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REZUMAT

Enterobacteriaceaele producatoare de carbapenemaza au potentialul de a se raspandi rapid in spitale si in
institutiile de Ingrijire a persoanelor cu dizabilitati, devenind o problema majora de sanatate publica si pentru
controlul infectiilor. PCR raméane metoda de referinta pentru identificarea acestor tulpini, dar este inca scum-
pa. In acest studiu am evaluat performanta a patru teste fenotipice pentru identificarea Enterobacteriaceaelor
producatoare de carbapenemaza tip OXA-48 (Oxacilinaza-48). Aceste teste au fost: testul Hodge modificat
(MHT), un test care contine discuri cu meropenem singur sau in combinatie cu diferiti inhibitori si temocilina,
un test enzimatic si unul imunocromatografic. Testele s-au efectuat si interpretat conform ghidurilor sau re-
comandarilor producatorilor. Cel mai frecvent microorganism inclus in studiu a fost Klebsiella pneumoniae.
Cu o singura exceptie (MHT 87,5%), toate testele au avut o specificitate de 100%. Sensibilitatea a fost de
91,25% pentru MHT, 90% pentru combinatia de discuri, 95% pentru testul enzimatic si 82,5% pentru testul
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INTRODUCERE

Rezistenta la carbapeneme poate fi dobandi-
ta prin impermeabilitate plus hiperproductie de
AmpC sau prin producerea de carbapenemaza,
enzima care hidrolizeaza carbapenemele. Exista
3 clase de carbapenemaze importante clinic,
conform sistemului de clasificare moleculara al
lui Ambler: A, B si D. Clasa D de carbapenemaze
cuprinde beta-lactamazele de tip 0XA-48 codifi-
cate plasmidic, fapt care creste riscul de a se ras-
pandi de la un microorganism la altul si in spita-
le (1).

Dupa prima izolare a carbapenemazei OXA-
48 in Turcia in 2001 la o tulpina de Klebsiella
pheumoniae (2), acest tip s-a raspandit in toata

Europa (3-7), Orientul Mijlociu (8-10) si Ameri-
cade Nord (11).

Scopul prezentului studiu a fost de a evalua
patru teste fenotipice pentru detectarea carba-
penemazelor de tip 0XA-48 la Enterobacteria-
ceae. PCR ramane metoda de referinta pentru
aceasta, insa este scumpa si necesita personal
specializat.

MATERIALE $I METODE

in perioada octombrie 2013 - iulie 2015, in
Institutul National de Boli Infectioase ,Prof. Dr.
Matei Bals“ au fost izolate, de la pacienti si purta-
tori, tulpini de Enterobacteriaceae cu sensibilita-
te diminuata la unul sau mai multe carbapeneme
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conform ghidului EUCAST (European Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing). Identi-
ficarea si testarea sensibilitatii la antibiotice a
acestor tulpini s-a realizat cu ajutorul panelurilor
de Gram negativi Combo 56 la MicroScan Walk
Away (Siemens, USA). Pentru acest studiu au fost
selectate 112 tulpini non-duplicat de Enterobac-
teriaceae, bine caracterizate cu ajutorul testelor
moleculare (PCR): 80 de tulpini pozitive pentru

gena bla si 32 de tulpini neproducatoare de

0XA-48
carbapenemaza.

Testele fenotipice studiate au fost MHT (reco-
mandat de ghidul CLSI (Clinical and Laboratory
Standards Institute), KPC (Klebsiella pneumo-
niae carbapenemaza), MBL (Metallo-beta-lacta-
maza) si 0XA-48 Confirm kit (Rosco Diagnosti-
ca, Denmark), Rapidec® Carba NP (bioMerieux,
France) (ambele recomandate de EUCAST) si

0XA-48 K-SeT (Coris BioConcept, Belgium).

MHT

Testul Hodge modificat s-a efectuat si inter-
pretat conform ghidului CLSI, utilizadnd tulpina
Klebsiella pneumoniae ATCC BAA 1705 ca mar-
tor pozitiv (12).

Pe agar Mueller Hinton E (MHE, bioMerieux,
France) s-a Insamantat o suspensie de 1/10 din
concentratia 0,5 McFarland a tulpinii E. coli
ATCC 25922. Ulterior, s-a adaugat un disc de er-
tapenem de 10 pg in centrul placii si tulpinile
bacteriene de cercetat s-au insamantat sub for-
ma de linie dreapta incepand de la antibiotic
pana la marginea placii. Citirea s-a realizat dupa
incubare la 35°C timp de 18-20 ore si distorsio-
narea zonei de inhibitie a cresterii bacteriene in
jurul discului cu ertapenem la oricare dintre tul-
pini si la tulpina martor s-a citit ca test pozitiv
pentru producerea de carbapenemaza.

