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A. Problema fundamentala

In contextul cresterii rezistentei fati de antibiotice/chimioterapice antimicrobiene,
sunt necesare noi metode rapide de detectie a rezistentel pentru instituirea unor masuri
precoce de igiend si de interventie terapeuticd. La ora actuald sunt descrise o serie de
microdilutiilor n bulion fiind considerata standardul de aur.

Printre patogenii cu cel mai important impact clinic §i a cdror detectie trebuie
realizatd de urgentd se numard Staphylococcus aureus rezistent la meticilind (MRSA) si
enterobacteriile rezistente la carbapenemi (prin productia de carbapenemaze sau prin alte
mecanisme). in acest context, susceptibilitatea enterobacteriilor fatd de aminoglicozide este
de asemenea importanta, detectia sa precoce putand ghida terapia antibiotica.

Potrivit ghidurilor terapeutice, initierea antibioterapiei empirice se realizeazd pe
baza mai multor factori, cum ar fi:

- Starea clinica a pacientului, respectiv severitatea bolii

- Factorii de risc individuali ai pacientului ce pot fi asociati cu esecul terapeutic /

existenta unei infectii cu germeni rezistenti

- Antibiograma locala, de spital / unitatea clinicd in care este tratat pacientul,

tinandu-se seama de epidemiologia locala (1)

Astfel, una din problemele fundamentale in abordul terapiei antiinfectioase trebuie
sd tind seama de nivelul ,,de fond” al rezistentei in sectia unde pacientul este tratat.
Spitalele clinice din Roméania nu au o activitate sustinutd de supraveghere epidemiologica a
rezistentei. Insi, prin datele colectate de la ,spitale santineld” care raporteaza
susceptibilitatea antibioticd a infectiilor invazive, existd raportari internationale care
prezinta cifre ingrijoratoare. (2)

Urmeaza izolarea agentului etiologic responsabil de infectie si testarea
de EUCAST si CLSI, necesita cel putin 18-24 de ore pentru a putea fi interpretate. Foarte
recent, EUCAST a publicat un tabel cu praguri interpretative pentru citirea la 4, 6,

respectiv 8 ore. (3)
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Microcalorimetria diferenfiala izotermd are la baza efectele Seebeck si Peltier, ce
implicd convertirea, In cadrul unui termocuplu, a diferentei de temperaturd in diferentd de
potential si invers. (4,5) ,,Componentele cele mai importante ale acestui tip de calorimetru
sunt elementul de incalzire/racire care este o pila Peltier ce transforma energia electrica
aplicatd in caldurd degajata sau absorbita folosind efectul Peltier si senzorul de temperatura
care transforma diferenta de temperaturd in semnal electric folosind efectul Seebeck prin
intermediul unei calibrari este transformat de un software in flux de caldurd ce este
reprezentat grafic in functie de timp.” (6)

Lucrarea de fatd propune dezvoltarea unei antibiograme microcalorimetrice in timp
real, un domeniu incd neexplorat in literatura de specialitate.

Ipoteza de lucru este reprezentatd de posibilitatea de exploatare a
microcalorimetriei izoterme pentru a obtine informatii in timp real privind raspunsul
metabolic al microorganismului de cercetat In interactiunea cu un antibiotic/chimioterapic.

Pentru a explora acesta ipoteza s-au efectuat o serie de studii:

- epidemiologice, pentru descrierea nivelului de rezistentd la antibiotice a
microorganismelor ESKAPE

- de laborator, Tmbinand metode clasice (determinarea concentratiei minime
inhibitorii conform protocolului EUCAST) si experimentale (monitorizarea in timp
real a interactiunii microorganismului de studiat cu antibiotice/chimioterapice
antimicrobiene folosind microcalorimetria izoterma)

- dezvoltarea unui protocol de detectie fenotipica a activitatii de carbapenemaza ce
scurteazd timpul de necesar pentru interpretarea rezultatului la doar 3 ore (fata de

6-8 ore cat a fost raportat initial), tindnd cont de detectia raspunsului tulpinii E. coli

ATCC 25922 la meropenem.

Studiile, obiectivele specifice fiecarui studiu, metodologia de cercetare individuala

se regaseste in sectiunea Contribufii personale.
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B. Contributii personale

1. Rezistenta la antibiotice intr-un spital de pneumologie din Roménia

1.1. Ipoteza i obiective specifice

Ipoteza de lucru a acestui studiu este reprezentata de faptul c@ un spital tertiar de
pneumologie va avea o epidemiologie particulard 1n ceea ce priveste microorganismele cel
mai frecvent implicate in patologie si a rezistentei acestora la antibiotice.
Microorganismele ESKAPE au fost investigate datoritd importantei lor epidemiologice,
fiind frecvent implicate in infectii severe si avand un risc ridicat de a dezvolta si
achizitiona rezisten{d antimicrobiana.

Obiectivul specific este descrierea nivelului rezistentei la antibiotice a unui centru
tertiar de pneumologie din Romania, obiectiv ce se inscrie in obiectivele generale ale tezei,
generand informatii legate de nivelul de rezistenta locald si stabilind bazele pentru

cercetarile de laborator intreprinse de doctorand.

1.2. Materiale §i metode

Am efectuat un studiu retrospectiv al antibiogramelor microorganismelor ESKAPE
(Enterococcus spp, Staphylococcus aureus, Klebsiella spp, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa $1 Enterobacter spp.) izolate intre 2010 si 2015 in Institutul
National de Pneumoftiziologie Marius Nasta (INPMN) din Bucuresti. Toate testele de
susceptibilitate la antibiotic au fost efectuate prin metoda Kirby-Bauer pe mediu de agar
Miieller-Hinton si interpretate conform punctelor de referintd ale EUCAST si CLSI din
2016.

Doar izolatele provenind de la pacienti adulti (> 18 ani) au fost selectate pentru
analizd. De asemenea, numai probele izolate din produse patologice respiratorii (sputa,

sputa indusa, aspirat bronsic, lavaj brongic) au fost incluse in studiu.

1.3. Rezultate

Pe parcursul a 6 ani (2010-2015), laboratorul de microbiologie din INPMN a primit

4683 de tulpini incadrate in genurile ESKAPE. In urma aplicarii criteriilor de selectie, au



fost analizate 61% dintre acestea (un total de 2859 de tulpini). Numarul mic de tulpini de
Enterobacter spp. (n=2) a condus la excluderea acestora din studiu. Datoritd numarului mic
si a faptului ca majoritatea tulpinilor au fost izolate din infectii urinare, nici tulpinile de
Enterococcus spp. nu au fost incluse in analiza finald. In perioada 2010-2015 au fost
analizate 573 de tulpini de S. aureus, 466 tulpini de Klebsiella spp., 503 tulpini de
Acinetobacter baumannii 1 1296 de tulpini de Pseudomonas aeruginosa. Dintre acestea,
Pseudomonas aeruginosa a fost patogenul cel mai frecvent izolat in timp ce Acinetobacter
baumannii fost patogenul intdlnit predominant pe sectiile de Anestezie si Terapie Intensiva
(ATI).

