienti cu infectii ale
tractului respirator deoarece ofera metodologii standardizade de diagnostic alinime la rigorile
internationale ce permite indicarea terapiei antimicrobiene justificate si managementul eficient a
cazalui de infectie al tractului respirator.

Rezultatul implementarii: Ghidul este utilizat de medici microbiologi. felceri faboranii in
investigarea microbivlogica a biosubstratclor prelevate de la pacienti cu infectii al tractului
urinar. Medicii climcieni vor dispune de informatii veridice. in timp util pentru ghidarca
argumentatd si optimizarea terapiei empirice antimicrobiene pe modele de susceptibilitate
institufionald. lar datele obtinute in baza implementarii ghidului servese ca suport in
monitorizarea succesului tratamentulul antimicrobian. planificarea si realizarea imterventiilor in
vederea prevenirii, controlul infectiilor tractului respirator associate asistentei medicale.

Director general

SC IMUNOTEHNOMED.SRI
(Reteaua Nationald de de Jaboratoare
medicale MedExpert)
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MINISTERUL SANATATI MINISTRY OF HEALTH OF THE

AL REPUBLICII MOLDOVA REPUBLIC OF MOLDOVA
INSTITUTIA MEDICO-SANITARA PUBLICA PUBLIC MEDICAL SANITARY
INSTITUTUL PR
y INSTITUTE OF
DE FTIZIOP LOG
"gIIIRIL D':!ilglgwc‘m PHTHISIOPNEUMOLOGY
“CHIRIL DRAGANIUC"
e e e 1}
MD-2025, Republica Moldova, MD-2025, Republic of Mokdova
musicipiul Chigindu str. Constantin Virmav 13 13, Constantin Vimay, street, Chisinau
1ol +373 22 §72 200, fax + 373 22 572 208 ted 4373 22 572 200, fax + 373 22 572208
il ifp@Emsmd c-mail ifoms md
f, g
LD 4047 . ffafRRT
ACTUL DE IMPLEMENTARE

1. Denumirea ofertei pentru implementare: Ghidul  Asigurarea calitafii in diagnosticul
microbiologic al infectiilor tractului urinar”, 2021,

2. Autori; BURDUNIUC Olga dr. §t. med., conferentiar cercetator, CEBAN Emil. dr. hab. st.
med., profesor universitar, BALAN Greta dr. st. med., conferentiar universitar, PLACINTA
Gheorghe dr. hab. st. med., profesor universitar, VISNEVSCHI Anatol dr. hab. st. me”..
profesor universitar, SOFRONIE, Olga cercetator stiintific, BIVOL Maria cercetdtor stiingific.

3. Unde si cind a fost implementatd: IMSP Institutului de Ftiziopneumologie ,,Chinl
Draganiuc™

4. Eficacitatea implementdrii: Aplicarea ghidului in practicd laboratorului Microbiologic al
Institutului de Ftiziopneumologie ,.Chiril Draganiuc” solujioncaza problema ce (ine de
principiile, procedurile, tehnicile de recoltare a biosubstratelor de la pacienfi cu infectii ule
tractului urinar deoarece oferd metodologii standardizade de diagnostic aliniate la rigorile
internajionale ¢¢ permite indicarea terapiei antimicrobiene justificate §i managementul
eficient a cazului de infectie al tractului urinar,

5. Rezultatul implementdrii: Ghidul este utilizat de medici microbiologi, felceri laboranti n
investigarea microbiologicd a biosubstratelor prelevate de la pacienti cu infectii al tractulw
urinar. Medicii clinicieni vor dispune de informatii veridice, in timp util pentru ghidarca
argumentatd §i optimizarea terapiei empirice antimicrobiene pe modele de susceptibi. ‘ate
institufionald. lar datele obfinute in baza implementdrii ghidului servesc ca suport in
monitorizarea succesului tratamentului antimicrobian, planificarea si realizarea interventiilor
in vederea prevenirii, controlul infectiilor urinare associate asistenfei medicale.

Director Institutului de Ftiziopneumologie.
"Chiril Draganiuc" din Chigindu

dr. st. med., conf. univ. RUSU Doina

22 JCHIRIL D35
' DRAGANIUC»
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ACTUL DE IMPLEMENTARE

Denumirea  ofertei pentru  implementare:  Ghidul . Asigurarea calitarii in diagnosticul
microbiologic al infectiilor tractului urinar™, 2021,

Autori: BURDUNIUC Olga dr. $t. med.. conferentiar cercetitor. CEBAN Emil. dr, hab. st.
med.. profesor universitar. BALAN Greta dr. st. med.. conferentiar universitar. PLACINTA
Gheorghe dr. hab. st. med.. profesor universitar, VISNEVSCHI Anatol dr. hab, st. med.. profesor
universitar, SOFRONIE, Olga cercetdtor stiintific, BIVOL Maria cercetdtor stiingific.

Unde si cand a fost implementatd: SC IMUNOTEHNOMED.SRE (Reteava Nationala de de
laboratoare medicale MedExpert).

Lficacitatea implementarii: Aplicarca ghidului in practicd laboratorului Microbiologic al
Institutului de  Friziopneumologie .Chiril Draganiue™ solutioneazd problema ce tine de
principitle. procedurile. tehnicile de recoltare a biosubstratelor de la pacienti cu infectii ale
tractului urinar deoarece oferd metodologii standardizade de diagnostic aliniate la rigorile
mternationale ¢e permite indicarca terapiei antimicrobienc justificate st managementul eficient a
cazului de infectie al tractului urinar,

Rezultatal implementarii: Ghidul este utilizat de medici microbiologi. felceri laboranti in
investigarea microbiologica a biosubstratelor prelevate de la pacienti cu infectii al tractului
urinar, Medicii climicieni vor dispune de informatii veridice. in timp wtil pentru ghidarca
argumentatd st optimizarea terapiei empirice antimicrobiene pe modele de susceptibilitate
mstitutionald.  lar datele obtinute in baza implementarii ghidului servese c¢a suport in
monitorizarea succesului tratamentului antimicrobian. planificarca si realizarca interventiilor in
vederea prevenirii, controlul infectitlor urmare associate asistentel medicale,