KPC, MBL and OXA-48 Confirm kit

Aceasta trusa contine meropenem (10 pg)
singur sau in combinatie cu diferiti inhibitori de
beta-lactamaza: meropenem (10 pg) plus acid
phenilboronic (KPC and AmpC), meropenem

(10 pg) plus acid dipicolinic (MBL), meropenem
(10 pg) plus cloxacilina (AmpC) si Temocilina
(30 pg).

Testul s-a realizat si interpretat conform re-
comandarilor producatorului. Pe un mediu MHE
s-a inoculat o concentratie de 0,5 McFarland din
tulpina de cercetat, apoi s-au asezat tabletele la
distanta egala una de cealalta. Placile au fost in-
cubate la 35°C timp de 18-20 de ore si au fost
citite prin masurarea diametrului zonei de inhi-
bitie a cresterii bacteriene in jurul fiecarei table-
te, in milimetri. Lipsa unei astfel de zone in jurul
tabletei care contine temocilina este indicatoare
pentru producerea de carbapenemaza de tip
0XA-48.

Rapidec® Carba NP

Acesta este un test enzimatic cu modificarea
pH-ului mediului in care se gasesc tulpinile pro-
ducatoare de carbapenemaza. Trusa contine
imipenem (ca substrat pentru carbapenemaza),
rosu fenol (ca indicator de pH) si zinc (pentru
inlesnirea detectiei de MBL). Pentru realizarea
testului, se foloseste tulpina bacteriana proas-
pata (18-24 de ore) Insamantata pe mediul gelo-
za sange (s-a folosit COLS - agar Columbia cu
sange de berbec de la Oxoid, UK) sau pe MHE.
Rezultatele testului au fost citite dupa 30 de mi-
nute sau dupa Inca o ora si jumatate de incubare
la 37°C. Modificarea culorii din rosu (control ne-
gativ) in galben, portocaliu-galben sau portoca-
liu-roscat in godeul test a fost indicatoare pen-
tru producerea de carbapenemaza de orice tip.

OXA-48 K-SeT

Acest test a aparut pe piata in 2015 si se ba-
zeaza pe tehnologia cu membrana care contine
nanoparticule de aur coloidal conjugate cu un
anticorp monoclonal directionat impotriva unui
epitop al carbapenemazei de tip OXA-48 si un alt
anticorp monoclonal directionat catre un alt
epitop al carbapenemazei de tip 0XA-48, atasat
de o membrana de nitroceluloza.
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Testul poate detecta carbapenemazele de tip
0XA-48 utilizand o singura colonie a tulpinii de
Enterobacteriaceae crescuta pe un mediu cu
agar. Trusa contine un substrat care lizeaza bac-
teria si casete de reactie ambalate individual.
Dupa ce colonia bacteriana se suspensioneaza in
solutia de liza, se pun 3 picaturi in godeul pentru
proba si se citeste dupa 15 minute.

Performanta testelor fenotipice pentru de-
tectarea producatorilor de carbapenemaza s-a
determinat utilizdnd metoda genotipica ca stan-
dard. Sensibilitatea unui test fenotipic a fost cal-
culat utilizdnd numarul de izolate care au dat
rezultate adevarat-pozitive, iar specificitatea s-a
calculat utilizdnd numarul de izolate care au dat
rezultate adevarat-negative.

REZULTATE

Tulpinile bacteriene incluse in acest studiu
au fost aproximativ in mod egal izolate de la fe-
mei (n=53) si de la barbati (n=59). Majoritatea
tulpinilor (78,57%) au fost izolate de la persoa-
ne cu varsta egala sau mai mare de 51 de ani.

Tulpinile au provenit de la pacienti si de la
purtatori (Tabelul 1). Dintre tulpinile izolate de
la pacienti, 75% au fost producatoare de carba-
penemaza, iar de la purtdtori doar 55%. Toate
tulpinile izolate de la nivelul tractului respirator
inferior au fost pozitive pentru gena bla,, ,, i 5
din 6 tulpini izolate din sange. Un procent de
74,6 dintre tulpinile izolate din urina au fost
producatoare de carbapenemaza OXA-48.

TABELUL 1. Tulpinile izolate

Prelevate Carba pozitiv | Carba negativ Total
clinice

Urina 47 16 63
Sputa 9 0

Lichid pleural 1 0

Plsgi 7 5 12
Sange 5 1 6
Lichid de 0 1 1
sonificare

Tampon rectal 11 9 20

Tulpinile bacteriene izolate au fost urmatoa-
rele: Klebsiella pneumoniae (n=95), E. coli (n=6),

Enterobacter cloacae (n=5), Enterobacter aeroge-
nes (n=1), (n=4) si Morganella morgannii (n=1).
Dintre tulpinile de Klebsiella pneumoniae, 74,73%
au fost producatoare de carbapenemaza OXA-48;
nici o tulpina de Enterobacter cloacae si Morga-
nella morgannii nu a fost producatoare de carba-
penemaza. Tulpina de Enterobacter aerogenes
inclusa in studiu a fost pozitiva pentru OXA-48.