Din totalul tulpinilor testate la cefoxitin pentru identificarea tulpinilor de MRSA
(68.74%, n=394), majoritatea erau rezistente la meticilind (58,12%, n=229), 85% dintre
tulpini fiind izolate din sectiile de ATI/Chirurgie (Figura 1.1). In ceea ce priveste
Klebsiella spp., au fost testate de rutind doud carbapeneme, imipenem $i meropenem,
Dintre cele doua, rezistenta globald fatd de meropenem s-a dovedit mai redusa
(aproximativ 11%). Cu toate acestea, desi rezistenta pe Sectiile Medicale s-au menfinut la
un nivel scdzut si constant, pe sectiile de ATI/Chirurgie rezistenta a fost variabild, depasind
uneori §i 50%. (Figura 1.2). In cazul Acinetobacter baumannii, rezistenta fati de
carbapeneme este de asemenea extrem de ridicatd, observandu-se nivele de peste 50% atat
pe sectiille Medicale cat si pe cele de ATI/Chirurgie. (Figura 1.3) In ceea ce priveste
tulpinile de Pseudomonas aeruginosa, diferentele intre sectiile Medicale si cele de
ATI/Chirurgie sunt extrem de importante pentru majoritatea antibioticelor testate cu
excepfia colistinului, nivelele de rezisten{d din sectiile de ATI/Chirurgie fiind de doua ori

mai mari comparativ cu cele Medicale. (Figura 1.4)
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Acinetobacter baumannii
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Figura 1.4. Barplot ce prezinta variabilitatea rezistentei Inregistrate intre sectiile Medicale si
ATI/Chirurgie a tulpinilor de Pseudomonas aeruginosa

1.4. Concluzii

Studiul de fatd certifica datele din literatura de specialitate referitoare la nivelul

ingrijorator de ridicat al rezistenfei antimicrobiene si ridicd intrebdri legate de optiunile



terapeutice disponibile. De asemenea, identificd microorganismele cu importantad

epidemiologica maxima si nivelul de rezistenta la antibiotice.

2. Dezvoltarea unui protocol microcalorimetric de evaluare a
interactiunii In timp real a aminoglicozidelor cu Escherichia coli folosind

celule de mixaj

2.1. Ipoteza i obiective specifice

Progresul din ultimii ani a facut ca domeniul microbiologiei medicale sa devina o
specialitate practicatd n timp real, oferind informatii pretioase clinicianului, atat prin
rezultatele care sunt comunicate secvential cat si prin consulturile interdisciplinare de
diagnostic si terapie. (7) Microcalorimetria izoterma este o metoda neinvaziva, mai
sensibild decat metodele optice uzual utilizate in microbiologie (nefelometria,
spectrofotometria, etc). Astfel, microcalorimetria a fost folositd pentru a exploata

Studiul prezinta doud obiective specifice:

1. Dezvoltarea unui protocol microcalorimetric preliminar de evaluare a

interactiunii in timp real a aminoglicozidelor cu Escherichia coli ATCC 25922.

2. Studierea factorilor care influenteaza protocolul si optimizarea parametrilor

tehnici.
2.2. Materiale si Metode

Pentru acest studiu s-a folosit tulpina ATCC 25922 de Escherichia coli, sensibila la
aminoglicozide, ce prezintd o termograma bine definita atit in literatura internationala cat
si bine cunoscuta echipei, ea fiind evaluata in cadrul unor studii anterioare. (9)

Concentratia Minima Inhibitorie (CMI) a fost determinat folosind standardul ISO
20776-1 prin tehnica micro-/macrodilutiilor (10) si interpretat conform pragurilor
EUCAST. (11)

CMI-ul modificat a fost determinat folosind tehnica macrodilutiilor $i interpretat
,»pereche” cu concentratia minimd inhibitorie obtinuta prin metoda clasica. Mediul folosit a

fost TSB. Tulpina investigata a fost crescuta peste noapte la 37 °C pe mediu TSA. O
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colonie izolatd a fost resuspendata in 2500 pL de mediu TSB la o densitate de 0,1
McFarland, urmand apoi ca suspensia sa fie diluata 1/100. Cultura a fost incubata, cu
monitorizare nefelometricd din ord in ord pana la atingerea pragului de 0,5 McFarland
(Figura 2.1). Intr-un mod similar, s-a recurs la evaluarea unui CMI modificat folosind

bulion Miieller-Hinton (Miieller Hinton Broth, MHB).
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Figura 2.1. Schema privind modul de pregérire a antibioticului in vederea determinarii

susceptibilitatii la antibiotice conform protocolului experimental. IMF - indice McFarland

Intr-o incercare de optimizare a timpului de obtinere a rezultatelor tulpina
investigatd a fost crescuta peste noapte la 37 °C pe mediu TSA. Pentru optimizare, desi
s-au efectuat teste preliminare folosind mediul TSB, s-a decis efectuarea inregistrarilor
microcalorimetrice exclusiv cu mediu MHB - pentru mai buna standardizare a metodei si
eliminarea unor variabile suplimentare ale sistemului experimental. In cazul
experimentelor microcalorimetrice, tip mixing, in momentul obiectivarii nefelometrice a
cresterii (martor de crestere incubat in paralel cu experimentul microcalorimetric), se
recurge la adaosul de antibiotic prin actionarea pistonului.

In acest studiu au fost utilizate doud microcalorimetre diferentiale, cu un canal de

inregistrare si un canal referintd, modele Setaram micro-DSC III si micro-DSC 7 Evo,



pentru inregistrarea semnalului microcalorimetric. Aparatele au fost echilibrate termic prin

deschidere cu cel putin o ora inainte de debutul experimentului.

Figura 2.2. Microcalorimetru Setaram Figura 2.3. Microcalorimetru Setaram
MicroDSC III MicroDSC 7 Evo
2.3. Rezultate

2.3.1. Anatomia cresterii microcalorimetrice

Termograma tipica a culturii de Escherichia coli ce prezintd un model crestere cu

doua maxime de intensitate (varfuri, peaks) este prezentata in Figura 2.4.(6)
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Figura 2.4. Grafic de evolutie al fluxului de caldura a unei culturi de Escherichia coli,

neinhibate. Raportul dintre intensitatea primului si celui de-al doilea flux de caldura este

dependenta de volumul de culturd din cuva microcalorimetrica. (9)

2.3.2. CMlI-ul determinat conform protocolului EUCAST

protocolului modificat

si conform

In urma experimentelor efectuate in mediul Miieller Hinton cu gentamicina, CMI-ul

a fost determinat a fi 1 pg/mL. Acest fapt a fost sustinut si de alte articole care au raportat

rezultate similare folosind protocolul standard - Figura 2.5. (8,12)
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Figura 2.5. Grafic adaptat dupa studiul semnat de von Ah si colaboratori, cu privire la

protocolul CLSI clasic, adaptat microcalorimetric. (8)

In cazul protocolului modificat, rezultatele obtinute aratd o diferentd importanti a

concentratiei minime inhibitorii determinate in functie de mediul folosit si de modul de

obtinere a densitatii de 0,5 unitati McFarland (Tabel II1.1).

Tabel II.1. Rezultate ale determinarilor CMI, luand in calcul doud medii de cultura si doua

metode de pregatire ale inoculului testat.