Director general
SCIMUNOTEHNOMED.SRL
{Reteaua Nationala de de laboratoare
medicale MedExpert)
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MINISTERLIL SAMATATII
AL REPUBLICIT MOLDOVA

MHHHCTEPCTBO JAPAROOXPAHEHHA
PECIT¥BAITEKH MOAADBA

|
_CENTRUL DE EXCELENTA I, T
N MEDICINA $IFARMACIE

OBPASHOBLIA LEHTP B OBJACTH
MEIHILIMHBI H APMALIHHA

wRAISA PACALO™ “«PAHCA TTAKATO»
2025, mum, Chigindu, sir, M. Testemijana , 28 2025, v, Kweany, v Tecvommpany, 28
tel. 72-58-65, fax. 22-56-83 et TEAE-i0, dpawe. XE-G6-53
www.oomfmd wvew,cem Ll
e-mril: ganeekaricir cemd eernail: cancelarieeemlmd

IEOF iy o - /0 /4 INSTITUTULUI NATIONAL DE
CERCETARE IN MEDICINA $I
SANATATE
USMF ,,N. TESTEMITANU"

Prin prezenta, Centrul de excelentd in medicina si farmacie ,,Raisa Pacalo”, in
contextul implementarii inovatiei Nr. 3966 din 12 decembrie 2022 Meroda de
crestere a gradului de constientizare la copii cu privire la prevenivea rezistenfei la
antimicrobiene”, elaboratd de autorii: ANTON Maria, cercet, st., stagiar,
PERJERU Maria, cercet. st., stagiar, LOZNEANU Irina, cercet. st., stagiar, TAPU
Livia, cercet. st., stagiar, CROITORU Citilina, dr. st. med., conf univ, BALAN
Greta, dr. st. med., conf. univ.,, BURDUNIUC Olga, dr. st. med., conf. cercet.,
confirmi realizarea activititii de crestere a gradului de constientizare privind
prevenirea rezistentei la antimicrobiene pentru copiii grupei pregatitoare. Totodata,
activitdfile realizate au favorizat dezvoltarea abilitatilor de comunicare coerente la
elevii Centrului de excelentd in medicind si farmacie ,,Raisa Pacalo” privind bunele
practici ce tin de masurile de prevenirea infectillor si a rezistentei micro-
organismelor la antimicrobiene (ex.: respectarea igienei méinilor, evitarea locurilor
aglomerate, aeresirea incaperilor, vaccinarea g.a).

Valoarea aplicativi a inovatiei este justificatda de provocarea majora a
secolulul XXI — rezistenta microorganismelor la preparatele antimicrobiene, cu o
impact socio-economic major, conditionatd de dezvoltarea bunelor practici
prevenirea infectiilor, consumul rational de antimicrobiene si masurile de prevenire
a rezistentel la antimicrobiene.

Consideriim, ¢i rezultatele implementarii acestei inovatii au trezit motivatia
copiilor, care s-au aratat interesati, emotionati 51 curiosi prin punerea intrebérilor
suplimentare.

Brosura elaborati pe marginea inovatiei , Metodd de crestere a gradului de
constientizare la copii cu privire la prevenirea rezistente! la antimicrobiene " poate
fi consideratd un instrument util in dezvoltarea competentelor profesionale viziind
prevenirea rezistenlei la antimicrobiene la viitorii specialisti cu studii post-
secundare si postsecundare nonterfiare.
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INSTITUTIA PUBLICA
UNIVERSITATEA DE STAT DE MEDICINA S| FARMACIE

»~NICOLAE TESTEMITANU" DIN REPUBLICA MOLDOVA |
\ Pag. 1/1

APROB_
/7 Prim prorecor,
"/ protector pentru activitate didacticd,

JISMF | Nicolae Testeptitanu™ din RM
4P [ Olga CERNETCH

2022

ACTUL DE IMPLEMENTARE
(in procesul didactic)

1. Denumirea ofertei pentru implementare: Ghidul | Diagnosticul Microbiologic al Infectiilor
Tractului Respirator”, 2021.

2. Autori: BURDUNIUC Olga dr. st. med., conferentiar cercetator, BALAN Greta dr. st. med.,
conferentiar universitar, SPINU Constantin dr. hab. st. med.. profesor universitar, SOFRONIE,
Olga cercetator stiintific, BIVOL Maria cercetator stiingific.

3. Unde §i cand a fost implementata: Catedra de Boli infectioase a Universitatii de Stat de
medicina i Farmacie ., Nicolae Testemitanu™

4. Eficacitatea implementdrii: Aplicarea ghidului ca material didactic pentru instruirea universitara,
precum si in educatia medicala continui a medicilor specialitatea boli infectioase, medicina de
familie va permite formarea specialigtilor, dezvoltarea competentelor privind principiile,
procedurile, tehnicile de recoltarea a biosubstratelor, metodologiile de diagnostic in timp util §i
managementul eficient a cazului de infectie de tract respirator.

5. Rezultatul implementdrii: Este indiscutabil impactul §i contribufia implementarii ghidului in
formarea studentilor, medicilor rezidenti §i in educatia medicala continud a medicilor ceea va
permite standardizarea, actualizarea continud a metodelor utilizate, stabilirea diagnosticului
veridic, luarea deciziilor privind indicarca terapiei antimicrobiene justificate in infectiile
tractului respirator in vederea combaterii dezvoltdrii rezistentei microorganismelor la
antimicrobiene.

Sef Catedra de Boli infectioase, J

dr. hab. st. med.. conf univ. ' PLACINTA Gheorghe
Sef departament, Departamentul

Didactic si Managementul Academic, ot 7 —

conf. univ., dr. §t. med. St i— STRATULAT Silvia
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ACTUL DE IMPLEMENTARE
(in procesul didactic)

Denumirea ofertei pentru implementare: Ghidul | Diagnosticul Microbiologic al Infectiilor
Tractului Respirator™, 2021.

