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REZUMAT

Obiective: Aprecierea in dinamica a sensibilitatii la antibiotice a tulpinilor de E.Coli, Enterobacter sp., Klebsiella sp. Ps.aeruginosa.
Material si metoda: S-a determinat sensibilitatea la antibiotice prin metoda difuzimetrica si/sau cu sistemul API(bioMerieux) la
1275 tulpini de E.Coli, Klebsiella sp., Enterobacter sp., Ps.aeruginosa in perioada 1998-2002 si 2003-2004.

Rezultate: La tulpinile de E.Coli s-a constatat o sensibilitate constanta la antibiotice in cele 2 perioade. La Klebsiella sp. s-a
inregistrat o reducere semnificativa a sensibilitatii la ceftriaxon, ceftazidim, gentamicina in perioada 2003-2004 (p<0,05) si o
crestere a tulpinilor multirezistente si producatoare de ESBL. Majoritatea tulpinilor de Enterobacter sp. au fost sensibile la colistin,
imipenem, amikacina. La Ps.aeruginosa s-a constatat o scadere importanta a tulpinilor sensibile la ceftazidim (37% respectiv
26,6%), ciprofloxacina (46,2% respectiv 32%), amikacina (74,3% respectiv 52%) si o crestere semnificativa a tulpinilor multirezistente
de la 23,75% la 41,3%.

Concluzii: 1. Frecventa scazuta a sensibilitatii tulpinilor studiate la cefalosporine gen.lll, gentamicina si ciprofloxacina. 2. Cresterea
in dinamica a tulpinilor multirezistente sau producdtoare de ESBL. 3. Se impune un program de supraveghere a sensibilitatii/
rezistentei la nivel regional si national.

Cuvinte cheie: sensibilitate la antibiotice, E.Coli, Enterobacter sp., Klebsiella sp. Ps. aeruginosa

—— ABSTRACT

Objectives: The aim of the study is to determine the antimicrobial susceptibility of E.Coli, Enterobacter sp., Klebsiella sp., Ps
.aeruginosa.

Methods: Antibiotics susceptibility testing was performed by disk diffusion method and/or with AP| system according to NCCLS
guidelines for E.Coli, Klebsiella sp., Enterobacter sp., Ps .aeruginosa.

Results: Our results demonstrated the same antibiotics susceptibility of E.Coli in the periods studied. The study showed a
significant decreasing in susceptibility of Klebsiella sp. for ceftriaxone, ceftazidime, gentamicin between 2003-2004 (p<0,05) and
increasing of multi-drug-resistant strains. The majority of Enterobacter sp.strains were susceptible for colistin, imipenem and
amikacin. In Ps.aeruginosa it was an important decreasing of the susceptibility for ceftazidime (37% vs.26,6%) ciprofloxacin
(46,2% vs.32%) , amikacin (74,3% vs.52%) and a significant increasing of multi-drug-resistant strains from 23,7% to 41%.
Conclusions: 1. The decreasing frequency of the strains susceptibility to cephalosporin gen.lll, gentamicin, ciprofloxacin. 2. The
increasing of the multi-drug-resistant and ESBL strains. 3. It is necessary surveillance programme of the antibiotics susceptibility
and resistance at regional and national level.
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INTRODUCERE ora actuald bolile infectioase reprezintd o problema
majord pentru sdndtate datoritd fenotipurilor de
rezistentd la care nu se mai pot aplica protocoalele
terapeutice clasice (3).

O cauza importantd a esecului terapeutic in
infectiile cu bacilli Gram-negativ (BGN) o con-
stituie rezistenta bacteriana la antibiotice. Presi-
unea de selectie a antibioticelor, prin efecte directe
si indirecte, a determinat o crestere a frecventei
infectiilor comunitare sau nosocomiale cu tulpini
rezistente si multirezistente (1,2). Antibiotico-

OBIECTIVE

Scopul studiului este aprecierea in dinamica a
sensibilitdtii la antibiotice a tulpinilor de E.Coli,

terapia excesiva reduce biodiversitatea bacteriana
favorizand colonizarea gazdei umane cu germeni
oportunisti rezistenti la diverse antimicrobiene. La

Ps.aeruginosa, Enterobacter sp., Klebsiella sp. si
compararea datelor obtinute in perioada 1998-
2002 si 2003-2004. Rezultatele sunt utile in
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alegerea antibioticoterapiei de prima intentie dar
si in corelarea rezistentei cu factorii favorizanti de
aparitie sau rdaspandire.