Concentratia de

cpee . Mediu | Concentratia de antibiotic
Conditii experimentale . e e "
’ folosit antibiotic in cuva
calorimetrica

Crestere de la 0,1 unitati McFarland, | TSB 400 pg/0,5 mL 100 pg/100 puL
dilutie 1/100
Crestere de la 0,3 unitati McFarland TSB 200 pg/0,5 mL 50 ng/100 pL
Crestere de la 0,1 unitati McFarland, | MHB 100 pg/0,5 mL 20 ng/100 pL
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dilutie 1/100

Crestere de la 0,3 unitati McFarland | MHB 50 pg/0,5 mL

10 pg/100 pL

2.3.3. Rezultatele experimentelor microcalorimetrice

Rezultatele cresterii nefelometrice au fost replicate si

prin inregistrari

microcalorimetrice. Nu s-a identificat o diferentd semnificativa a timpului necesar pana la

obtinerea aceleiasi densitati optice in cele doud sisteme de crestere (p > 0,05). Evolutia

termica a culturii de Escherichia coli ATCC 25922 a putut fi urmarita in timp real, dupa

addugarea si omogenizarea mediului cu antibiotic - Figura 2.6.
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—— 40 ug gentamicina
0.15

€ 0.10

HF
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Figura 2.6. Suprapunerea experimentelor de tip mixing. Crestere neinhibata a unei culturi

cu densitate initiald de 0,1 unitati McFarland, diluata 1/100. Supraveghere nefelometrica

paraleld pana la o densitate optica de 0,5 unitati McFarland. Se observa evolutia diferita in

functie de concentratia antibioticului cu care s-a efectuat amestecarea. Ilustratia a fost

raportatd initial In teza de doctorat a dr. Zaharia Dragos Cosmin si reprezinta efortul comun

de cercetare-dezvoltare in cadrul laboratorului, fiind folositd cu acordul sau. (6)

2.3.4. pH-ul mediului de cultura in momentul adaugérii antibioticului

Modificarile  pH-ului sunt datorate = metabolismului

fermentativ  al

microorganismelor. Scaderea pH-ului este direct proportionald cu cresterea bacteriana,

descriind un model liniar - Figura 2.7.
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Figura 2.7. Scadere liniara a pH-ului culturii bacteriene datorata metabolismului
fermentativ. Se observa faptul ca, la atingerea densitatii optice de 0,5 unitati McFarland,

pH-ul mediului a scdzut cu mai mult de 0,25 de unitati.

2.3.5. Optimizarea protocolului de obtinere a unui CMI modificat

In etapa urmatoare, s-a testat posibilitatea de crestere a microorganismelor folosind
sistemul de celule tip mixing cu inocul de pornire de 0,3 unitati McFarland, obtinut prin
resuspensie directd a microorganismelor. Aceste rezultate se sprijind pe modificarile
pH-ului documentate in sectiunea 2.3.4 si urmdresc ,,administrarea” antibioticului In
intervalul 7.2 - 7.4, conform recomandarilor CLSI si EUCAST.

In Figura 2.8, se observd suprapunerea a douid termograme - curba de culoare
albastra reprezintd o crestere neinhibatd cu inocul resuspendat la o densitate de 0,3 unitati
McFarland. O termograma a interactiunii tulpinii E. coli ATCC 25922 in MHB cu

antibiotic Intr-o concentratie egald cu CMI este reprezentatd cu culoarea verde.
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Figura 2.8. Comparatie a termogramelor microcalorimetrice obtinute prin inregistrarea unei
cresteri de Escherichia coli fard mixing (traseu albastru - Martor de crestere) si cu mixing al

unei cantitati de antibiotic egald cu CMI (traseu verde - 10 pg gentamicina).
2.4. Discutii

In acest prim studiu microcalorimetric s-au trasat unele dintre principiile
fundamentale pentru efectuarea si optimizarea protocolului experimental de investigare
microorganismelor cu antibiotice / chimioterapice. Microcalorimetria izoterma permite
detectia rapida a cresterii microorganismelor, dar, actualmente, timpul necesar pana la
detectia CMI varianza intre 4 si 15 ore pentru microorganismele uzuale. (8,13,14)
Folosirea microcalorimetrelor multicanal permite evaluarea simultana a unor doze multiple
de antibiotic, oferind un rezultat fiabil al CMI, ,,sacrificaind” timpul de detectie.

Noutatea protocolului consta in doud elemente:

- testarea unui inocul bogat de microorganisme (1,5 x 10 CFU/mL) fata de cel
standardul EUCAST (5 x 10° CFU/mL).

- interpretarea rezultatelor se face prin analiza in timp real a fluxului de
cialdura (a activitatii metabolice) a microorganismelor, prin comparatie cu metoda

standard: aceea de evalua timpul necesar pana la detectia cresterii.
2.5. Concluzii

Microcalorimetria izoterma reprezintd o metodd de monitorizare in timp real a

cresterii microbiene si a raspunsului in timp real a culturii bacteriene.

3. Optimizarea si validarea protocolului microcalorimetric de evaluare a
interactiunii In timp real a aminoglicozidelor cu Klebsiella pneumoniae

folosind celule de barch

3.1. Ipoteza si obiective specifice

In baza experimentelor initiale cu Escherichia coli si gentamicina, dar si a limitelor

identificate in cadrul acelor experimente, s-a intreprins un studiu pentru a testa ipoteza
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rapide, fara a folosi celulele de tip mixing.

Obiectivul studiului este evaluarea protocolului experimental pe un model de
Klebsiella pneumoniae in interactiunea 1n timp real cu gentamicind. Optimizarea
protocolului microcalorimetric de evaluare a interactiunii in timp real a aminoglicozidelor
cu Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, o tulpind cu susceptibilitate intermediara la

getamicind.
3.2. Materiale si Metode

In cadrul studiului s-a utilizat o tulpina de Klebsiella pneumoniae ATCC 700603,
producatoare de SHV-18, o beta-lactamaza cu spectru extins (Extended Spectrum Beta
Lactamase, ESBL).

Determinarea CMI conform protocolului EUCAST a fost facuta prin macrodilutii,
dupa protocolul descris anterior. Conform protocolului experimental, determinarea CMI a
fost facutd prin macrodilutii, cu determinare nefelometricad, dupd protocolul descris
anterior, cu modificari: tulpina de investigat, crescutd 24 de ore pe mediu solid, a fost
resuspendatd in mediu lichid, spdlatd cu mediu MHB proaspat si resuspendatd la o

densitate de 0,5 unitdti McFarland.

3.3. Rezultate

3.3.1. Determinarea CMI conform protocolului EUCAST s§i conform

protocolului experimental

In urma investigarii conform protocolului si interpretirii EUCAST, rezulti ci K.
pneumoniae ATCC 700603 prezintd o concentratie minima inhibitorie de 4-8 pg/mL la
gentamicind - susceptibilitate intermediard / rezistent. In urma investigirii conform
protocolului experimental, K. pneumoniae ATCC 700603 prezintd o concentratie minima

inhibitorie de 128 pg/mL la gentamicina.
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Figura 3.1. Inregistrare nefelometrica in dinamica a interactiunii Klebsiella pneumoniae -

gentamicind, conform protocolului experimental.

