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Inventia se refex la mediciri, in special la un procedeu de diagnosticare etiiife cauzate de enterobacterii
produdcitoare de beta-lactamaze.

Actualmente sunt cunoscute diferite teste de distigere microbiologit a agetilor cauzali ai maladiilor
infectioasesi de caracterizare a acestora.

Este cunoscut testul PCR congienal (Polymerase Chain Reaction sau Rieade Polimerizare in Lap care
const in amplificarea enzimaticin vitro a unei secvea de ADN de interes. Nutrul de copii ale secveei tinta
creste exponetial cu fiecare ciclu de amplificare, deoarece fiecsecvetd nucleotidié nou sintetizat constituie o
matritd pentru o noél copie. Produsul PCR care repreziotcopie ADN/ARNtinta este numit amplicon. Acest test
permite detectarea cu specificitate altunor concentté scazute ale secveeitinta [1, 2].

Ca tulpira martor pozitiv pentru compararea datelotimite in detega si identificarea profilurilor de rezistgha
bacteriilor la antibioticele betalactamice au fastizate tulpinile de E. coli tip CTX-M (CTX-M-1CTX-M-3,
CTX-M-14, CTX-M-15) depozitate in Colga Naionak de Microorganisme Nepatogene a Institutului de
Microbiologiesi Biotehnologie al AM.

Se cunoste testul Real Time PCR, care este o valianteagei PCRsi consti in amplificarea fragmentului ADN
n timp real cu analiza acestuia [1, 2].

La fel se cunogie testul PCR multiplex, care comsh amplificarea concomitenta catorva gene de interes (PCR
multiprimer) prin reaga de co-amplificare a ADN matrice intr-o singueadie cu utilizarea catorva perechi de
primeri. La moment este cunoscut PCR multiplex peamplificarea diverselor tipuri de dade BLSE: TEM,
SHV,CTX, OXA 1, 2].

Mai este cunosciitsi Tehnica ADN microarray, care poate fi utilizdh detectarea polimorfismului punctiform de
nucleotide (SNPs) sau la detectarea de ADN (stlglihibridizare genomiccomparat) sau de ARN (detectat ca
ADNCc dup realizarea revers transcrierii) care poate fi iogilin translarea de proteine [3].

Este cunoscut, de asemenea, testul de sgexeMDN, care repreziatidentificarea tipului, felulusi succesiunii
nucleotidelor dintr-un fragment ADN cercetat, unaefost efectuat amplificarea genelor tulpinii suspecte de
producerea de beta-lactamaze cu spectru extinsEBLEezultatele amplifizii supuse secveierii sunt comparate
cu secvetele nucleotidice cunoscute [1]. Astfel utilizAndgertierea este posililidentificarea nu numai a genelor
cunoscute, dagi a noilor variante cu depozitarea acestora in ialeNaionak de Microorganisme Nepatogene
care ulterior pot servi ca tulpini de refgtifin determinarea markerilor de rezigtela antibioticele betalactamice
(BLSE).

Cea mai apropiatsoluie de procedeul propus este procedeul de deterenmnegzistegei la antibiotice (screening a
BLSE) a bacililor gram-negativi cu utilizarea tdstede diagnosticare microbiologica agetilor cauzali ai
maladiilor infegioasesi de caracterizare a acestagibanume: PCR convéional sau PCR Real Time (8 ore) pentru
screening;i tehnica ADN microarray (24 ore) sau secauerea (12 ore) pentru confirmare, unde procedergaisi
20...32 ore [1].

Dezavantajul acestor teste cdarist timpul indelungat de determinaiecaracterizare a microorganismelor rezistente
la antibioticesi de determinare a profilului BLSE ce impietliprescrierea precoce a preparatului antibacterian
etiotrop.

Problema pe care o sgilbneaz invenia propud const in elaborarea unui procedeu de depistare #apid
microorganismelor din familia Enterobacteriaceasdpcente de beta-lactamagrofilului BLSE.