MATERIAL SI METODA

Au fost incluse in studiu tulpinile comunitare
si nosocomiale de E.Coli, Klebsiella sp., Ps.
aeruginosa, Enterobacter sp., izolate si identificate
in laboratorul Clinicii de Boli Infectioase Cluj-
Napoca in perioada 1998-2002 si 2003-2004.
Bacteriile au fost izolate din: hemoculturi, din
catetere venoase centrale, LCR, sputa/aspirat
traheal, lichid pleural, urina, din secretiile puru-
lente, lichid pericardic, ascita. Hemoculturile s-au
realizat Tn sistem automat BacT/Alert. Au fost
incluse doar cazurile la care cel putin 2 hemo-
culturi au fost pozitive. In situatia cateterelor
venoase, a aspiartului traheal §i a uroculturii s-a
utilizat metoda semicantitativd. Identificarea tul-
pinilor s-a realizat pe baza caracterelor de culturd,
biochimice si/sau cu sistemul API(bioMerieux).
Sensibilitatea si rezistenta la diferite antibiotice s-
a efectuat difuzimetric si/sau cu sistemul API
(bioMerieux). Interpretarea testelor de sensibilitate
in vitro a delimitat 3 categorii cu semnificatie
clinica: sensibil (S), rezistent (R), intermediar (I).

Antibiograma s-a realizat Tn conformitate cu cerin-
tele NCCLS reactualizat 1n fiecare an. Detectarea
betalactamazelor ESBL la E.Coli si Klebsiella sp.
s-a efectuat prin metoda screening difuzimetrica
utilizand discuri cu ac.clavulanic, tazobactam
ceftriaxon, ceftazidim, cefoxitin, aztreonam, con-
form protocoalelor existente. Desi nu este stan-
dardizatd, prin aceeasi metodd s-a determinat
prezenta ESBL la Enterobacter sp., Ps.aeruginosa.
Analiza statisticd a datelor obtinute a fost realizati
cu programul EPIINFOG6.

REZULTATE

Studiul a cuprins 1275 de tulpini de E.Coli,
Ps.aeruginosa, Enterobacter sp., Klebsiella sp.,
respectiv 799 in perioada 1998-2002 si 476 in
perioada 2003-2004. in intervalul 1998-2002 s-
au nregistrat 409 tulpini de E.Coli, 110 tulpini de
Klebsiella sp., 120 tulpini de Enterobacter sp. si
160 tulpini de Ps.aeruginosa. in intervalul 2003-
2004 s-au inregistrat 238 tulpini de E.Coli, 102
tulpini de Klebsiella sp., 61 tulpini de Enterobacter
sp. si 75 tulpini de Ps.aeruginosa. Datele privind
sensibilitatea speciilor bacteriene la antibiotice
precum si prezenta betalactamazelor sunt redate
in tabelele 1, 2, 3, 4 si figurile 1, 2, 3, 4.

Tabelul 1.
Sensibilitatea in vitro a 647 tulpini de E.Coli

Caracteristici | Sensibilitatea in perioada Sensibilitatea in perioada Sensibilitatea in perioada
1998-2004 1998-2002 2003-2004
647 tulpini 409 tulpini 238 tulpini
Antibiotic Nr. tulpini S % Nr. tulpini S % Nr. tulpini S %
Ampicilina 210 32,5% 123 30% 87 36,5%
Amoxicilina/clav. 491 75,8% 310 75,8% 181 76%
Cefuroxim 524 81% 331 81% 193 81%
Ceftriaxon 542 83,7% 339 83% 203 85,3%
Ceftazidim 555 85,8% 348 85% 207 87%
Gentamicina 548 84,7% 352 86% 196 82,3%
Amikacina 582 90% 364 89% 218 91,6%
Ciprofloxacina 540 83,5% 339 83% 201 84,5%
Imipenem 646 99,8% 409 100% 237 99,6%
Colistin 647 100% 409 100% 238 100%
ESBL 51 7,8% 31 7,6% 20 8,4%
Tulpini multi- 48 7,4% 31 7,5% 17 71%
rezistente
100% 1
80% -
60% -
40% 1
20% -
0% - - - - — —y
ampic. | amox./cl| cefurox.| ceftriax.| ceftazd.| genta. | amika. | ciprofl. | imipen. | colistin
01998-2002| 30% | 75.80%| 81% | 83% | 85% | 86% | 89% | 83% | 100% | 100%
[02003-2004 | 36.50%| 76% 81% 85.30%| 87% 82.30%| 91.60% | 84.50%| 99.60%| 100%
Figura 1.

