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1. INTRODUCERE

in prezent germenii Proteeae reprezintd o provocare majord pentru clinicieni,
deoarece prezinta rezistenta naturala la numeroase antibiotice si o capacitate crescuta de a
dobandi rezistenta.

Teza de doctorat abordeaza un subiect prioritar, intrucat emergenta bacteriilor
multirezistente la antibiotice a devenit o problema de sanatate publica ingrijoratoare.
Prezenta lucrare isi propune sa investigheze etiologia si pattern-urile de rezistenta fenotipica
si moleculara (identificarea beta-lactamazelor cu spectru extins si carbapenemazelor) la
tulpinile din grupul Proteeae izolate din infectii asociate asistentei medicale (IAAM) la nivelul
sectiilor de Tl (terapie intensva) si cele cu profil chirurgical. Aparitia de enzime noi si metode
noi de producere a vechilor enzime ameninta carbapenemele (considerate antibiotice de
rezerva), necesare in prezent, pentru tratamentul IAAM severe. Cresterea rapida a
rezistentei la aceasta clasa de antibiotic a dus la limitarea drastica a optiunilor terapeutice.

Subiectul este cu atat mai esential, cu cat datele din literatura de specialitate sunt
insuficiente atat nivel regional cat si mondial.

Rezultatele studiului aduc noutati in completarea bazei de date de la nivel national
sau european, in ceea ce priveste rezistenta la antibiotice prin producerea de metalo beta-
lactamaze (MBL). Stabilirea unui protocol de depistare a tulpinilor producatoare de MBL are
importanta majora, atat in elaborarea ghidurilor terapeutice, cat si in recunoasterea prompta
a aparitiei unui focar epidemic de IAAM si luarea masurilor corespunzatoare de control al

infectiei.

2. PARTEA GENERALA

Proteeae este un grup format din trei genuri: Proteus, Providencia si Morganella.
Taxonomia lor a prezentat numeroase modificari de-a lungul istoriei si evolutiei stiintei
microbiologice. Multa vreme clasificarea germenilor din genul Proteus, familia
Enterobacteriaceae a fost discutabild, insa pe baza proprietatilor biochimice acesta a fost
scindat taxonomic in anul 1997 in trei genuri: Proteus, Morganella, Providencia(1). Insa, in
2016 aceste microorganisme oportuniste au fost clasificate, in final, ca apartinand familiei
Morganellaceae din ordinul Enterobacterales(2)(3). Cele trei genuri: Proteus, Morganella,
Providencia sunt microorganisme oportuniste care au produs grade diferite de infectii
comunitare si mai ales asociate asistentei medicale. Se constata o crestere a frecventei de

izolare a acestor germeni datorate cresterii numarului de pacienti imunodeprimati si a



dobandirii unor factori genetici de rezistenta la antibiotice sau a unor factori de virulenta care
le determina conditia de patogeni oportunisti(4).

Interesul pentru acesti germeni a crescut in ultimul timp, datoritd emergentei
infectiilor, in special celor asociate asistentei medicale, cauzate de tulpini multirezistente
(MDR), precum si faptului ca acesti patogeni prezintd rezistentad intrinseca la tigeciclina,
colistina, nitrofurantoina si sensibilitate intrinseca redusa la imipenem(5)(6).

Carbapenemele joaca un rol deosebit de important Tn lupta Tmpotriva
microorganismelor patogene. Fac parte dintr-o clasd numeroasa, cea a [B-lactaminelor,
acestea avand spectrul cel mai larg de activitate, cu actiune asupra bacteriilor Gram-pozitive
si Gram-negative. Sunt adesea utilizate ca ,agenti de ultima linie” sau ,antibiotice de
rezerva” atunci cand pacientii prezinta infectii care sunt amenitatoare de viatd sau atunci
cand se presupune ca sunt determinate de organisme rezistente(7). Din pacate, cresterea
dramatica a agentilor patogeni MDR ameninta serios aceasta clasa de antimicrobiene.
Numeroase studii recente arata foarte clar ca rezistenta la carbapeneme este intr-o continua
crestere in intreaga lume(8)(9)(10).