3.3.2. Rezultate microcalorimetrice

3.3.2.1. Anatomia cresterii K. pneumoniae conform protocolului EUCAST
Cresterea microcalorimetricd a tulpinii ATCC 700603 de Klebsiella pneumoniae

este asemanatoare in foarte multe aspecte cu cea a tulpiniit ATCC 25922 de Escherichia

coli, avand acelasi model cu doua varfuri (Figura 3.2)
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Figura 3.2. Termograma de crestere a tulpinii de K. pneumoniae ATCC 700603 in mediu
Miieller Hinton, pregétitd conform protocolului EUCAST.

3.3.2.2. Anatomia cresterii K. pneumoniae conform protocolului optimizat
Cresterea microcalorimetrica a tulpiniit ATCC 700603 de Klebsiella pneumoniae

atunci cand microorganismul este resuspendat la o densitate nefelometrica de 0,5 unitati

McFarland (Figura 3.3).
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Figura 3.3. Termograma de crestere a tulpinii de K. pneumoniae in mediu Miieller Hinton,
pregatita conform protocolului experimental.
Se observa debutul precoce al cresterii, din primele minute ale echilibrarii
microcalorimetrului. Intensitateea primului varf este mai intens, iar timpul total de crestere

este mai scurt (aproximativ 7 ore, cu o crestere reziduald, de nivel scazut, pana la 10 ore).
3.3.2.2. Rezultate ale interactiunii K. pneumoniae conform protocolului

optimizat
Interactiunea ATCC 700603 de Klebsiella pneumoniae resuspendat la o densitate

de 0,5 unitati McFarland cu diferite concentratii de gentamicina (Figura 3.4).
Pentru plaja de concentratii de antibiotic 0 - 16 pg/mL cresterea microcalorimetrica

poate fi identificatd imediat. Pentru concentratia de 32 pg/mL, este evidentiabild in prima

ora de monitorizare. Cresterea este evidentiabila la concentratia de 64 pg/mL dupa

aproximativ 7,5 ore. Pentru 128 pg/mL, nu se evidentiaza crestere pe perioada de 24 de

ore.
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Figura 3.4. Termograma de crestere a tulpinii de K. pneumoniae in mediu Miieller Hinton,

pregatitd conform protocolului optimizat.
3.4. Discutii

Existd o serie de asemandri ale acestor experimente, cu cele de E. coli ATCC
25922, prezentate in capitolul 2, si oferd posibilitatea de urmarire imediatd a interactiunii
microorganism-antibiotic/chimioterapic antibacterian.

Este pastrat modelul de crestere cu doua varfuri si se reduce considerabil timpul
total de crestere fatd de protocolul de pregatire a suspensiei bacteriene conform EUCAST.

Protocolul optimizat ofera posibilitatea de detectie directd a cresterii microbiene,
imediat dupa echilibrarea microcalorimetrului.

Cantitatea de antibiotic necesara pentru optimizarea antibioticului este modificata
de suspensia bacteriana mai mare. Spre deosebire de tulpina ATCC 25922 de E. coli, o
tulpind sensibild, concentratia de antibiotic trebuie adaptatd pentru a investiga efectul

bactericid al unei tulpini intermediar/rezistente la gentamicina.
3.5. Concluzii

Protocolul modificat permite depistarea unei concentratii prag de rezistentd la
aminoglicozide. Microcalorimetria izoterma conduce la o depistare mai rapida a cresterii

microbiene decét nefelometria, iar protocolul optimizat poate fi adaptat astfel incat sd se



poatd depista cresterea specifica rezistentei la antibiotice in timp real (detectia cresterii la o

ord de la momentul monitorizarii interactiunii microorganism-antibiotic/chimioterapic).

4. Detectia microcalorimetrica a rezistentei la Cefoxitin in S. aureus -

discriminarea microcalorimetrica a tulpinilor MRSA-MSSA

4.1. Introducere §i obiective specifice

Staphylococcus aureus reprezintd unul dintre microorganismele cel mai frecvent
implicate in patologia umana.

Obiectivul specific al studiului este dezvoltarea unui protocol microcalorimetric de
discriminare a tulpinilor de Staphylococcus aureus rezistente la meticilind (Methicillin
Resistant Staphylococcus aureus, MRSA) de cele susceptibile la meticilina MSSA
(Methicillin Susceptible Staphylococcus aureus) urmdrind interactiunea in timp real a

tulpinilor de S. aureus cu cefoxitina.
4.2. Materiale si metode

Tulpinile folosite au fost reprezentate de 2 tulpini de colectie (ATCC 29213 -
producator de betalactamaza, susceptibil la cefoxitin si ATCC 43300 - mutatie PBP2a,
rezistent la cefoxitin), recomandate de catre EUCAST pentru validarea metodelor de
laborator si un izolat clinic (187721 - MSSA, susceptibil la cefoxitin) de Staphylococcus
aureus al carui CMI a fost identificat a fi apropiat de nivelul prag de rezistenta.

Determinarea CMI-ului s-a efectuat conform protocolului EUCAST descris
anterior, folosind cefoxitin in loc de gentamicind. Mediul de cultura folosit a fost MHB, iar
dilutia antibioticului s-a practicat cu apa distilati. In cazul protocolului experimental,
inoculul a fost pregatit prin resuspensie directa la densitate de 0,5 unitati McFarland, fara
dilutie suplimentara. pH-ul mediului a fost evaluat pentru a asigura faptul ca este prezent in
intervalul de referintd 7,2 - 7,4.

Protocolul microcalorimetric a efectuat in modul detaliat anterior.



4.3. Rezultate

CMI-ul determinat conform protocolului EUCAST si conform protocolului
experimental

Pentru evaluarea CMI-ului obtinut conform protocolului experimental, s-a evaluat
cresterea in tuburi la 24 de ore - a se vedea Tabelul IV.1.
Tabel IV.1. Rezultatele testarii CMI-ului la cefoxitin a celor 3 tulpini de S. aureus in urma

testarii protocolului experimental.

Tulpini Clasificare CMI Cefoxitin CMI Cefoxit.in
cf. EUCAST cf. protocol experimental
S. aureus ATCC 43300 MRSA 8 ug/mL 128 pg/mL
S. aureus ATCC 29213 MSSA 1 pg/mL 4 ug/mL
S. aureus 187721 MSSA 4 pg/mL 4 pg/mL

Suplimentar, pentru tulpina Staphylococcus aureus ATCC 43300, s-a practicat

urmarirea nefelometrica in dinamica, pe o durata de 18 ore - Figura 4.1.
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512 meg/ml

256 meg/ml
w128 mcg/ml
i 5 Mcg/ml
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Figura 4.1. Urmadrire nefelometricd in dinamica a tulpinii ATCC 43300 de S. aureus

conform protocolului experimental.
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Figura 4.2. Urmarire nefelometrica in dinamica a tulpinii ATCC 43300 de S. aureus,
folosind tehnica de monitorizare a diferentei de indice McFarland de la ora la ora.