Sensibilitatea in vitro a 647 tulpini de E.Coli
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Tabelul 2.
Sensibilitatea in vitro a 212 tulpini de Klebsiella sp.
Caracteristici | Sensibilitatea in perioada | Sensibilitatea in perioada Sensibilitatea in perioada
1998-2004 1998-2002 2003-2004
212 tulpini 110 tulpini 102 tulpini
Antibiotic Nr. tg”plnl % N tulpini S % Nr. tglplnl %
Amoxicilina/clav. 77 36,3% 40 36% 37 36%
Cefuroxim 81 38,2% 42 38% 39 38,2%
Ceftriaxon 112 52,8% 66 60% 46 45% | p=0,02
Ceftazidim 121 57% 73 67% 48 47% | p=0,004
Gentamicina 123 58% 72 66% 51 50% | p =0,002
Amikacina 149 70,3% 79 72% 70 68,8%
Ciprofloxacina 145 68,4% 81 74% 64 62,7%
Imipenem 212 100% 110 100% 102 100%
Colistin 212 100% 110 100% 102 100%
ESBL 56 26,4% 23 21% 33 32,3%
Tulpini multi-rezistente 49 23,1% 24 21,8% 25 24.5%
100% -
80% -

60% -

40% -

20% A
0%

amox./cl |cefurox. |ceftriax. | ceftazd. | genta. | amika. | ciprofl. | imipen. | colistin

[0 1998-2002 36% 38% 60% 67% 66% 72% 74% 100% | 100%
[02003-2004 36% |38.20% | 45% 47% 50% |68.80% |62.70% | 100% | 100%

Figura 2.
Sensibilitatea in vitro a 212 tulpini de Klebsiella sp.

Tabelul 3.
Sensibilitatea in vitro a 181 tulpini de Enterobacter sp.
Caracteristici Sensibilitatea in Sensibilitatea in Sensibilitatea in perioada
perioada 1998-2004 perioada 1998-2002 2003-2004
181 tulpini 120 tulpini 61 tulpini
Antibiotic Nr. tglpini % Nr. t;lpini % Nr. tglpini %
Ceftriaxon 86 47,5% 60 50% 26 42,6%
Ceftazidim 106 58,5% 72 60% 34 55,7%
Gentamicina 107 59,1% 79 66% 28 46%
Amikacina 137 75,7% 88 73% 49 80%
Ciprofloxacina 146 80,6% 100 83% 46 76%
Imipenem 181 100% 120 100% 61 100%
Colistin 164 90,6% 120 100% 61 100%
Posibil ESBL 29 16% 11 9,1% 18 29,5% | (p =0,006)
(p = 0,0006)
Tulpini multi-rezistente 26 14,3% 16 13,3% 10 16,4%
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100% A
p = 0,009
80% - i
60% -
40% -
20% -
0%
ceftriax. ceftazd. genta. amika. ciprofl. imipen. colistin
[J1998-2002 50% 60% 66% 73% 83% 100% 100%
[J2003-2004 42.60% 55.70% 46% 80% 76% 100% 100%
Figura 3.
Sensibilitatea in vitro a 181 tulpini de Enterobacter sp
Tabelul 4.
Sensibilitatea in vitro a 235 tulpini de Ps.aeruginosa
Caracteristici Sensibilitatea in Sensibilitatea in Sensibilitatea in perioada
perioada 1998-2004 perioada 1998-2002 2003-2004
235 tulpini 160 tulpini 75 tulpini
Antibiotic Nr. o Nr. o Nr. o
tulpini S A tulpini S A tulpini S %
Ceftriaxon 13 5,5% 10 6,3% 3 4%
Ceftazidim 79 33,6% 59 37% 20 26,6%
Gentamicina 75 32% 55 34,4% 20 26,6% | p = 0,009
Amikacina 158 67,2% 119 74,3% 39 52%
Ciprofloxacina 98 41,7% 74 46,2% 24 32%
Imipenem 195 83% 133 83% 62 82,6%
Colistin 226 96,2% 152 95% 74 98,6%
Posibil ESBL 33 14% 21 13,1% 12 16%
Tulpini multi-rezistente 69 29,3% 38 23,7% 31 41,3% | p=0,005
100% - p = 0,0006 e
80% - l
60% -
40% -
20% -
0°/° . . . . . . .
ceftriax. | ceftazd. genta. amika. ciprofl. imipen. colistin
[ 1998-2002 6.30% 37% 34.40% | 74.30% | 46.20% 83% 95%
[12003-2004 4% 26.60% | 26.60% 52% 32% 82.60% | 98.60%