Utilizarea pe scara larga a carbapenemelor, a dus la cresterea rapida a rezistentei la
aceasta clasa, devenind o amenintare grava pentru sanatatea globala publica. Mecanismele
de rezistenta includ producerea de enzime de tip carbapenemaze, pompe de eflux si mutatii
care duc la absenta sau exprimarea redusa a doua porine majore in combinatie cu diverse
beta-lactamaze si modificarea unor “penicillin binding proteins” (7).

Productia de carbapenemaze este mecanismul principal care sta la baza rezistentei
agentilor patogeni la carbapeneme la nivel global. Carbapenemazele sunt un fel de B-
lactamaze care pot hidroliza aceste antimicrobiene(11).

IAAM este o problema ascunsa, pe care nicio institutie sau tara inca nu poate sa o
rezolve complet. Programele de supraveghere pentru IAAM sunt prezente in mai multe tari
dezvoltate, dar sunt practic absente ih majoritatea celor subdezvoltate (12).

Supravegherea IAAM in Tl (Terapie Intensiva) este cu atat mai necesara cu cat
pacientii internati pe aceste sectii prezinta un risc de 5 - 10 ori mai mare de a dobandi o
infectie datoritd factorilor predictivi atat intrinseci (de exemplu, imunodepresie) cat si
extrinseci (de exemplu, ventilatie mecanica(13).

Infectia de plaga chirurgicala (SSI) face parte din IAAM. SSls sunt situate pe locul al
doilea ca frecventa, reprezentdnd 10 pana la 40% din totalul IAAM, dupa infectiile
determinate de cateterizare (14)(15). Organizatia Mondiala a Sanatatii (WHO) estimeaza ca
la nivel mondial, 5-12% dintre pacientii spitalizati dezvolta IAAM, dintre care mai mult de
60% sunt asociate utilizarii unui dispozitiv medical sau chirurgical(16).

SSI au un impact distrugator asupra instituirii tratamentului pacientului, determinand

cresterea duratei tratamentului, prelungirea timpului de spitalizare si costuri mai mari (17).


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/surgical-infection
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/catheter-infection
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/catheter-infection

3. PARTEA SPECIALA

3.1. SCOP Sl OBIECTIVE

La momentul actual, existd un numar limitat de studii care analizeaza implicarea
tulpinilor Proteeae in IAAM sporadice sau interregionale. S-a observat identificarea tot mai
crescuta a germenilor cu rezistenta intriseca la colistin (Proteus, Morganella, Providencia)
aceasta fiind in corelatie cu cresterea numarului de infectii cu CPE, ceea ce necesita o
crestere a utilizarii colistinului in terapie (18)(19). Infectiile reprezinta un pericol grav in
special pentru pacientul imunodeprimat, de tipul celui diabetic, astfel incat evidentierea
cresterii numarului de agenti patogeni MDR, in special rezistenti la carbapeneme la acesti
pacienti, pune probleme deosebite in tratarea acestora(20).

Cercetarea doctorala a cuprins trei studii, care au avut drept obiective:

1. Investigarea PCR a genelor blaNDM, blaVIM, blaTEM si blaCTX-M la tulpinile

selectate producatoare de carbapenemaze, cu accent pe blaNDM-1,

2. Caracterizarea tulpinilor incadrate in fenotipul dificil de tratat (DTR), cu
identificarea factorilor care influenteazad achizitia lor, precum si a factorilor

predictivi in ceea ce priveste evolutia pacientului,

3. Impactul infectiilor cu Proteus mirabilis si Providencia stuartii asupra pacientilor

diabetici.

3.2. MATERIAL $I METODE

Actualul proiect doctoral s-a desfasurat in cadrul “Spitalului Clinic Judetean de
Urgenta "Pius Brinzeu” Timisoara (SCJUPBT), in perioada iulie 2017-aprilie 2019 si a
cuprins pacienti spitalizati in sectiile de Terapie Intensiva si cu profil chirurgical.

Identificarea, testarea sensibilitatii la antibiotice si caracterizarea fenotipica a
tulpinilor incluse in studiu au fost realizate in laboratorul de Microbiologie al SCJUPBT, iar
confirmarea genotipica s-a realizat in laboratorul Disciplinei de Biochimie din cadrul
Universitatii de Medicina si Farmacie “Victor Babes” Timisoara.