. Autori: BURDUNIUC Olga dr. $t. med., conferentiar cercetitor, BALAN Greta dr. st. med.,
conferentiar universitar, SPINU Constantin dr. hab. st. med., profesor universitar, SOFRONIE.
Olga cercetator stiintific, BIVOL Maria cercetdtor stiintific.

Unde si cand a fost implementata: Catedra de boli infectioase, tropicale si parazitologic
medicala a Universitagii de Stat de medicind $i Farmacie , Nicolae Testemijanu”

Eficacitatea implementarii: Aplicarea ghidului ca material didactic pentru instruirea
universitard, precum §i in educatia medicald continud a medicilor specialitatea boli infectioase,
tropicale §i parazitologie medicald va permite formarea specialistilor dezvoltarea competenielor
privind principiile, procedurile, tehnicile de recoltarea a biosubstratelor, metodologiile de
diagnostic in timp util si managementul eficient a cazului de infectie de tract respirator.

Rezultatul implementarii: Este indiscutabil impactul si contributia implementarii ghidului in
formarea studengilor, medicilor rezidenji 1 in educatia medicald continud a medicilor ceea va
permite standardizarca, actualizarea continud a metodelor utilizate, stabilirea diagnosticului
veridic, luarca deciziilor privind indicarea terapici antimicrobicnc justificate in infectiile
tractului respirator in vederea combaterii dezvoltdrii rezistentei microorganismelor la
antimicrobiene.

Sef Catedra de boli infectioase,
tropicale §i parazitologie medicala
dr. hab. st. med., profesor univ,

| '{/{
M AWA  HOLBAN Tiberiu

Sef departament, Departamentul

Didactic §i Managementul Academic, )
conf. univ., dr. st. med. % /'Z'— STRATULAT Silvia
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ACTUL DE IMPLEMENT 2
(in procesul didactic)

. Denumirea ofertei pentru implementare: Ghidul | Diagnosticul microbiologic al infectiilor
tractului respirator”, 2021,

2 Autori: BURDUNIUC Olga dr. st. med., conferentiar cercetator, BALAN Greta dr. st. med.,
conferentiar universitar, SPINU Constantin dr. hab. §t. med., profesor universitar, SOFRONIE
Olga cercetator stiinfific, BIVOL Maria cercetitor stiintific.

3. Unde si cind a fost implementatd: Departamentul Medicind Preventiva, Disciplina de
microbiologie §i imunologie a Universitatii de Stat de Medicind si Farmacie ,Nicolae
Testemifanu”

4. Eficacitatea implementdrii: Aplicarca ghidului ca material didactic pentru instruirea universitara,
precum si in educatia medicald continud a medicilor specialitatea Microbiologie si imunologie
va permite dezvoltarea competentelor privind principiile, procedurile, tehnicile de recoltarea a
biosubstratelor, metodologiile de diagnostic in timp util i managementul eficient a cazului de
infectie de tract respirator.

5. Rezultatul implementarii: Este indiscutabil impactul si contribujia implimentdrii ghidului in
formarea studentilor. medicilor rezidenti si in educatia medicald continua a medicilor ceea va
permite standardizarea, actualizarea continud a metodelor utilizate, stabilirea diagnosticului
veridic, luarea deciziilor privind indicarea terapiei antimicrobiene justificate in infectiile
tractului respirator in vederca combaterii dezvoltdrii rezistentei microorganismelor la
antimicrobiene.

Sef Departamentul Medicind Preventiva i/
// e

dr. hab. st. med.. conf. univ. 7 CEBANU Serghei

Sef departament. Departamentul
Didactic i Managementul Academic, /
conf. univ., dr. st. med, : V_/._'.“ L~ STRATULAT Silvia
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ACTUL DE IMPLEMENTARE
(in procesul didactic)

Denumirea ofertei pentru implementare. Ghdul | Asigurarea calitafii in diagnosticul
microbiologic al infectiilor tractului urinar™, 2021.

Autori: BURDUNIUC Olga dr. st. med., conferentiar cercetiator, CEBAN Emil. dr. hab. st
med., profesor universitar, BALAN Greta dr. st. med., conferentiar universitar, PLACINTA
Gheorghe dr. hab. st. med., profesor universitar, VISNEVSCHI Anatol dr. hab. st. med.,
profesor universitar, SOFRONIE, Olga cercetdtor stiingific, BIVOL Maria cercetator stiingific.

Unde si cind a fost implementata: Catedra de boli infectioase, tropicale §i parazitologie
medicald, USMF ,Nicolae Testemitanu'.

Eficacitatea implementdrii: Aplicarea ghidului ca material didactic pentru instruirea
universitard, precum si in educatia medicald continua specialitatea boli infectioase, tropicale si
parazitologie medicald va permite formarea specialistilor dezvoltarea competentelor privind
principiile, procedurile, tehnicile de recoltarca a biosubstratelor, metodologiile de diagnostic in
timp util si managementul eficient a cazului de infectie de tract urinar,

Rezultatul implementarii: Este indiscutabil impactul si contributia implementarii ghidului in
formarea studentilor, medicilor rezidenti si in educatia medicald continuia a medicilor ceea va
permite standardizarea, actualizarea continud a metodelor utilizate, stabilirea diagnosticului
veridic, luarca deciziilor privind indicarea terapiel antimicrobiene justificate in infecpile
tractului urinar in  vederca combaterii dezvoltarii  rezistentei microorganismelor la
antimicrobiene,

Sef Catedra de boli infecioase,

tropicale si parazitologic medicala { &A{JQ
dr. hab. st. med., profesor univ, ) o \ (L\-\ HOLBAN Tiberiu

Sef departament, Departamentul
Didactic §i Managementul Academic, A/
conf. univ,, dr. st. med. / litl

STRATULAT Silvia
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ACTUL DE IMPLEMENTARE
(in procesul didactic)

|. Denumirea ofertei pentru implementare: Ghidul Asigurarea calitafii in diagnosticul
microbiologic al infecfiilor tractului urinar”. 2021.

2. Autori: BURDUNIUC Olga dr. $t. med., conferentiar cercetitor. CEBAN Emil. dr. hab. st
med.. profesor universitar. BALAN Greta dr. st. med., conferentiar universitar, PLACINTA
Gheorghe dr. hab. st. med.. profesor universitar, VISNEVSCHI Anatolie, dr, hab. st. med,,
profesor universitar, SOFRONIE, Olga cercetator stiintific. BIVOL Maria cercetator stiintific.

