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Infectii nosocomiale produse de doua tulpini de Klebsiella
pneumoniae cu morfotipuri coloniale si pattern-uri de
rezistenta diferite izolate din acelasi produs patologic
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Rezumat

Trei pacienti internati intr-o sectie de Anestezie si Terapie Intensivd, cu raspuns nesatisfacator la tera-
pia antiinfectioasa administratd, au prezentat infectii nosocomiale produse de doua tulpini de Klebsiella
pneumoniae ssp. pneumoniae cu morfotipuri coloniale si pattern-uri de rezistenta distincte, izolate din acelasi
produs patologic. Degi infectiile nosocomiale cu tulpini de Klebsiella pneumoniae cu fenotipuri asociate de rezis-
tenta nu sunt neobisnuite in sectiile de terapie intensiva, asocierea in acelasi produs patologic a doua subpopula-
tii diferite apartinand aceleiagi specii bacteriene nu a mai fost raportatd in Romania.

Toate cele trei cazuri prezentate constituie argumentul viu al necesitatii respectarii riguroase a proto-
coalelor standardizate cu privire la etapele diagnosticului bacteriologic.
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Abstract

Three patients hospitalised in the Intensive Care Unit (ICU), who initially responded unsatisfactory to
antimicrobial treatment, were found to be infected by two strains of Klebsiella pneumoniae ssp. pneumoniae with
different colonial morphotypes and resistance phenotypes, isolated from the same sample. Although nosocomial
infections with multidrug-resistant strains of Klebsiella pneumoniae are not uncommon in ICU, this association
in the same sample of two different strains belonging to the same specie, had never been reported in Romania.

These three cases are a very strong argument for the strict following of the standard protocols of
isolation, identification and susceptibility testing of bacterial strains.

Keywords: Klebsiella pneumoniae subspecia pneumoniae, colonial morphotypes, resistance pheno-

types

Introducere

Trei pacienti internafi intr-o sectie de
Anestezie si Terapie Intensiva, cu raspuns nesa-
tisfacator la terapia antiinfectioasa administrata,
au prezentat infectii nosocomiale produse de
doud tulpini de Klebsiella pneumoniae ssp.
pneumoniae cu doua morfotipuri coloniale si
doua pattern-uri de rezistenta diferite.

Pneumoniile nosocomiale (PN) si infec-
tiille nosocomiale postoperatorii (INPO) repre-
zintd cauze importante de morbiditate si morta-
litate 1n serviciile de terapie intensiva si in cele
de chirurgie toraco-abdominala.

In 30-40% din cazuri, etiologia pneu-
moniei nosocomiale este plurimicrobiand. Spec-
trul bacterian este dominat de bacili aerobi
Gram-negativi:  Pseudomonas  aeruginosa,
Klebsiella spp., Escherichia coli, H. influenzae,
Serratia marcescens. Numeroase studii aratd
insd importan{a crescanda a Staphylococcus au-
reus, 1n special meticilino-rezistent (MRSA), si
a Streptococcus pneumoniae n etiologia PN.
Desi, cel mai frecvent, in aspiratele bronsice se
asociazd doi sau mai multi bacili Gram-
negativi, nu de putine ori acestia au fost izolati
alaturi de coci Gram-pozitivi 1n acelasi produs
patologic, la pacientii asistati ventilator. In cele
ce urmeaza vom prezenta o situatie ineditd, in
sensul ca din acelasi produs patologic am izolat
doud populatii microbiene cu caractere cultura-
le, biochimice si fenotipice diferite ale aceleiasi
specii bacteriene.