Esena inveniei consi in faptul @ se propune un procedeu de diagnosticare atiihdecauzate de enterobacterii
producitoare de beta-lactamaze care cofistaceeaise efectuedizscreeningul prin metoda multiplex al rd@ac
de polimerizare n lgncu utilizarea tulpinilor de referil (E. coli profil BLSE CTX-M-1 din grupul filogenetiA,

E. coli profil BLSE CTX-M-3 din grupul filogenetié\, E. coli profil BLSE CTX-M-3 din grupul filogenat B2, E.
coli profil BLSE CTX-M-14 din grupul filogenetic AE. coli profil BLSE CTX-M-14 din grupul filogenetiB2, E.
coli profil BLSE CTX-M-14 din grupul filogenetic DE. coli profil BLSE CTX-M-15 din grupul filogenetiA, E.
coli profil BLSE CTX-M-15 din grupul filogenetic BZE. coli profil BLSE CTX-M-15 din grupul filogenietD), iar

in cazul stabilirii unor noi tulpini se efectuéametoda de secvgare pentru stabilirea agentului infexs si
includerea lui Tn lista tulpinilor de refetin

Rezultatul invetiei const in reducerea timpului de depistare a bacterigaistente la preparatele antibacterigine
definitivarea rezultatului peste..34 ore, iar in cazul tulpinilor nontipabile rezulthtpoate fi definitivat peste
15...16 ore.

Exemplu de realizare a invgei

Procedeul dat a fost utilizat la testarea seriitiilla antibiotice a 196 tulpini de E. coli izolatén probe clinice
(urina si mase fecale), colectate de la persoane cu ditigraesinfegii ale ciilor urinare internate in IMSP Institutul
de Cercetri Stiintifice din Domeniul Ocrotirii 8natatii Mamei si Copilului, IMSP SCM ,Sfanta Treimedi IMSP
Spitalul Clinic Municipal nr.1. La persoanele ingdte in studiu s-a efectuat o analitobacteriologié a urineisi
s-a colectat anamneza epidemiolé@gica majoritatea persoanelor au fost prezente ad@te ale infeilor urinare
—1n jur de 97%. Varsta pacigior a fost variai, de la 18 pénla 42 ani. Din lotul pacieitor investigai femeile au
fost mai des afectate decalrleii, ponderea acestora constituind 85% din lotulcett. Datele anamnezei
epidemiologice au demonstrat o mare parte din pacigrau utilizat antibiotice Tnainte de a fi inglun studiu.
Rezistera tulpinilor E. coli la preparatele antimicrobidbetalactamice a fost determifigi prin metode de biologie
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moleculai cu utilizarea tulpinilor tip cu profil BLSE cunasic Spre deosebire de metodele de biologie molecula
clasice- PCR conventional sau PCR Real Time, aplicarea ceet®CR Multiplex cu utilizarea tulpinilor Tip cu
profil BLSE cunoscut permite cu specificitaiesensibilitate Tnalt evidenierea relgei dintre informaia genetia si
expresia acesteia pentru prescrierea precoceaamatului antibacteriagi prevenirea consumul neargumentat de
antibiotice.

Eficienta inveniei propuse feh de cea mai apropiasoluie pentru detectarea BLSE

Cea mai apropiatsoluie Durata(ore) | Invetia Durata (ore)
Screening: Screening:

PCR conventional 8 PCR Multiplex cu utilizarea tulpinilor de 3.4
sau PCR Real Time referina

(E. coli tip profil BLSE CTX-M-1, grup|
filogenetic A; E. coli tip profil BLSE
CTX-M-3, grup filogenetic A; E. coli tip
profil BLSE CTX-M-3, grup filogenetic
B2; E. coli tip profil BLSE CTX-M-14,
grup filogenetic A; E. coli tip profil
BLSE CTX-M-14, grup filogenetic B2
E. coli tip profil BLSE CTX-M-14, grup
filogenetic D; E. coli tip profil BLSE
CTX-M-15, grup filogenetic A; E. col
tip profii BLSE CTX-M-15, grup
filogenetic B2; E. coli tip profil BLSE
CTX-M-15, grup filogenetic D)

confirmarea: confirmarea:

Tehnica ADN microarray 24 secvetierea in cazul depisti tulpinilor

sau secveierea 12 non-tipabile 12
Total 20...32 3...16

Astfel, utilizarea procedeului algoritmizat nou depistare a producerii beta-lactamazelor la miganismele
familiei Enterobacteriaceae, prin aplicarea tulpintip profil BLSE, permite identificaregi caracterizarea rapica
genotipului care codificexprimarea profilurilor de rezistgnla antibioticele betalactamigeduce la eficientizarea
sistemului de monitorizarg supraveghere a rezistenla antibiotice, iar, ulterior, aceasta va pefitewa tactica de
prescriere a tratamentului antibacterjama preveni consumul neargumentat de antibiotice.