3. Unde si cind a fost implementatd: Catedra de Medicina de laborator, USMF | Nicolae
Testemitanu™

4. Eficacitatea implementdrii: Aplicarea ghidului ca material didactic pentru instruirea universitara,
precum si in educatia medicald continua a medicilor specialitatea Medicina de laborator va
permite formarea specialigtilor dezvoltarea competentelor privind principiile, procedurile,
tehnicile de recoltarea a biosubstratelor, metodologiile de diagnostic in timp util §i
managementul eficient a cazului de infectii de tract urinar,

5. Rezultatul implementirii: Este indiscutabil impactul §i contributia implimentarii ghidului in
formarea studentilor, medicilor rezidenti si in educatia medicala continua a medicilor ceea va
permite standardizarea. actualizarea continua a metodelor utilizate, stabilirea diagnosticului
veridic, luarea deciziilor privind indicarea terapiei antimicrobiene justificate in infectiile
tractului  urinar in vederea combaterii dezvoltarii rezistenjei  microorganismelor la
antimicrobiene.

Sef Catedra de Medicina de laborator,
USMF ,Nicolac Testemijanu™ ¢
dr. hab. gt. med.. profesor universitar, = VISNEVSCHI Anatolic

Sef departament, Departamentul

Didactic si Managementul Academic, /
conf. univ.. dr. st. med. '/7? — STRATULAT Silvia
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ACTUL DE IMPLEMENTARE
(in procesul didactic)

|. Denumirea ofertei pentru implementare: Ghidul  Asigurarea calitdgii in  diagnosticul
microbiologic al infectiilor tractului urinar”, 2021.

2. Autori: BURDUNIUC Olga dr. st. med., conferentiar cercetitor, CEBAN Emil. dr. hab. st
med.. profesor universitar, BALAN Greta dr. st. med., conferentiar universitar. PLACINTA
Gheorghe dr. hab. st. med., profesor universitar, VISNEVSCHI Anatol dr. hab. st. med.,
profesor universitar, SOFRONIE, Olga cercetator stiintific, BIVOL Maria cercetdtor stiintific.

3. Unde i cind a fost implementati: Departamentul Medicind Preventivd, Disciplina de
microbiologie §i imunologie a Universitajii de Stat de Medicind si Farmacie ,Nicolae
Testemitanu™

4. Eficacitatea implementdrii: Aplicarea ghidului ca material didactic pentru instruirea universitara,
precum si in educatia medicald continud a medicilor, specialitatea Microbiologie §i imunologie,
va permite formarea la specialisti a competentelor privind principiile, procedurile, tehnicile de
recoltarea a biosubstratelor, metodologiile de diagnostic in timp util §i managementul cazului
de infectie de tract urinar.

5. Rezultatul implementarii: Este indiscutabil impactul §i contribugia implimentarii ghidului in
formarea studentilor, medicilor rezidenti $i in educafia medicald continud a medicilor ceea va
permite standardizarea, actualizarea continud a metodelor utilizate, stabilirea diagnosticului
veridic, luarca deciziilor privind indicarea terapiei antimicrobiene justificate in infeciile
tractului  urinar  Tn  vederca combaterii  dezvoltarii  rezistenteimicroorganismelor  la
antimicrobiene.

7
Sef Departamentul Medicind Preventiva /{%
dr. hab. §t. med., conf, univ. //’ /¢7 CEBANU Serghei
Sef Departamentul
Didactic $i Management Academic, ; % /’. é/

conf. univ., dr. st. med. STRATULAT Silvia
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ACTUL DE IMPLE;‘I—E':‘JTARE
{in procesul didactic)

| |- Denumirea ofertei pentru implementare:  Ghidul  Asigurarea  calitdpii in - diagnosticul
microbwlogic al infecqitlor ractulul wrinar™, 2021,

2. Autori: BURDUNIUC Olga dr. st. med.. conferenjiar cercetdtor, CEBAN Emil. dr. hab, st.
med.. profesor universitar. BALAN Greta dr. st. med., conferentiar universitar, PLACINTA
Gheorghe dr. hab. §t. med.. profesor universitar, VISNEVSCHI Anatol dr. hab. st. med.,
profesor universitar, SOFRONIE, Olga cercetator stiintific, BIVOL. Maria cercetdtor stiingific.

3. Unde si cand a fost implementats: Caedra de urologie §i nefrologie chirurgicald, USMF
Nicolae Testemijanu™

4. Eficacitatea implementdrii: Aplicarea ghidului ca material didactic pentru instruirea universitard.
precum i in educatia medicald contined a medicilor la specialitatea Urologie, Andrologie si
Nefrologic va permite formares specialistilor. dezvoltarca competengelor privind principiile,
procedurile. tehnicile de recoltarea a biosubstratelor. metodologiile de diagnostic in timp util §i
managementul eficient a cazului de mlectii de truct urinar.

5. Rezultatul implementirii: Este indiscutabil impaciul §i contributia implimentérii ghidului in
formarca studentilor. medicilor rezidenti si in educagia medicald continud a medicilor ceea va
permite standardizarea, actualizarea continud 8 metodelor wilizate, stabilirea diagnosticului
veridic, Juarea decizitlor privind indicarea terapiei antimicrobiene justificate in infectiile
teactului  urinar in  vederea combaterii - dezvoltdrii rezistenjei  microorgamsmelor  la

anbimicrobiene,
/.