Prezentare de caz

Cazul 1

Pacienta 1n varsta de 65 de ani (pacien-
ta A), a fost internatd in sectia de Anestezie si
Terapie Intensiva in data de 3.06.2005, cu dia-
gnosticul accident vascular cerebral (AVC) he-
moragic. Pacienta se afld in coma de gradul III
si necesitd respiratie asistatd, caterer central si
sonda vezicald. Aflata sub antibioprofilaxie cu
cefazolin si ciprofloxacin, la 2 sdptdmani de la
internare, pacienta prezintd semne de infectie
respiratorie: febra, leucocitozd si tahicardie.
Examinarea radiologicd confirma suspiciunea
de peumonie. Pacienta dezvoltase o pneumonie
de ventilator — VAP. Se preleva aspiratul
bronsic. Se realizeaza un frotiu colorat Gram di-
rect din produsul patologic, care evidentiaza
bacili Gram-negativi, dispusi In diplo in axul
lung, capsulati, asociati cu 6 polimorfonucleare
si fibrind (marire de 1000 X)*. Aspiratul bronsic
se 1insamanteazd pe mediul gelozd-sange,
Chapmann, MacConkey si bulion nutritiv. Se
incubeaza 24 de ore la 37°C. A doua zi se exa-
mineaza placile de cultura.

Pe mediul MacConkey au fost puse in
evidentd doua tipuri diferite de colonii:
e Izolatul Al: colonii mari, cu diametrul de 2

mm, lactozo-pozitive, uscate;
e Jzolatul A2: colonii mari de 3 mm, lactozo-
pozitive, foarte mucoase.

e Ambele morfotipuri coloniale au prezentat
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fenomenul de cameleona;j'’.

Pe geloza-sange:

e Izolatul Al: colonii mari, cu diametrul de 2
mm, opace, uscate;

e Jzolatul A2: colonii mari de 3 mm, gri-
cenusii, lucioase, netede, bombate, foarte
mucoase.

- Testul hipermucovascozitatii
(THV)®: se efectueaza pentru coloniile insi-
mangate pe geloza cu 5% sange defibrinat de
berbec, incubate peste noapte la 37°C. Se utili-
zeaza ansa bacteriologicd standardizata cu bu-
cla, pentru a ,,intinde” o colonie mucovascoasa
sub forma unui fir. Hipermucovascozitatea
(HV) este definitd prin formarea unui fir vascos
de > 5 mm lungime atunci cand este folosita an-
sa pentru Intinderea coloniei de pe placa cu agar
(test pozitiv - vezi Figura I).

THYV a fost pozitiv pentru izolatul A2 si
negativ pentru izolatul Al.

- Pentru identificarea izolatelor Al si
A2 s-a folosit sistemul standardizat de identifi-
care a  enterobacterillor  API 108"
(bioMérieux). Ambele galerii, pentru identifica-
rea izolatului Al si respectiv A2, au prezentat
acelasi cod 7524, caruia 1i corespunde

Figura 1. Testul hipermucovéascozititii (THV)

pozitiv: formarea unui ,,fir” viascos de > 5 mm

lungime la intinderea cu ansa bacteriologica de
insimantare®

Klebsiella pneumoniae subspecia pneumoniae.
chimioterapicele antiinfectioase a ambelor izo-
late separat, prin metoda difuzimetrica standar-
dizata  Kirby-Bauer, utilizdnd normele
CLSI/NCCLS® (Clinical and Laboratory
Standards Institute/ National Committee for
Clinical Laboratory Standards). Tabelul nr. 1
le antiinfectioase a izolatelor Al si respectiv A2
prin metoda difuzimetricd standardizatd Kirby-
Bauer.

- Citirea antibiogramei §i incadrarea in
fenotipuri de rezistenta s-a realizat cu ajutorul
analizorului  automat  Osiris  Evolution’
(BioRad), metodologia de lucru si baza lui de
date fiind in conformitate cu standardele
CLSI/NCCLS'.

Astfel:

e Jzolatul Al a prezentat urmatoarele fenoti-
puri de rezistenta asociate: fenotip secretor
de penicilinazd cu nivel crescut (PAZA) +
fenotip sensibil la aminoglicozide + fenotip
de rezistenta incrucisatd la  toate
fluoroquinolonele;

e Izolatul A2: fenotip secretor de
betalactamaze cu spectru extins (BLSE) +
fenotip de rezistentd la toate
aminoglicozidele (KTGANt) + fenotip sen-
sibil la fluoroquinolone.