DISCUTII

Selectarea si rdspandirea tulpinilor rezistente la
antibiotice rdméne o problemd clinicd importanta.
Bacilii Gram-negativ prezintd numeroase meca-
nisme de rezistentd, plasmidice sau cromozomiale,
constitutive sau inductibile: prezenta betalacta-
mazelor sau a enzimelor de modificare a moleculei
de antibiotic, impermeabilitatea membranei ex-

Figura 4.
Sensibilitatea in vitro a 235 tulpini de Ps.aeruginosa

terne, sistemele de eflux, modificari ale moleulelor
tintd (2,3,4,5,6,7). Varietatea mecanismelor bio-
chimice, determinismul genetic al rezistentei si
presiunea de selectie a antibioticelor au determinat
o prevalenta crescutd a tulpinilor de BGN rezis-
tente la antibiotice. Raportarea periodicd a sensi-
bilitdtii diferitelor bacterii la antibiotice constituie
un obiectiv major 1n instituirea unei terapii de
prima intentie adecvatd, 1n realizarea ghidurilor
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terapeutice in conformitate cu fenotipul de rezis-
tentd intr-un areal geografic si in realizarea unei
strategii de prevenire a rezistentei. In studiul pre-
zent acuratetea datelor obtinute se bazeazd pe nu-
marul mare de tulpini de bacili Gram-negativi tes-
tate precum si realizarea antibiogramei in confor-
mitate cu cerintele NCLLS. La tulpinile de E.Coli
izolate s-a constatat o frecventd scdzutd a sensi-
bilitdtii la ampicilind si amoxicilina/clavulanat, spre
deosebire de rezultatele inregistrate de majoritatea
statelor participante la programul EARSS (8).
Aceste rezultate sunt probabil consecinta utilizarii
indelungate si excesive a acestor antibiotice cu
selectarea 1n timp a tulpinilor rezistente (atit co-
munitar cdt si nosocomial). Desi tulpinile de E.Coli
s-au izolat cel mai frecvent 1n infectiile cu BGN,
nu s-au constatat diferente semnificative compa-
rand sensibilitatea 1n cele doud perioade (p > 0,05),
respectiv se remarcd o sensibilitate constantda in
timp. De asemenea prezenta betalactamazelor
ESBL a fost constant scazuta 1n cele doud perioade
(7,6% respectiv 8,4%). La tulpinile de Klebsiella
sp., si Enterobacter s-a constatat o frecventd
carbapenemelor. In cazul speciilor de Klebsiella
s-a inregistrat o reducere semnificativa a sensibi-
litdtii la ceftriaxon, ceftazidim si gentamicina
comparand cele doud intervale de timp studiate
(p = 0,029, p = 0,004 respectiv p = 0,02). Acest
fapt subliniazd o utilizare excesivd a acestor anti-
biotice si selectarea tulpinilor cu rezistentd prin
mecanism enzimatic sau prin realizarea pompelor
de eflux. Unii autori au constatat prezenta genelor
ce confera rezistenta enzimatica la betalactamine
si aminoglicozide la nivelul aceleiasi plasmide. De
asemenea in cele 2 perioade studiate, la tulpinile
de Klebsiella sp. s-a inregistrat o prevalentd
crescutd a betalactamazelor ESBL (21% respectiv
32,3%) si a tulpinilor multirezistente (21,8%
respectiv 24,5%), posibil datoritd ponderii im-
portante a infectiilor nosocomiale si a selectarii
tulpinilor cu diverse mecanisme de rezistentd. Ma-
joritatea tulpinilor de Enterobacter sp. au fost
sensibile la colistin, imipenem, amikacina si cipro-
floxacina, nregistrandu-se o scidere semnificativa
a sensibilitdtii la gentamicind (p = 0,009) 1n pe-
rioada 2003-2004. Desi nesemnificativ statistic,
s-a constatat scdderea tulpinilor sensibile la cipro-
floxacina (de la 83% la 76%). Rezistenta fatd de
cefalosporine a fost partial determinatd de prezenta
betalactamazelor ESBL (9,1% respectiv 29,5%).
Compararea frecventei betalactamazelor ESBL 1n
cele 2 perioade relevd diferente semnificative
statistic (p = 0,0004). Aceste rezultate referitoare