In primele doui ore de supraveghere a interactiunii tulpinii ATCC 43300 de S.
aureus si cefoxitin nu se pot decela diferente a raspunsului microorganismului. In plaja de
concentratii 1 pg/mL - 32 pg/mL, nu se observa, practic, inhibarea cresterii S. aureus.
Concentratia de 64 pug/mL prezinti un platou in perioada 2-5 ore. In cazul concentratiei de
128 pg/mL, existd o scadere initiald a densitatii nefelometrice, urmatd de o reluare a
cresterii dupa ora 6 de monitorizare. Pentru concentratiile de 256 s1 512 pg/mL, scaderea
nefelometrica este sustinuta si nu se mai inregistreaza crestere nefelometrica.

O metoda alternativa a urmaririi nefelometrice, este urmarirea diferentei de indice
nefelometric de la ord la ora. Aceasta monitorizare, redatd in Figura 4.2., permite decelarea
mai find a dinamicii interactiunii tulpinii ATCC 43300 cu antibioticul si permite o etalare
mai buna a rezultatelor. Astfel, se poate defini un prag de crestere semnificativa si se poate

identifica mai usor momentul in care se reia cresterea.

Rezultatele microcalorimetrice conform protocolului experimental

In ceea ce priveste monitorizarea microcalorimetrici pe o durati de 18 ore a
tulpinilor de S. aureus, 1n interactiunea cu Cefoxitina, tulpina de MRSA, ATCC 43300, a

prezentat o concentratie de inhibare a cresterii precoce (mai putin de 4 ore) de 16 pg/mL, si



o crestere tardiva chiar i in cazul utilizarii de 64 pg/mL, demonstrand prezenta unei

subpopulatii rezistente la aceasta concentratie - Figura 4.3.
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Figura 4.3. Inregistrare microcalorimetrici a interactiunii microorganism-antibiotic a
tulpinilor de ATCC 29213, 43300 si a izolatului clinic 187721 la diferite concentratii de
Cefoxitina pe o perioada de 18 ore.

Scopul secundar al experimentelor este de a observa daca se poate obtine o
diferentiere intre tulpinile de S. aureus suspectibile respectiv rezistente la meticilind Tnainte
de 8 ore de monitorizare (perioada raportatd de Baldoni et al. folosind aceeasi tulpind de
referinta - ATCC 43300). (14)

Acest deziderat este posibil si se poate observa in Figura 4.5.
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Figura 4.4. Separarea inregistrarilor microcalorimetrice in functie de concentratia de

antibiotic (inscrisa in panoul gri de-asupra fiecdrui cadran), exprimata in pg/mL.

In figura 4.4 se poate observa ci la concentratiile de 4, respectiv 8 pg/mL de
cefoxitind, existd o inhibare semnificativa a cresterii pentru tulpinile MSSA, in timp ce
cresterea este evidentd in primele 2 ore pentru tulpina ATCC 43300. Cele trei tulpini de S.
aureus prezintd o cineticd de crestere diferitd In absenta presiunii antibiotice. La
concentratia de 2 pg/mL de antibiotic cele 3 tulpini au aproximativ aceeasi cineticd de
crestere. Diferentele devin evidente la concentratia de 4 pg/mL, la care tulpinile

susceptibile prezinta o inhibare precoce semnificativa.
4.4. Discutii

In cadrul acestui studiu s-a propus gisirea unei metode prin care tehnica
microcalorimetricd sd fie exploatatd pentru a obtine o discriminare intre tulpinile de
Staphylococcus aureus susceptibile la meticilind si cele rezistente la meticilind. Acest lucru
antibiotice Tn mediu lichid.

Mediul de culturda a fost insdmantat cu un numar mai mare de microorganisme
decat recomandat, in mod normal, de ghidurile EUCAST si CLSI - aproximativ 1,5 x 10*

microorganisme/mL (aproximativ 0,5 unitati McFarland), pentru monitorizarea in timp real



a interactiunii dintre S. aureus si cefoxitina. Intruct, pragurile de susceptibilitate au fost
selectate tinind cont de inoculul reomandat de societatile internationale - 0,5 x 10°
CFU/mL - este lesne de inteles ca existd o necesitate de adaptare a concentratiilor

definitorii ale rezistentei.

4.5. Concluzii

Studiul de fatd prezintda o metodd microcalorimetricd rapida de discriminare a
susceptibilitatii la meticilind in cadrul tulpinilor de Staphylococcus aureus.
Microcalorimetria izoterma reprezintd o metodd de monitorizare in timp real a cresterii

microbiene si a raspunsului in timp real a culturii bacteriene.

S. Detectia rapida a productiei de carbapenemaze
5.1. Introducere §i obiective specifice

In ultimii ani, emergenta enterobacteriilor producitoare de carbapenemaze
reprezintd o problemd in crestere la nivel global ce impune identificarea rapida atat a
pacientilor infectati cat si a portorilor sanatosi. Genele codificante ale celor mai intalnite
carbapenemaze, sunt frecvent localizate plasmidic, putand fi transferate de la o tulpind la
alta dar i intre doud specii apropiate. Din aceastd cauza, identificarea bacteriilor care
prezintd acest mecanism transferabil de rezisten{d trebuie realizatd cat mai precoce posibil
dar si datoritd faptului ca acestea pot forma rezervoare ecologice ce pot sta la sursa
persistentei lor in mediu §i transmiterea lor continud in lipsa unor masuri riguroase de
igiena. Studiul doreste descrierea unui nou protocol rapid de detectie a productiei de
carbapenemaze in Enterobacterales (Enterobacteriaceae), folosind ca model Klebsiella

pneumoniae (15).

5.2. Materiale §i metode

5.2.1. Metoda Inactivarii Carbapenemului (Carbapenem Inactivation Method)

Tehnica de lucru constd in incubarea timp de 2 ore a unei suspensii bacteriene a
tulpinii de cercetat in apa distilatd (400 pL), cu un disc standard de antibiograma, de

meropenem (cantitatea standard a discului este de 10 pg). Dupa 2 ore, discul se
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recupereazd folosind o pensd/ansd bacteriologica. Discul de antibiotic se aseaza pe o placa
Petri insdmantatd in prealabil cu Escherichia coli ATCC 25922, folosit ca indicator de
crestere, dupa protocolul unei antibiograme difuzimetrice standard. (16) in cazul in care
tulpina de cercetat este producdtoare de carbapenemaze, discul de meropenem este
inactivat. Asta conduce la cresterea tulpinii indicatoare de Escherichia coli pana la

marginea discul de antibiotic (absenta inhibarii bacteriene in jurul discului).