Sef Catedra de urologie §i
nefrologie chirurgicala. \
dr. hab. st. med.. profesor univ. ">

TANASE Adrian

Sel departament. Depanamentul

Didactic si Managemeniul Academic, % Z,

conf. univ., dr. $t. med. STRATULAT Silvia
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Ministerul Sanitiatii al Republicii Moldova
= Consiliul municipal Chisindu
{lr Directia Generalid Asistentd Medicali si Sociald
A INSTITUTIA MEDICO-SANITARA PUBLICA
SPITALUL CLINIC MUNICIPAL DE BOLI CONTAGIOASE DE COPII

-
)

!
L

MD-2028, mun. Chiginau, str. M. Lomonosov 49,
tel: 73-70-20; fax 72 31 64; e-mail: scmbec@ms.md
http://sembee.md/

Nr. 4228 din L9, 42 2022

ACTUL DE IMPLEMENTARE

1. Denumirea ofertei pentru implementare; Ghidul |, Asigurarea calitdfii in diagnosticul
microbiologic al infectiilor tractului urinar”, 2021.

2. Autori: BURDUNIUC Olga dr. st. med., conferentiar cercetdtor, CEBAN Emil. dr. hab. §t. med..
profesor universitar, BALAN Greta dr. st. med., conferentiar universitar, PLACINTA Gheorghe
dr. hab. st. med., profesor universitar, VISNEVSCHI Anatol dr. hab. §t. med., profesor
universitar, SOFRONIE, Olga cercetator stiingific, BIVOL Maria cercetator stiintific.

6.Unde si ciand «a fost implementati: IMSP Spitalul Clinic Municipal de Boli Contagioase de
Copii.

3. Eficacitatea implementdrii: Aplicarea ghidului in practica laboratorului Microbiologic al
Institutului de Ftiziopneumologie ,,Chiril Draganiuc” solutioneaza problema ce fine de
principiile. procedurile, tehnicile de recoltare a biosubstratelor de la paciengi cu infectii ale
tractului urinar deoarece oferd metodologii standardizade de diagnostic aliniate la rigorile
internationale ce permite indicarea terapiei antimicrobiene justificate $i managementul eficient
a cazului de infectie al tractului urinar.

4.Rezultatul implementdrii: Ghidul practic este utilizat de medici clinicieni si dispune de informatii
veridice, indicarea, interpretarea rezultatelor in timp util pentru ghidarea argumentatd i
optimizarea terapiei empirice antimicrobiene pe modele de susceptibilitate instituionala. lar
datele obtinute in baza implementdrii ghidului servesc ca suport in monitorizarea succesului
tratamentului antimicrobian, planificarea si realizarea interventiilor in vederea prevenirii,
controlul infectiilor urinare associate asistenfei medicale.

Dircctor IMSP SCMBCC ‘ Ludmila BIRCA

dr. 1. med., conl’ univ,

156



Anexa 9. Diplome si distinctii

Republica Moldova
Ministerul Sanatatii

£ | CERTIFICAT o INOVATOR | |
AN NI 5966 "’

Pentru inovatia cu titlul

Metoda de crestere a gradului de
constientizare la copii cu privire la
prevenirea rezistentei la antimicrobiene

Inovatia a fost inregistrata pe data de
la Universitatea de Stat de Medicina si Farmacie
“Nicolae Testemitanu”

Se recunoaste calitatea de autor(i)

ANTON Maria, PERJERU Maria, LOZNEANU Irina,
TAPU Livia, CROITORU Catilina,

FHEER

12 Decembrie 2022
s

utorizatd)

CHEERRK
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LLlﬁJJ < and Innova’tlve Entrepreneurshlp 2

Ov ‘{3-

DIPLOMA OF PARTICIPATION

is awarded to Mrs/Mr
BURDUNIUC Olga , BALAN Greta , HOLBAN Tiberiu , PLACINTA
Gheorghe , SOFRONIE Olga, TAPU Livia, ANTON Maria
Institution: National Agency for Public Health
for participation in the International Salon of Invention and Innovative
Entrepreneurship with the Book: GUIDE Detection of antimicrobial
resistance mechanisms, interpretation and clinical application of results

June 6-7, 2025 Chisinau

/\

g%‘f

rCI j; International Salon of Invention 7 %>}

°~1 ATIE 14’

UPSC

3 ; President of ISIIE
BARBANEAGRA Alexandra COROPCEANU Eduard
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SI FARMACIE ,NICOLAE TESTEMITANU" L .
DIN REPUBLICA MOLDOVA on Antimicroblal Redlstance

CERTIFICAT

Se acordd

Maria Anton

'r - -
—,}g pentru participare la

CONFERINTA STIINTIFICA

Sdndtatea si fenomenul rezistentei la antimicrobiene in
tarile cu venituri mici si medii din Europa de Est
editia a Il-a

Rezultatele proiectului Plliyel,aﬂﬂ

4 Octombrie 2024
Chisindu, Republica Moldova

Prorector pentru activitate

Director de tara al Proiectului PhageLand
de cercetare ’

f ﬂ/_q,f, . Pt #44  Ferdohleb Alina,
C/Z:_:-/’j Stanislav Groppa, conferentiar universitar, dr.st.med.,
profesor universitar, dr. hab. st. med,, Pregsedintele Conferintei Proiectului
academician al ASM, presedinte al transnational multilteral Phage Land

Comitetului stiintific al Conferingei
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LISTA PUBLICATIILOR SI PARTICIPARILOR LA FORUMURISTIINTIFICE
a dnei Anton Maria (Bivol), realizate la teza de doctor in stiinte medicale
cu tema” Rezistenta la beta-lactamine a bacililor gram-negativi izolati din biosubstrate
clinice”, Programul de doctorat 313.02-Microbiologie, Virusologie medicala,
Conducator de doctorat: Olga Burduniuc, dr. hab. st. med., conf, cerc.
e Articole in reviste stiintifice peste hotare:
v articole in reviste ISI, SCOPUS si alte baze de date internationale*

1. Revenco N., Byjor D., Balanuta A.M., Horodisteanu-Banuh A., Cirstea O., Holban A., Rotari
A., Burduniuc O., Anton M. Bacterial agents associated with acute lower respiratory
infections in children under five years of age in the Republic of Moldova. In: Archives of the
Balkan Medical Union, december 2023, no. 4, vol. 58, pp. 335-340. ISSN 1584-9244. (IF:1,9)
https://doi.org/10.31688/ABMU.2023.58.4.04