3.2.1. In primul studiu, tulpinile bacteriene selectate au fost supuse analizei
moleculare pentru identificarea genelor ce codifica carbapenemazele prin metoda PCR
simplex. Au fost incluse tulpinile pe de o parte rezistente la meropenem (pentru detectarea
prezentei genelor blaNDM, blaVIM) dar si cele rezistente la cefepim pentru detectta genelor
blaCTX-M si blaTEM.

3.2.2. In al doilea studiu retrospectiv au fost incluse toate tulpinile Proeeae din

prelevatele pacientilor internati in sectii de terapie intensiva si cu profil chirurgical fiind



folosita baza de date a primului studiu cu incadrarea tulpinilor de interes in fenotipul de
rezistenta denumit dificil de tratat (DTR).

3.2.3. In studiul trei au fost analizate corelatia si impactul infectiilor determinate de
P.mirabilis si P. stuartii la pacientii cu diabet. Studiul a fost de obsevational, retrospectiv,
cross-sectional, pe o perioada de 22 luni (2017 - 2019) si a vizat pacientii internati in sectiile
de TI si cele chirurgicale ale SCJUPBT, cu includerea tuturor celor de la care s-au izolat

tulpini din speciile Proteus mirabilis si Providencia stuartii.

3.3. REZULTATE

3.3.1. In Compartimentul de Bacteriologie al Laboratorului Clinic din cadrul SCJUPBT
au fost prelucrate un numar de 8317 probe prelevate de la pacientii internati pe sectiile Tl si
sectiile cu profil chirurgical pe o perioada de aproximativ 2 ani (iulie 2017- aprilie 2019). In
cest studiu s-au identificat 400 de tulpini de Proteeae din care s-au conservat 65 de tulpini
rezistente la carbapeneme (CRP) pentru identificarea genelor de rezistentd prin metoda
simplex-PCR.

Tulpinile de Proteeae au fost izolate cel mai frecvent din secretile din plaga
(39,50%), aspiratele bronsice (20%), urmate de uroculturi (15,25%), hemoculturi (8,5%) si
varfurile de cateter (7%).

Cele 65 de tulpini rezistente la cel putin un preparat din clasa carbapeneme (CRP),
apartin genurilor Providencia si Proteus cu o incidenta globala de 16,25% - 6,25% pentru
genul Proteus si 45,79% pentru genul Providencia. Majoritatea tulpinilor CRP au provenit de
la pacientii internati pe sectii Tl - 86,15% (95% CI: 19,9-43,4), 63% fiind izolate in special in
aspiratele bronsice (32,31%, 95% CI: 21,2-45,1) si hemoculturi (30,7%, 95% CI: 19,9-43,4).

Dupa testarea PCR a celor 65 tulpini s-a remarcat carbapenemaza de tip MBL la 56
(86,15%; 95% CI: 75,3-93,5) dintre tulpinile CRP, avand ca substrat genic predominant gena
blaNDM la 55 tulpini (84.62%; 95% CI:73,5-92,4). Prevalenta tulpinilor CRP a fost crescuta
la P. stuartii, majoritatea tulpinilor fiind de tip MBL—b/laNDM (61,53% din CRP), urmata de P.
mirabilis de tip MBL-b/aNDM (20% din CRP). La un izolat de P. mirabilis si unul de P.stuartii
care din punct de vedere fenotipic au prezentat rezistenta la carbapeneme, nu s-a identificat
producerea de carbapenemaza, iar, caracteristica tulpinii de Providencia a constat in
prezenta genei blaCTX-M. S-a remarcat prezenta simultand a doud gene de rezistenta
(blaVIM, blaNDM) la un izolat de P.stuartii. De asemenea, merita specificat faptul ca toate
cele 5 izolate la care au fost depistate gene care codifica producerea de carbapenemaza
KPC au provenit din sectia de Neurochirurgie.