>
&
[ )
Suspend full loop of Add 10 ug Incubate for 2 Place on Mueller Hinton agar
bacteria in H,O meropenem disk hours 35°C inoculated with E. coli ATCC 25922
+
Carbapenemase activity
e —_
[ No carbapenemase activity
Incubate for at least Read presence or absence
6 hours 35°C of inhibition zone

Figura 5.1. Protocolul de lucru pentru CIM. (16)

5.2.2. Protocol Carbapenem Inactivation Challenge Method (CICM)

Carbapenem Inactivation Challenge Method este o metoda noud, derivatd din CIM.
((15,17) Diferentele principale constau in folosirea de pudra de meropenem, resuspendat la
o concentratie de 1 pg/mL si folosirea, ca indicator de crestere biologic a unei tulpini de
Escherichia coli ATCC 25922 in mediu de crestere lichid (Miieller Hinton), la o turbiditate
de 0,5 McFarland. Indicatorul biologic de crestere a fost evaluat nefelometric la fiecare

jumatate de ora pe o perioada de 3 ore.
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Pentru studiul actual s-au folosit 3 tulpini de Klebsiella pneumoniae producatoare
de carbapenemaze (KPC-2, NDM-1 si OXA-48), oferite de catre INC ,,Cantacuzino”. (18)
O tulpind de K. pneumoniae producatoare de ESBL (SHV-18) - ATCC 700603 a fost
folositda drept control negativ, neavand activitate de carbapenemaza. (19,20) Analiza

datelor a fost facuta cu R software package (v 3.3.3). (21)

5.3. Rezultate

5.3.1. Definirea unui prag al detectiei activitatii de carbapenemaza

In prima fazd s-a evaluat cresterea neinhibatd a culturii de Escherichia coli, cu
inocul initial de 0.3 s1 0.5 McFarland, o concentratic de meropenem de 1 pg/mL si
incubare initiald de 1 ora.

In baza experimentelor initiale, s-a stabilit un prag de 0.5 McFarland la 1 ora, 1.5

ore si 2 ore.

—— KPC
— OXA
— NDM
—— Kpn 700603
— E. coli
w-
— M+

dIMF

rim )
Figura 5.2. Evolutia curbei de crestere a indicatorului biologic Escherichia coli
intr-un experiment de crestere neinhibat si In cazul incubarii cu tulpini de Klebsiella
pneumoniae producatoare de carbapenemaze (KPC, NDM, OXA). Pe abscisa este Inscris
timpul, exprimat in ore de urmarire nefelometrica. Pe ordonata este inscris indicele

McFarland, dupa scaderea liniei de baza

5.3.2. Validarea timpului de incubare a tulpinilor

S-au efectuat experimente in care s-a folosit incubarea de 30 de minute, o ora si

doud ore. In prima ora, nu se noteazad o diferentd semnificativa statistic Intre indicatorul
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biologic de crestere. Nu a existat diferentd statistica atunci cand s-a incubat jumatate de ora

versus o ora.
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Figura 5.3. Evolutia curbei de crestere a indicatorului biologic Escherichia coli in
urma incubdrilor cu tulpini de Klebsiella pneumoniae producatoare (KPC, NDM, OXA) s1
neproducatoare (KPN700603) de carbapenemaze. Pe abscisa este inscris timpul, exprimat

in ore de urmarire nefelometrica. Pe ordonata este inscris indicele McFarland, dupa

scaderea liniei de baza

5.3.3. Optimizari suplimentare

Pentru optimizarea experimentelor, s-a incercat obtinerea unei discrimindri cat mai
bune intre tulpinile producatoare de carbapenemaze si cele fara carbapenemaze, prin
experimente succesive folosind turbiditati initiale ale indicatorului de crestere biologic si

concentratii diferite de antibiotic.
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Figura 5.4.. Evolutia curbei de crestere a indicatorului biologic Escherichia coli, in
functie de turbiditatea initiald, In urma incubarii (timp de jumdtate de ord) cu tulpini de
Klebsiella pneumoniae producdtoare (KPC, NDM, OXA) si neproducdtoare (KPN700603)
de carbapenemaze i in functie de concentratia de antibiotic folositd. Pe abscisa este inscris
timpul, exprimat in ore de urmarire nefelometrica. Pe ordonata este inscris indicele
McFarland, dupd scaderea liniei de baza. Cea mai buna discriminare s-a obtinut folosind o

turbiditate initiald de 1 McFarland i o concentratie de Meropenem de 4 pg/mL.

5.4. Discutii

Rezultatele prezentate aici reprezintd studiul pilot al unui nou protocol utilizat
pentru detectarea rapida a tulpinilor de enterobacterii producatoare de carbapenemaza. Din
punct de vedere metodologic, acest studiu se bazeaza pe doua concepte diferite: utilizarea
unei doze mici de carbapenem si utilizarea unei tulpini indicatoare de crestere aflata in faza

exponenfiala a cresterii, disponibila tuturor laboratoarelor (Escherichia coli ATCC 25922).

5.5. Concluzii

Noua metodd dezvoltatd, Carbapenem Inactivation Challenge Method (CICM)

reprezintd un test ieftin i usor disponibil tuturor laboratoarelor.



6. Detectia microcalorimetrica rapida a rezistenfei semnificative clinic la

carbapenemi in Enterobacteriaceae

6.1. Obiective specifice

Descrierea unui protocol de detectie rapida, In timp real, a rezistentei semnificative

clinic la meropenem a unor tulpini bacteriene de Klebsiella pneumoniae.
6.2. Materiale §i Metode

Pentru studiul actual s-au folosit 3 tulpini de Klebsiella pneumoniae rezistente la
carbapenemi, producdtoare de carbapenemaze si o tulpind susceptibild la carbapenemi,
producatoare ESBL (SHV-18). Determinarea CMI conform protocolului EUCAST s-a
realizat conform protocolului descris anterior. Tulpinile au fost urmarite in paralel atat
nefelometric cdt §i microcalorimetric. Procesarea secundard si analiza datelor a fost
efectuatd cu R (v 3.5.0) si Rstudio server (v 1.1.456) folosind un script creat de doctorand,
realizand:

- citirea parametrilor experimentali si integrarea automatd a rezultatelor in
baza de date

- determinarea liniei de baza a unei curbe de crestere

- generarea curbelor de caldura totala (crestere totald) prin integrarea curbei
de flux instantanee

- generarea modelelor de crestere si calcularea ratei de crestere

6.3. Rezultate

6.3.1. Determinarea CMI conform protocolului EUCAST

.....

Tulpinile producatoare de carbapenemaze au CMI conform protocolului EUCAST cuprins
in intervalul 4 - 16 pg/mL. Astfel, tulpina producatoare de OXA-48 si NDM-1 sunt
considerate intermediar-susceptibile (CMI de 4 si 8 pg/mL), in timp ce tulpina

producdtoare de KPC-2 este clasificata ca rezistenta la Meropenem. Tulpina ATCC 700603



nu este producdtoare de carbapenemaza, ci de o enzima ESBL (SHV-18) si este clasificata
ca susceptibila.
Tabelul VI.1. Rezultate ale determinarii concentratiei minime inhibitorii la meropenem,

conform protocolului EUCAST si a protocolului experimental.

CMI CMI Meropenem
Tulpina Clasificare Meropenem cf. protocol experimental
cf. EUCAST
K. pneumoniae KPC-2 R 16 ng/mL > 320 pg/mL
K. pneumoniae NDM-1 I 8 ng/mL 320 pg/mL
K. pneumoniae OXA-48 I 4 pg/mL 160 pg/mL
K. pneumoniae S <0.625 pg/mL <20 pg/mL
ATCC 700603
E. coli ATCC 25922 S <0.625 pg/mL <20 pg/mL

6.3.2. Determinarea CMI conform protocolului experimental - determinare
microcalorimetrica

Determinarile microcalorimetrice au fost realizate conform precizarilor din
Materiale si metode. Rezultatele sunt redate in Figura 6.3 si sintetizate in Tabelul IX.1.