2. Anton (Bivol) M., Pantea L., Burduniuc (Popa) O., Chilianu M., Bucov V., Tapu L.

Evaluation of costs related to antimicrobial resistance of priority Gramnegative bacilli. In:
One Health and Risk Management, 2024, vol. 5, nr. 1, pp. 43-50. ISSN 2587-3458. DOI:
https://doi.org/10.38045/0hrm.2024.1.06

3. Anton M. The genetic basis of gram-negative bacteria resistant to antimicrobials isolated
from invasive infections in the Republic of Moldova. In: One Health & Risk Management,
2024, 5(2), pp. 34-41. https://doi.org/10.38045/0hrm.2024.2.04

4. Linkevicius M., Alm E., Roer L., Svartstrom O., Dada-Olorunwa M., Réisdnen K., Reichert

F., Moller S., Clarke C., Cormican M., Niedre-Otomere B., Vangravs R., Greicius P.,
Burduniuc O., Anton M., Hendrickx P.A., Witteveen S., Miiller V., Palm D., Plachouras D.,
Monnet D.L., Hasman H., Kohlenberg A. Cross-border spread of a mosaic resistance (OXA-
48) and virulence (aerobactin) plasmid in Klebsiella pneumoniae: a European Antimicrobial
Resistance Genes Surveillance Network investigation, Europe, February 2019 to October
2024. In: Euro Surveill. 2025; 30(27):p11i=2500439. https://doi.org/10.2807/1560-
7917.ES.2025.30.27.2500439

v articole in reviste din strdindtate recenzate

5. Anton M. The perspectives of whole genome sequencing in strengthening the outbreak
investigations and public health surveillance. In: Romanian Archives of Microbiology and
Immunology (RoAMI), 2023, vol 82(1), pp. 25-34. Category B+. ISSN 2601-9418.
DOI: 10.54044/rami.2023.01.04

Autor:

Secretar stiintific al Senatului,

dr. filos. Didina Nistreanu
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https://doi.org/10.54044/rami.2023.01.04

Articole in reviste stiintifice nationale acreditate:

v’ articole in reviste de categoria B

6. Behta E., Burduniuc (Popa) O., Bucov V., Craciun O., Bivel M., Burduniuc A., Brinza O.,
Grumeza M., Balan G. Antimicrobial discovery — impact of the natural sources. In: Studia
Universitatis Moldaviae (Seria Stiinte Reale §i ale Naturii), 2020, nr. 6(136), pp. 39-48. ISSN
1814-3237. DOI: https://doi.org/10.5281/zenodo.4431529

7. Bucov, V.; Burduniuc, O.; Balan, G.; Grumeza, M.; Craciun O.; Bivol, M. Rezistenta la
antimicrobiene. Caracteristica rezistentei la preparate antimicrobiene a bacteriilor gram-
negative. In: Sandtate Publicd Economie si Management in Medicind. Chisinau. 2021, 1 (88),

50-56. ISSN 1729-8687. https://doi.org/10.52556/2587-3873.2021.1(88).06

8. Anton M., Burduniuc A., Croitoru C., Behta E., Balan G. Rezistenta la antimicrobiene a E.
coli si K. pneumoniae izolate de la pacientii cu infectii ale tractului urinar. In: Sanatate
Publica, Economie si Management in Medicina , 2023, nr. 497 _S), pp. 145-149. ISSN 1729-
8687. DOL: https://doi.org/10.52556/2587-3873.2023.4(97).25

9. Anton M., Tapu L., Balan G., Bucov, V., Burduniuc (Popa) O., Lozneanu 1., Perjeru M.,
Colac S. Evaluarea pattern-urilor de rezistenta a bacililor gram-negativi prioritari izolati din
biosubstrate clinice. In: Arta Medica, 2023, nr. 4(89), pp. 67-71. ISSN 1810-1852. DOI:
https://doi.org/10.5281/zenodo.10429464

10. Pantea L., Croitoru C., Burduniuc O., Balan G., Anton M. Features of the economic impact
of antimicrobial resistance elucidated in scientific publications. In: Arta Medica , 2023, nr.
4(89), pp. 35-45. ISSN 1810-1852. DOI: https://doi.org/10.5281/zenodo.10429356

11. Anton M., Taconi O.S., Perjeru M., Ceban V., Beleacov E., Burduniuc O. Knowledge,

attitudes and behaviors of the population of Chisinau municipality regarding the use of
antibiotics. In: Mold J Health Sci. 2025;12(1):35-40.
https://doi.org/10.52645/MJHS.2025.1.06

12. Burduniuc (Popa) O., Lupu M., Bucov V., Tapu L., Anton (Bivel) M., Colac S. Secventierea

metagenomica in diagnosticul rezistentei la antimicrobiene. In: Revista de Stiintd, Inovare,
Cultura si Arta ,, Akademos”, 2024, nr. 2(73), pp. 84-90. ISSN 1857-0461. DOI:
10.52673/18570461.24.2-73.08

e Articole in lucririle conferintelor stiintifice:
v’ internationale desfasurate in Republica Moldova

Autor:

Secretar stiintific al Senatului,

dr. filos. Didina Nistreanu
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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”.
Specialitatea 313.02 — Microbiologie, virusologie medicala.

Actualiatate. Rezistenta BGN la antimicrobiene reprezintd una dintre cele mai stringente
probleme de sinitate publicd 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 moleculara, care a permis aprecierea si evaluarea pozitieit BGN circulanti
pe teritoriul tarii n 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 n laboratoarele microbiologice din cadrul retelei de supraveghere a RAM.

Rezultate obtinute: a fost identificat spectrul microbiologic si diversitatea genotipicad a
BGN prioritari, inclusiv prevalenta tulpinilor de BGN producatoare 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 invatdmént 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 metodicd inclusa 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 lucrdri stiintifice.