Dintre tulpinile incluse in studiu 66,15% au fost rezistente la cefepim (Cl 95%: 53,4-
77,4), iar investigarea prin PCR a condus la identificarea prezentei genei de rezistenta
blaCTX-Mla 7 (10,76%) tulpini CRP.



Letalitatea cazurilor la care s-au izolat CRP a fost de 49,23% fata de 33,43% in
esantionul global (p = 0,014) si 22,07% in réndul celor cu tulpini sensibile la carbapeneme (p
<0,001).

3.3.2. Cele mai multe tulpini de Proteeae au provenit din secretile de plaga
(43,50%), aspiratele bronsice (20%), uroculturi (15,25%) si hemoculturi (8,5%) fiind slab
reprezentate in culturile din varf de cateter (7%), lichid peritoneal (1,75%) si sputa (0,50%).

S-a remarcat dominarea numerica a speciilor P. mirabilis si P. stuartii, repartizate in
mod distinctiv in prelevatele pacientilor din Tl si sectiile chirurgicale.

Tulpinile de P. mirabilis au prezentat rezistenta la fluorochinolone (32,65%), fenotip
ESBL (22,86%), rezistenta la carbapeneme (13,06%) si aminoglicozide (12,34%).
Comportamentul tulpinilor de P. stuartii s-a manifestat prin rezistenta la fluorochionolone
(85,11%), carbapeneme (75,53%), fenotip ESBL (64,98%), aminoglicozide (54,26%).

Observand rezistenta la antibiotice de prima linie s-au evidentiat DTR (P-DTR) intr-
un procent de 21% (95% CIl 17,2-25,4). La urmarirea rezistentei la antimicrobiene si
incadrarea in fenotipuri de rezistentd s-a constatat ca 61,25% (95% CI 56,3-66,0) dintre
Proteeae au fost de tip MDR, din care 29,25% (95% CI 24,9-34,0) de tip XDR, iar 2,75%
(95% CI 1,3-4,7) au fost PDR. Dintre tulpinile XDR, 71.79% au fost de tip XDR-DTR iar
28,21% XDR au prezentat senibilitate la cel putin o clasa din antibiotice de linia intai.
Tulpinile Proteeae-DTR au fost in procent de 84,21%, remarcandu-se speciile P. stuartii, P.
mirabilis, M. morganii si P. rettgeri.

Tulpinile speciei P. mirabilis au fost predominant de tip MDR (51.02%), 14,28% din
tulpini au fost de tip XDR si 1.63% de tip PDR. 25,71% dintre tulpini au prezentat
susceptibilitate la toate antimicrobienele testate (WT) iar 9,79% s-au dovedit a fi de tip DTR.
Tulpinile P. stuartii (N=94) au fost in proportie de 92,55% de tip MDR, 74,46% de tip XDR si
5,31% de tip PDR. 3.19% dintre tulpini au fost sensibile la toate antimicrobienele testate
(WT) si 58.51% au fost incadrate in tipul DTR.

Au fost realizate doua modele de regresie logistica pentru a identifica factorii de risc
si de protectie ce au influentat achizitia tulpinilor incluse in fenotipul DTR.

Excesul de mortalitate in esantionul DTR versus non-subesantionul DTR a fost de
16,37%.

3.3.3. in perioada iulie 2017- aprilie 2019 s-au identificat 339 pacienti din sectiile cu
profil Tl si chirurgical, de la care s-au izolat 245 tulpini neduplicate de Proteus mirabilis,
respectiv 94 tulpini de Providencia stuartii.

Din totalul pacientilor diabetici internati in sectiile TI si chirurgicale, 35,77% au avut
infectii cu cu cele doua specii mentionate mai sus, iar infectiile cu tulpinile de interes la

pacientii non-diabetici au fost de doar de 4,04%.



Peak-ul numarului de infectii coincide atat pentru pacientii diabetici, cat si pentru cei
non-diabetici, fiind inregistrat in luna iulie 2018, existand o corelatie legata de conditiile de
mediu, cum ar fi temperatura ridicata.

Coeficientul de corelatie Spearman intre distributia lunara a infectiilor cu tulpinile de
interes in randul pacientilor diabetici, respectiv non-diabetici a fost 0.519, semnificativ
statistic (p=0.011).