Termograme a tulpinilor de Klebsiella pneumoniae
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Figura 6.3. Termograme ale cresterii microcalorimetrice, dupa procesare manuala si
generarea de grafice folosind R si ggplot2
Pentru tulpina producatoare de OXA-48 avand o concentratie minima inhibitorie de
4 pg/mL, este de remarcat ca la concentratia de 80 pg/mL de meropenem prezinta crestere

intarziata dupa aproximativ 22 de ore. (Figura 6.3.)

6.3.3. Procesare secundara in R a cresterii bacteriene

Pentru procesarea secundara folosind limbajul R, s-a creat o interfatd accesibila
prin browser, pentru inspectarea si analiza termogramelor. Selectia experimentelor se face
in functie de parametrii experimentali (tip de enzima produsa, concentratia de antibiotic

folositd si numarul de experiment in cadrul unei serii). (Figura 6.4.)
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Figura 6.4. Termograma de crestere a K. pneumoniae (OXA-48, fard inhibitie de
antibiotic), prezentata in interfata de analiza dezvoltata in cadrul acestei teze demonstrand
partea initiald de echilibrare termica a calorimetrului

In graficul prezentat in Figura 6.4., se poate interactiona cu figura, putindu-se
selecta portiunea de interes a termogramei. in Figura 6.5., portiunea din stinga a imaginii,
figura superioard, este prezentati termograma nemodificatd. In figurile pereche din
portiunea inferioard, se observa partea selectatd a termogramei, respectiv normalizarea cu
debutul cresterii de la un flux de caldurd 0. Imaginile din portiunea dreapta reprezintd

figuri diagnostice, aratand diferenta instantanee in functie de timp in portiunea superioara



si distributia diferentelor instantanee in portiunea inferioard. In rosu se observa portiunea

selectata.
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Figura 6.5. Procesarea termogramei cu eliminarea portiunii initiale de echilibrare termica

6.3.4. Modelarea cresterii bacteriene, prin aplicarea de modele matematice

Aplicarea de modele de crestere s-a efectuat atat cu posibilitatea de vizualizare a
cresterii bacteriene si a potrivirii (fit) modelului, aplicat pe modelul de crestere. Initial, se
aleg o serie de parametri cit mai apropiati, In conformitate cu analiza vizuald a curbei.
Apoi, se lasd algorimul sa genereze cel mai potrivit model de crestere, pornind de la acei
parametri.

Se genereazad cel mai potrivit model (linia rosie) care se aplicd curbei de crestere

(linia neagra), 1ar parametrii, sunt redati in portiunea inferioara a ecranului.
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Figura 6.7. Fereastra de selectare a modelului de crestere, cresterea termica totala, modelul

aplicat (Richards) si parametrii de crestere.

6.3.5. Aplicarea unui model simplu de crestere bacteriana pentru diferentierea

in timp real a raspunsului bacterian la antibiotic.

Dupa analiza manuald a termogramelor pentru fiecare experiment in parte, s-a
practicat:
- eliminarea portiunii initiale a termogramei reprezentand portiunea de echilibrare
termica
- normalizarea tuturor curbelor:
e aducerea timpului de debut al cresterii la momentul 0
e debutul cresterii debuteaza de la un flux de caldura 0
Fluxul de caldura normalizat demonstreazd un raspuns diferentiat in functie de

concentratia de antibiotic intr-o scurtd perioada de timp (o ord) - Figura 6.8.
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Figura 6.8. Flux de caldura normalizat in functie de concentratia de antibiotic

6.3.6. Aplicarea unui sistem automat de analiza a cresterii microbiene

In aceastd sectiune, s-a explorat posibilitatea de a obtine o analizd automatd a

termogramelor, pentru decelarea tulpinilor rezistente de cele susceptibile. (Figura 6.9.)
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Figura 6.9. Flux de caldurd instantaneu, normalizat. Monitorizare pe duratd de o ora,

demonstrand raspunsul diferentiat in functie de concentratia de antibiotic folosita.



In Figura 6.9. se poate observa fluxul de cilduri instantaneu inregistrat timp de o
ord, dupd ce a fost filtrat conform algoritmului dezvoltat. Aceastd metoda de filtrare a
fluxului de caldurd raspunde necesarului unui mod de interpretare in timp real a
rezultatelor microcalorimetrice, fard a fi necesara inregistrarea intregii termograme pentru

a fi procesata.
6.4. Discutii

Pragul actual propus de EUCAST pentru carbapenemi (ertapenem, meropenem,
mecanismele de rezisten{d cu importan{d clinica (inclusiv majoritatea producatorilor de
carbapenemaze). Unele izolate care produc carbapenemaze sunt clasificate drept
susceptibile folosind actualele limite (praguri) propuse. Astfel, prezenta unei
carbapenemaze trebuie raportatd separat, ca fiind testatd, iar prezenta sau absenta unei
caracterizarea carbapenemazelor este recomandata in scop de sandatate publica i de control
al infectiilor. Pentru screening-ul (depistarea) productiei de carbapenemaza este
recomandata folosirea unei concentratii de meropenem de 0,125 mg/L (diametrul zonei de

inhibitie <28 mm).
6.5. Concluzii

Studiul de fatd prezintd mai multe elemente de noutate:

- validarea conceptului (proof of concept) de antibiograma in timp real,
de Klebsiella pneumoniae fata de carbapenemi (meropenem)

- stabilirea protocolului si a concentratiei de antibiotic ce poate fi folositd pentru
depistarea tulpinilor rezistente

- crearea cadrului de analiza a datelor, generand un algoritm si un site web la care se

pot accesa datele pentru a fi prelucrate



7. Concluzii si Contributii personale

7.1.Concluzii

Teza a avut ca scop principal, investigarea, folosind microcalorimetria izoterma, a
interactiunii 1n timp real dintre microorganisme si antibiotice/chimioterapice. Scopul
evaludrii acestei interactiuni a fost obtinerea a ceea ce, dr. Dragos Cosmin Zaharia, a numit
in teza sustinuta in anul 2014, antibiograma microcalorimetrica in timp real.

Obiectivele cercetarii stiintifice au fost atinse intrucat:

- s-a claborat, in etape, un protocol de Ilucru care permite evaluarea
microcalorimetrica din primele minute de Inregistrare, explorand si tindnd cont de
factorii care au fost identificati ca modificind rezultatele de interactiune a
microorgasnimelor cu antibiotice/chimioterapice

e folosind cuve microcalorimetrice de mixaj
e optimizarea protocolului, folosind cuve microcalorimetrice inchise

- s-a demonstrat posibilitatea de urmdrire microcalorimetrica a activitatii metabolice
a microorganismelor, astfel incat sa se deceleze intr-o perioada foarte scurta - se
poate spune in timp real - daca tulpina investigata prezinta rezistenta semnificativa
clinic la antibioticul investigat. In cadrul tezei s-au evaluat urmitoarele perechi de
microorganism-antibiotic

® [Escherichia coli - Gentamicina

e Klebsiella pneumoniae - Gentamicina
e Staphylococcus aureus - Cefoxitina

e Klebsiella pneumoniae - Meropenem

- s-a efectuat o supraveghere epidemiologicd a rezistentei la antibiotice in cadrul INP
,Marius Nasta”, care a ghidat alegerea perechilor microorganism-antibiotic,
demonstrand necesitatea reald de a demara studii aplicate in domeniul
antibiorezistentei.