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

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 multidrug-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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E-mail(uri)

maria.bivol9@gmail.com
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Nationalitate | Republica Moldova
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Sex | Feminin
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Perioada |2025 prezent

Functia sau postul ocupat

Sef laborator, Laboratorul National de referinta in infectii cu risc
sporit (cu statut de directie)
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\Agentia Nationala pentru Sanatate Publica, Republica Moldova
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Medic specialist in laboratorul Microbiologic, Directia
Diagnostic de Laborator in Sanatate Publica

Numele si adresa
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Agentia Nationala pentru Sandtate Publica, Republica Moldova

Tipul activitatii sau sectorul
de activitate

Efectuarea investigatiilor microbiologice.
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Medic rezident microbiolog in laboratorul Microbiologic,
Directia Diagnostic de Laborator in Sanatate Publica

Numele si adresa
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de activitate
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Perioada

2015-2017

Functia sau postul ocupat

Asistent epidemiolog in Sectia Monitorizare a alertelor de
sandtate publica a CNSP

Numele si adresa
angajatorului

Centrul National de Sanatate Publica, Republica Moldova

Tipul activitatii sau sectorul
de activitate

Monitorizarea alertelor de sanatate publica cu elaborarea
masurilor de control si raspuns.

Perioada

2012

Functia sau postul ocupat

Asistentd medicald in sectia pulmunologie a IMSP SCM ,,Sf.
Arhanghel Mihail”

Numele si adresa
angajatorului

IMSP SCM ,,Sf. Arhanghel Mihail”

Tipul activitatii sau sectorul
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asistenta medicala a bolnavilor cu patologii ale aparatului
respirator
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1. Anton M. The perspectives of whole genome sequencing
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(categoria B)
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infections in children under 5 years of age in the Republic of
Moldova. In: Abstract book The 37th Balkan medical week
“Perspectives of the balkan medicine in the post-Covid-19 era”,
Chisinau, Republic of Moldova, June 7-9, 2023. ISSN 1584-
9244 (p.246)

Rezumate/abstracte/teze in lucrarile conferintelor stiintifice
nationale

1. Anton (Bivol) M., Tapu L., Burac O., Lozneanu I.,
Burduniuc O. Antimicrobial resistance of gram-negative bacilli
isolated from invasive infections. In: Revista de Stiinte ale
Sanatatii din Moldova (Culegere de rezumate ale Conferintei
Stiintifice Anuale ,,Cercetarea In biomedicina si sanatate:
Calitate, excelenta si performantd”), 2022, nr. 3 An.1(29), p. 126.
ISSN 2345-1467.

2. Anton M., Mihalachi N., Balan G. Caracterizarea genetica
a tulpinilor de Acinetobacter baumannii multirezistente la
antimicrobiene. In: One Health and Risk Management
(Materialele Conferintei Stiintifico-practice Nationale ,,Fiecare
doza de vaccin conteazd”), Editie speciala, 2023, nr. 1(S), p.58.
ISSN 2587-3458

3. Bunescu 1., Holban T, Burduniuc O, Anton M., Sinitina I.
Clinical- evolutionary and diagnostic particularities in
septicemia. In: Moldovan Journal of Health Sciences, Culegere
de rezumate ale Conferintei Stiintifice Anuale ,,Cercetarea in
biomedicina si sdnatate: Calitate, excelenta si performantd”, 19-
21 octombrie 2022, Anexa 1, p.130, ISSN 2345-1467. Disponibil
la https://repository.usmf.md/handle/20.500.12710/24579
Rezumate/abstracte/teze in lucrarile conferingelor stiintifice
nationale cu participare internationala

1. Burduniuc O., Bivol M., Brinza O., Craciun O., Balan G.
Emergence of carbapenem-resistant enterobacteriaceae:
overview of a major public health challenge. One Health & Risk
Management (Materials of the National Scientific Conference
with international participation ,,One health” approach in a
changing world), 2021, 2(4S), p. 29. Available at:
https://journal.ohrm.bba.md/index.php/journal-ohrm-bba-
md/article/view/193 (Accessed: 23December2024).

2. Anton M., Mihalachi N., Burduniuc O. Analysis of
antimicrobial resistance in clinical strains of Klebsiella
pneumoniae”, One Health & Risk Management (Materialele

175




Conferintei Nationale cu participare internationala ,,0 singura
sandtate — realizari si provocari”), 2023, nr.2(S_Rez), supl. nr. 1,
p. 12. Available at:
https://journal.ohrm.bba.md/index.php/journal-ohrm-bba-
md/article/view/591 (Accessed: 23December2024).

3. Anton M., Burduniuc O., Balan G., Neronova N.
Antimicrobial resistance analysis of clinical Escherichia coli.
One Health & Risk Management (Materialele Conferintei
Nationale cu participare internationala ,,O singura sanatate —
realizari si provocari”), 2023, p. 49. Available at:
https://journal.ohrm.bba.md/index.php/journal-ohrm-bba-
md/article/view/503 (Accessed: 23December2024).
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4. Spataru D., Anton M. Situatia epidemiologica prin
salmoneloza umana in Republica Moldova. In: One Health &
Risk Management (Materialele Conferintei Nationale cu
participare internationald ,,Abordarea O singura sanatate —
realizari si provocari”), 2023, nr. 2(S_Rez), supl. nr. 1, p. 62.
ISSN 2587-3458.

https://ibn.idsi.md/ro/vizualizare articol/192115

5. Grumeza M., Anton M., Burduniuc A. The role of the
microbiological laboratory in diagnosing the resistance of
microorganisms to antimicrobials: literature review. In: One
Health and Risk Management (Materialele Conferintei Nationale
cu participare internationald ,,Abordarea O singura sanatate —
realizari si provocari”) 2023, nr. 2(S_Rez), supl. nr. 1, p. 16.
ISSN 2587-3458.

https://ibn.idsi.md/ro/vizualizare articol/191974 7.4.
Participari active cu comunicari/ poster la forumuri stiintifice:
Internationale

1.  International exhibition of innovation and technology
transfer EXCELLENT IDEA — 2023, 2nd edition, Chisinau.
Anton M., Perjeru M., Lozneanu 1., Tapu L., Croitoru C., Balan
G., Burduniuc O. Method for raising the degree of awareness in
children about the prevention of antimicrobial resistance.
Medalie de argint.