Dupa efectuarea MHT, 7 din 80 de tulpini au
dat rezultate fals negative si 4 din 32 - fals pozi-
tive. Utilizand combinatia de tablete de la Rosco
Diagnostica, s-a ratat identificarea a 8 din cele
80 de tulpini OXA-48 pozitive, dar au fost identi-
ficate corect toate tulpinile neproducatoare de
carbapenemaza. Testul enzimatic a avut 4 rezul-
tate fals negative iar cel imunocromatografic 14,
ambele teste identificand corect tulpinile nepro-
ducatoare de carbapenemaza.

Sensibilitatea si specificitatea fiecarui test fe-
notipic este prezentata in Tabelul 2.

TABELUL 2. Sensibilitatea si specificitatea testelor
fenotipice

Test PCR MHT |KPC, MBL| Rapidec | OXA-48

blaOXA-48 and |CarbaNP| K-SeT
Rezultat OXA-48
Pozitiv (nr.) 80 73 72 76 66
Negativ (nr.) 32 28 32 32 32
Sensibilitate (%) 91,25 90 95 82.5
Specificitate (%) 87,5 100 100 100

DISCUTII

Asa cum este citat si in literatura, tulpinile re-
zistente sau intermediare la carbapeneme au
fost izolate de la pacienti de varsta Tnaintata,
care cel mai probabil au avut tratament cu anti-
biotice de-a lungul vietii. Peste trei sferturi din-
tre acestia au avut peste 50 de ani.

Majoritatea tulpinilor din studiul nostru care
au prezentat sensibilitate diminuata la unul sau
mai multe carbapeneme au fost Klebsiella pneu-
moniae, In concordanta cu datele din literatura
(13, 14).

Dintre testele incluse in studiu, MHT nu este
recomandat de ghidurile EUCAST, din cauza sen-

......
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acestui studiu au aratat ca MHT are cea mai mica
specificitate dintre testele fenotipice studiate,
dar o sensibilitate buna (91,25%) in detectarea
tulpinilor producatoare de OXA-48, rezultat
apropiat de cele din literatura: 100% sensibili-
tate in studiul lui Girlich D (15), 94% la Bartolini
A (14) si 93% la Doyle D (16).

Trusa KPC, MBL and 0XA-48 Confirm kit a
avut 100% specificitate si 90% sensibilitate 1n
detectarea tulpinilor pozitive pentru OXA-48 in
acest studiu. Specificitatea testului a fost la fel ca
in studiul lui van Dijk (100%), dar sensibilitatea
mai mica (90% versus 100%) (17).

Rapidec CarbaNP a avut o specificitate de
100%, ca in studiul lui Dortet L, dar sensibilita-
tea mai mici (95% versus 99%) (18). intr-un
studiu de Kabir MH, sensibilitatea a fost 97,8%
si specificitatea 98,56% (19).

Cel mai nou test fenotipic pentru detectarea
carbapenemazelor de tip 0XA-48 la Enterobac-
teriaceae introdus pe piata este OXA-48 K-SeT.
Desi rezultatele din literatura precizeaza o sen-
sibilitate si o specificitate de 100%(20, 21), re-
zultatele acestui studiu pentru acest test arata o
sensibilitate mai mica (82,5%), poate datorata si
limitei de detectie (0,125 ng/ml), fiind cunoscut
faptul ca tulpinile tip OXA-48 sunt slab produca-
toare de carbapenemaza.

CONCLUZII

Dintre testele fenotipice cu specificitate
100%, Rapidec CarbaNP a avut cea mai mare
sensibilitate in detectarea tulpinilor produca-
toare de carbapenemaza OXA-48. Acesta este de
asemenea un test al carui rezultat este gata in
2-4 ore, fiind foarte util in identificarea rapida a
acestui tip de microorganisme si in demararea
imediata a masurilor de control al infectiilor, cu
scopul de a limita raspandirea unor astfel de tul-
pini in spitale si alte institutii de ingrijire a bol-
navilor.

KPC, MBL and 0OXA-48 Confirm kit are, de
asemenea, o buna sensibilitate pentru detecta-
rea tulpinilor producatoare de carbapenemaze
tip-0XA-48, Insa rezultatul este disponibil dupa
18-20 de ore.

In pofida specificititii reduse, MHT rimane
util datorita usurintei de realizare si a sensibili-
tatii bune pentru detectarea tulpinilor produca-
toare de carbapenemaze de tip 0XA-48.

0XA-48 K-SeT este un test rapid si specific,
dar in studiul acesta a aratat o sensibilitate mica.
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