- folosind experienta céstigatd in urma urmaririi cresterii tulpinii E. coli ATCC
25922, s-a adaptat un protocol de detectie fenotipica a activitatii de carbapenemaza
pentru a scurta timpul de necesar pentru interpretarea rezultatului dupa doar 3 ore

(fata de 6-8 ore cat a fost raportat initial).



Avantajele tehnico-economice sunt reprezentate de descrierea in premierd a unei
metode care poate decela, in aproximativ o ora de monitorizare, statusul de susceptibilitate
a unui germene la anumite clase de antibiotic. Costurile curente de efectuare a
investigatiilor microcalorimetrice sunt minime.

Asa cum a fost detaliat In sectiunea respectivd, dezvoltarea metodei Carbapenem
Inactivation Challenge Method (CICM) a permis scurtarea timpului necesar pentru
obtinerea rezultatelor, prezintd costuri mai reduse fata de teste similare si poate fi efectuat
in laboratoare cu echipate minimal, folosind consumabile de uz cotidian pentru un
laborator clinic.

Limitele tezei sunt legate de folosirea unui instrument de inalta precizie, care nu
este disponibil in clinicile de specialitate din tard si care a fost oferit prin parteneriatul cu
Institutul de Chimie-Fizicd ,lIlie Murgulescu”, Institut al Academiei Romane.
Microcalorimetrele necesitd o investitie initiald considerabila.

Pentru obtinerea unor rezultate mai rapide, este necesard adaptarea tehnicilor
folosite in clinicd. In cadrul studiilor desfisurate si discutate, una dintre concluziile la care
s-a ajuns este cd este necesara adaptarea inoculului de microorganism testat, a
concentratiilor de antibiotic folosite i a pragurilor de interpretare, aldturi de folosirea de

.....

concordantd cu strategia EUCAST, care de curand a publicat o metoda rapida de evaluare a

.....

susceptibilittii, 1n baza tehnicii  difuzimetrice, care permite decelarea
Cercetarea pornitd in cadrul acestei teze poate continuatd prin urmatoarele
activitati:
- Continuarea urmaririi profilului de rezistentd la antibiotice in cadrul INP ,,Marius
Nasta”, adaugarea de date clinice ale pacientilor
- Validarea protocoalelor microcalorimetrice descrise in cadrul prezentei teze prin
investigarea unui numdr suficient de izolate clinice bine caracterizate. Aceastd
activitate implica obtinerea de tulpini a caror nivel de rezistentd este corespunzator
investigat si pentru care sunt descrise mecanismele care conduc la aparitia
rezistentei.
- Studiul actual s-a concentrat cel mai mult asupra identificérii unei concentratii prag

care poate decela rapid statusul de susceptibilitate/rezistentd. Folosind tulpini



suplimentare si, preferabil, calorimetre multicanal, se pot dezvolta tehnici pentru
precizarea 1n timp real a concentratiei minime inhibitorii.

- Se pot extinde metodele cinetice evaluate folosind alte tehnici de masurare a
cresterii totale (de exemplu spectrofotometrie) si

- Dezvoltarea tehnicii CICM, prin validare externd si optimizarea protocolului,
compararea cu caracteristicile tehnice (sensibilitate si specificitate) a altor teste

fenotipice.
7.2. Contributii proprii

Teza prezintd o serie de studii care au abordat multidisciplinar problema rezistentei
la antibiotice in Roméania. Efortul coordonat de efectuare de studii a condus la:

Un studiu de recenzie a nivelului de rezistentd la antibiotice in cadrul Institutului
National de Pneumoftiziologie ,,Marius Nasta”, Bucuresti. Acesta a relevat prezenta unui
nivel crescut de rezistentd la antibiotice la bolnavii cu boli respiratorii pulmonare, atat in
sectiile medicale, cat si in sectiile de Chirurgie/Terapie Intensiva. Astfel, a fost investigata
rezistenta la antibiotice a tulpinilor ESKAPE (Enterococcus spp., Staphylococcus aureus,
Klebsiella spp., Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter spp.).
Acesta reprezintd unul dintre singurele studii de acest gen publicate in ultimii ani in
terapeutice si nevoile de dezvoltare In domeniul rezistentei la antibiotice.

Dezvoltarea  protocolului de evaluare 1in timp real a interactiunii
microorganism-antibiotic/chimioterapic antimicrobian. Spre deosebire de studiile deja
existente in domeniul microcalorimetriei izoterme, abordarea reprezintd o noutate In
domeniu. Pentru stabilirea unui mod de lucru facil, s-a realizat investigarea a multiple
protocoale microcalorimetrice de studiu, optimizand pe parcurs metodologia de lucru.

Astfel, studiul a debutat folosind un protocol care necesitd monitorizarea cresterii
microcalorimetrice folosind ca model de studiu perechea Escherichia coli - Gentamicina.
S-a realizat evaluarea unui CMI modificat folosind folosind atat bulion tripticaza soia cat si
bulion Miieller-Hinton. Sunt descrise rezultatele nefelometrice si microcalorimetrice
(termograme ale interactiunii In timp real dintre Escherichia coli ATCC 25922 si

gentamicind).



S-a efectuat evaluarea factorilor care conduc la modificarea interactiunii
microorganim-antibiotic pentru a fi folosite la optimizarea protocolului de lucru.

Studiile asupra aminoglicozidelor au fost extinse, folosind o tulpina ATCC 700603
de K. pneumoniae intermediar-rezistentd (CMI conform EUCAST de 4 - 8 pg/mL).
Termogramele reprezentdnd interactiunea tulpinii ATCC 700603, K. pneumoniae,
conform protocolului optimizat. CMI, conform protocolului microcalorimetric, este de 128
ng/mL (aproximativ 16x fatd de CMI EUCAST).

Diferentierea microcalorimetrica rapida a tulpinilor de MSSA de MRSA este redata
prin urmdrirea interactiunii microorganism-cefoxitind. Timpul necesar pentru decelarea
statusului MSSA - MRSA se poate face in maxim doua ore.

In ultima parte a tezei s-a abordat o problemad de actualitate - productia de
carbapenemaze de catre enterobacterii §i rezistenta acestora la carbapenemi. Astfel, este
descris protocolul Carbapenem Inactivation Challenge Method (CICM) - metoda ce
permite obtinerea rezultatelor derivate din tehnica CIM in 3 ore. Rezultatele, validarea
metodei $i optimizarea tehnicii este descrisa.

In ultima portiune a tezei, s-a efectuat un studiu microcalorimetric al raspunsului in
timp real a tulpinilor de K. pneumoniae fatda de meropenem. Pentru evaluarea rezultatelor,
s-a dezvoltat un algoritm pentru analiza rezultatelor in timp real. In urma acestei analize,
s-a stabilit concentratia de antibiotic (20 pg/mL) ce poate fi folositd pentru depistarea
tulpinilor de K. pneumoniae rezistente la Meropenem (CMI conform protocolului

EUCAST de > 2 pg/mL).
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