2. Participare la Conferinta stiintificd anuald ,,Cercetarea in
biomedicina si sdndtate: calitate, excelenta si performanta,
desfasurata la 19-21 octombrie 2022, Chisinau (Republica
Moldova), cu lucrarea ,,Rezistenta la antimicrobiene a bacililor
Gram negativi izolati din infectii invazive”

3. Participare in cadrul Saptamanii medicale balcanice, editia
a XXXVII-a ,,Perspective ale medicinei balcanice in era post
COVID-19”, desfasurata in perioada 7-9 iunie, 2023, Chisinau
(Republica Moldova), cu lucrarea ,,Analiza rezistentei
antimicrobiene a tulpinilor clinice de Escherichia coli” (30
credite)

4.  Participare la Conferinta nationala cu participare
internationala ,,Actualitdti in pediatrie si impactul imunizarii
asupra morbiditatii si mortalitatii copiilor in Republica
Moldova”, desfasurata la 22-23 septembrie 2023, Chisinau
(Republica Moldova) cu lucrarea ,,Importanta testarii
microbiologicd a hemoculturilor. Infectiile invazive cu bacili
gramnegativi rezistenti la antimicrobiene”.

5. Participare la Conferinta stiintifica anuala ,,Cercetare in
biomedicind si Sdnatate: Calitate, excelenta si performanta”,
desfasurata la 18-20 octombrie 2023, Chisinau (Republica
Moldova), cu lucrarea ,,Analiza rezistentei patogenilor gram-
negativi non-fermentativi de importanta clinica”.

6.  Participare la Conferinta nationald cu participare
internationala ,,Abordarea O Singura Sandtate — realizari si
provocari”, desfasurata la 23-24 noiembrie 2023, cu lucrarea
»Sistemul de Supraveghere Epidemiologicd a rezistentei
microorganismelor la antimicrobiene in Republica Moldova” (15
credite EMC)
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7.  Participare la Conferinta nationala cu participare
internationala ,,Abordarea O Singura Sanatate — realizari si
provocari”, desfasurata la 23-24 noiembrie 2023, cu posterul
»Analysis of antimicrobial resistance in clinical strains of
Klebsiella pneumoniae”.

8. Participare la ,,Nopatea tinerilor cercetatori” cu tema:
Metoda de crestere a gradului de constientizare la copii cu
privire la prevenirea rezistentei la antimicrobiene — Brosura
pentru copii, jocuri interactive, poster.

Ghiduri

Lucrari stiintifico-metodice si didactice

1. Burduniuc O.; Balan G.; Holban T.; Placintd G.; Sofronie
O.; Tapu L., Anton M. Ghid Detectarea mecanismelor de
rezistentd la antimicrobiene, interpretarea si aplicarea clinica a
rezultatelor. Descrierea CIP a Camerei Nationale a Cartii din
RM, Chisinau 2024. Disponibil:
https://ms.gov.md/legislatie/ghiduri-protocoale-
standarde/ghiduri-clinice-nationale/

2. Burduniuc O.; Balan G.; Holban T.; Placinta G.; Sofronie
O.; Anton M.; Tapu L. Ghid Detectarea mecanismelor de
rezistenta la antimicrobiene. Descrierea CIP a Camerei Nationale
a Cartii din RM, Chisinau 2023.

3. Burduniuc O., Balan G., Sofronie O., Bucov V., Holban
T., Bivol M. Principii si proceduri in testarea microbiologica a
hemoculturilor. Tipografia I.S. F.E.-P. ,, Tipografia Central3”.
Chisinau, 2020. ISBN 978-9975-151-43-6. Disponibil:
https://ms.gov.md/legislatie/ghiduri-protocoale-
standarde/ghiduri-clinice-nationale/

4, Burduniuc O.; Ceban E.; Bélan G.; Placintd G.; Visnevschi
A.; Sofronie O.; Bivol M. Ghidul: Asigurarea calitdtii in
diagnosticul microbiologic al infectiilor tractului urinar.
Chisinau: Tipografia I.S.F.E.-P. ,» L1pografia Centrala”. 2021,
64p. ISBN 978-9975-3415-9-2. Disponibil:
https://msmps.gov.md/wp-
content/uploads/2021/08/GHIDUL1.pdf

5. Burduniuc O.; Caterinciuc N.; Halacu A.; Busuioc E.;
Balan G.; Placinta G.; Tcaciuc E.; Sofronie O.; Bivol M. Ghidul
Managementul infectiei cu Clostridioides difficile. Chiginau:
Tipografia I.S. F.E.-P.  Tipografia Centrala”. 2021, 66p. ISBN
978-9975-157-29-2. Disponibil: https://msmps.gov.md/wp-
content/uploads/2021/06/Ghid_Management infectia Clostridio1
des_.pdf

6. Burduniuc O., Balan G., Spinu C., Sofronie O., Bivol M.
Ghid Diagnosticul Microbiologic al Infectiilor Tractului
Respirator: Tipografia 1.S. F.E.-P. ,, Tipografia Centrala”.
Chisindu, 2021, 80 p. ISBN 978-9975-157-11-7 Disponibil:
https://ms.gov.md/legislatie/ghiduri-protocoale-
standarde/ghiduri-clinice-nationale/

7. Anton M., Perjeru M., Lozneanu 1., Tapu L., Croitoru C.,
Balan G., Burduniuc O. Metoda de crestere a gradului de
constientizare la copii cu privire la prevenirea rezistentei la
antimicrobiene. Chisinau 2022, Brosura.
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Proiecte nationale

Participdri in proiecte nationale

Studierea rezistentei bacililor gram-negativi la antimicrobiene in
vederea fortificarii sistemului national de supraveghere si control

2020-2023 ) s
al bolilor transmisibile.
Impactul imunizarii asupra morbiditatii si mortalitatii copiilor prin
boli respiratorii in Republica Moldova.
2020-2023
MEBRU
Perioada | 2017 - prezent

Membru activ al Asociatiei Obstesti ,,Asociatia de Biosiguranta si
Biosecuritate din Republica Moldova” (ABBRM).

2019 - prezent

Membru al Asociatiei Europene de Biosigurantd si Biosecuritate
(European Biosafety Association - EBSA)

Membru al Federatiei internationale a Asociatiilor de
Biosecuritate (International federation of biosafety associations -
IFBA)
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