O treime din grupul cu diabet, mai ales pacientii internati in sectiile chirurgicale, au
fost infectati cu Proteeae, majoritare fiind tulpini sensibile de P. mirabilis, spre deosebire de
grupul non-diabetic, predominant in Tl, cu infectii de tip IAAM, produse de tulpinile P. stuartii
-MDR.

In randul pacientilor diabetici, cei infectati cu Providencia stuartii au avut o durata
semnificativ mai mare a cateterizarii venoase centrale, urinare, a ventilatiei mecanice, o
proportie mai mare de rezistenta bacteriana, explicabila si prin faptul ca 72.22% dintre
infectii au fost IAAM. 66.67% dintre infectiile cu Providencia stuartii, au fost infectii ale
sangelui, in timp ce 64.00% din infectiile cu Proteus mirabilis au fost infectii de plaga, 2/3
dintre ele cu caracter comunitar.

Factorii care influenteaza probabilitatea de deces pe timpul spitalizarii, identificati prin
regresia Cox, au fost: varsta, terapia vasopresoare, specia, durata antibioterapiei, tulpinile

DTR, nutritia nazo-gastrica, tulpinile ESBL, durata caterizarii urinare.

3.4. CONCLUzII

3.4.1. Cresterea prevalentei a fost observata in special la P. stuartii si P. mirabilis.
Cea mai frecventa carbapenemaza identificata a fost NDM-1 ce furnizeaza bacteriilor un
nivel nalt de rezistenta. Raspandirea acestor izolate producatoare de carbapenemaza
NDM-1 atrage atentia asupra problemelor din ce in ce mai mari, constand in diseminarea
rapida in unitatile spitalicesti, ridicand semne de intrebare privind importanta epidemiologica.

Aceste tulpini au prezentat diverse alte mecanisme de rezistenta, fiind adesea
extrem de dificil de tratat si au dus la un exces de letalitate de 27,16%. Ventilatia mecanica
care dureaza mai mult de 96 de ore, traheostomia si terapia prelungita cu antibiotice au fost
cei trei factori de risc independenti identificati

3.4.2. Corelatia prezentei tulpinilor DTR cu dificultati de tratament a fost
concluzionata indirect in literatura de specialitate in cercetarile efectuate asupra tulpinilor P.
stuartii de tip MDR. P. stuartii prezintd un risc crescut in infectiile asociate asistentei
medicale fiind un factor de risc pentru contractarea unei infectii cu tulpina DTR, iar asocierea
de proceduri invazive precum cateterismul vezical si ventilatia mecanica scad in mod

semnificativ sansele de supravietuire a pacientilor.
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Din punct de vedere al instalarii fenotipului de tip DTR, in cazul speciilor de Proteeae
se poate aprecia ca membrii acestui grup devin agenti patogeni de tip XDR/PDR, cu
implicatii puternice legate de tratamentul si prognosticul pacientilor, internati preponderent
pe sectii cu risc crescut.

3.4.3. Studiul prezinta date preliminare despre importanta patologiei infectioase
produse de speciile Proteeae cu accent pe P. stuartii si factorii de risc implicati la pacientii
diabetici, date care necesita sa fie confirmate pe un grup populational mai semnificativ si
care necesita noi directii de cercetare.

Desi pacientii diabetici au prezentat mai putini factori de risc infectios si rezistenta
tulpinilor a fost semnificativ mai redusa, supravietuirea nu a diferit de cea a pacientilor fara
diabet, ceea ce atrage atentia asupra implicatiilor diabetului zaharat ca si comorbiditate.
Identificarea tulpinilor P. stuartii de tipul DTR/ESBL au determinat o crestere de minim 2 ori
a probabilitatii de deces, iar prezenta nutritiei nazo-gastrice a triplat-o.

Teza contine 25 figuri (toate, originale), 19 tabele si 217 referinte bibliografice. Pe
parcursul elaborarii tezei de doctorat au fost publicate 5 articole ISI (doua in calitate de autor
principal si unul autor corespondent) si au fost comunicate 8 lucrari sub forma de prezentare

orala sau poster la conferinte nationale si internationale.
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