la ESBL nu sunt certe prin lipsa unui protocol de
identificare difuzimetrica double-disk. Asocierea
betalactamazelor cu alte mecanisme de rezistentd
enzimatice sau prin eflux au determinat prezenta
tulpinilor multirezistente (13,3% respectiv 16,4%).
Ps.aeruginosa, bacterie ubiquitara, ridicd pro-
bleme majore de tratament antibiotic mai ales in
infectiile nosocomiale, constatindu-se o frecventd
(37% respectiv 26,6%), ciprofloxacina (46,2% res-
pectiv 32%) si amikacina (74,3% respectiv 52%).
Sensibilitatea scazutd la ciprofloxacina este con-
secintd utilizdrii excesive a fluoroquinolonelor 1n
infectii urinare, digestive si repiratorii. La Ps. aeru-
ginosa apare mai rapid rezistenta de nivel crescut
la ciprofloxacina, spre deosebire de enterobac-
teriacee, fiind suficientd o singurd mutatie cro-
mozomiald. Desi nu este stabilit un protocol de
detectare difuzimetricd a betalactamazelor ESBL
la tulpinile de Ps.aeruginosa, utilizand testul
screening double-disk am suspicionat prezenta
ESBL 1n 13,1% respectiv 16% din cazuri. O altd
cauzd posibild a rezistentei la cefalosporine este
prezenta pompelor de eflux sau alterarea porinelor,
cu atdt mai mult cu cit am constatat o pondere
importantd a tulpinilor multirezistent de Ps. aeru-
ginosa. Comparéand datele celor doud intervale de
timp se remarcd scdderea semnificativd a sensibi-
litdtii la amikacina de la 74,3% la 52% (p = 0,0006)
si cresterea semnificativa a tulpinilor multirezis-
tente de la 23,75% la 41,3% (p = 0,005). Ca si in
cazul celorlalte bacterii Gram-negativ, multirezis-
tenta la antibiotice apare prin asocierea diferitelor
mecanisme de rezistentd, rdspandirea ei fiind fa-
cilitatd de transferul plasmidic sau prin transposoni
a genelor de rezistenta si presiunea de selectie a
antibioticelor mai ales in serviciile de terapie in-
tensivd (9,10,11). S-a constatat o frecventd alar-
sp., Enterobacter sp. si Ps.aeruginosa la diferite
antibiotice comparativ cu alte studii multicentrice
(12,13,14). In general la tulpinile testate s-a in-
registrat o pondere importantd a cazurilor cu sensi-
bilitate la imipenem si colistin cu o sensibilitate
usor crescutd a colistinului fata de imipenem. Indi-
catiile terapeutice ale colistinului sunt destul de
restrictive datoritd efectelor nefrotoxice si cunoas-
terea doar partiald a farmacodinamiei sau farma-
cocineticii in vivo (intra- si extracelular). Utilizarea
excesiva a antibioticelor a facilitat atit castigarea
cat si rdspandirea rezistentei n flora bacteriana
endo- sau exogend. Rezistenta la antibiotice re-
prezintd un mecanism adaptativ de supravietuire
a bacteriei in conditii de stress. In era moderni a
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medicinii bolile infectioase sunt o problema im-
portantd de sdndtate prin diversitatea fenotipurilor
de rezistentd netratabile prin clasicile protocoale
terapeutice. De asemenea se constatd la ora actuald
o crestere a infectiilor cronice cu oportunisti re-
zistenti la multiple antibiotice. Factori deosebit de
importanti Tn reducerea rezistentei dar in general
neglijati in practica medicald sunt: igiena micro-
climatului si a mainilor, protejarea florei normale
endogene, utilizarea rationald a antibioticelor cu
spectru larg sau ultralarg si doar la indicatia
infectologului, profilaxia infectiilor prin vaccinare
la bolnavii imunocompromisi. De asemenea stra-
tegiile de prevenire a rezistentei includ utilizarea
in viitor a unor antibiotice bactericide fatd de
tulpinile rezistente prin betalactamaze dar capabile
sd selecteze tulpinile sensibile, noi familii de anti-
biotice cu alte mecanisme de actiune respectiv alte
molecule tintd, utilizarea unor substante cu rol inhi-
bitor asupra pompelor de eflux sau fatd de beta-
lactamazele de clasa C (15).
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