e 1In cazul izolatului A2, certificarea fenotipu-
lui BLSE s-a efectuat cu ajutorul testului de
sinergie intre acidul clavulanic continut in
comprimatul de Augmentin (AMC =
Amoxicilina + Acid clavulanic) si
cefalosporinele de generatia a 3-a
(Ceftazidim, Ceftriaxond, Cefotaxim) res-
pectiv monobactami (Aztreonam), relevata
printr-o imagine caracteristica de ,,buson de
sampanie”'’.

e Ambele izolate au fost sensibile Ila
cefamicine (cefoxitin) si carbapeneme
(imipenem). Cu toate acestea, sistemul ex-
pertiza al analizorului automat Osiris
Evolution® a trecut, in cazul izolatului A2,
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cefoxitinul de la sensibil la rezistent, datori-
ta prezentei fenotipului BLSE.

Asadar, din acelasi produs patologic
s-au izolat doua morfotipuri coloniale diferite,
cu acelasi biotip chimic, cu doua pattern-uri de
rezistentd diferite ale aceleiasi specii bacterie-
ne”'*. Comportamentul antiinfectios diferit si
chiar complementar fata de aminoglicozide si
fluoroquinolone al celor doua izolate Al si res-
pectiv A2, explica esecul antibioprofilaxiei.
Cefazolinul, omologul Cefalotinului testat, este
rezistent in cazul ambelor izolate, conform an-
tibiogramelor §i incadrérii in fenotipuri de rezis-
tentd. Atat fenotipul BLSE, cét si fenotipul se-
cretor de penicilinaza cu nivel crescut presupun
rezistenta la cefalosporinele de prima generatie

(Cefalotin, Cefazolin, etc.)."'® Chiar daci izola-
tul A2 este sensibil la Ciprofloxacin, izolatul
Al este rezistent, fapt ce impune schimbarea
atitudinii terapeutice (vezi Tabelul nr. I).

S-a prelevat si un set de hemoculturi,
care s-au dovedit a fi negative.

Datorita datelor clinice si paraclinice de
pneumonie, tratamentul antibiotic a fost schim-
bat cu imipenem/cilastatin (500 mg intravenos,
la 6 ore), in conformitate cu antibiogramele ce-
lor doud izolate. Tratamentul a continuat 24 de
zile, obtinandu-se remisiunea pneumoniei.

Cazul 11
Pacientd in varsta de 58 de ani (pacien-
ta B), a fost internatd in sectia de Anestezie si

Tabel nr.1. Testarea sensibilitatii la chimioterapicele antiinfectioase a izolatelor A1l si respectiv A2 prin
metoda difuzimetrica standardizata Kirby-Bauer

CHIMIOTERAPICE IZOLATUL A1l IZOLATUL A2
ANTIINFECTIOASE S I R S | R
AMPICILINA X X
TICARCILINA X X
CEFALOTIN X X
CEFOXITIN X X — — —X
CEFOTAXIM X X
AMOXICILINA + X X
ACID CLAVULANIC
CEFTAZIDIM X X
CEFUROXIM X X
IMIPENEM X X
GENTAMICINA X X
TOBRAMICINA X X
AMIKACINA X X
NITROFURANTOIN X X
TRIMETHOPRIM / X X
SULFAMETHOXAZOL
NORFLOXACIN X X
CIPROFLOXACIN X X
-Secretor de penicilinaza cu ni- | -Secretor de betalactamaze cu
FENOTIPURI vel crescut (PAZA) spectru extins (BLSE)
ASOCIATE -Sensibil la aminoglicozide -Rezistenta la toate
-Rezistenta incrucisati la toate | aminoglicozidele (KTGANt)
fluoroquinolonele -Sensibil la fluoroquinolone
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Figura 2a. Aspectele culturale ale celor doua izolate
B1 si B2, dupa repicarea celor doua tipuri de
colonii din cultura primara (colectie personali)

Terapie Intensiva in data de 29.08.2005, cu dia-
gnosticul AVC ischemic. Pacienta se afla in
coma de gradul I/Il, necesitand o monitorizare
permanentd. Abolirea mecanismelor normale
ale tusei, reflexului de deglutitie, imobilizarea

prelungita, abolirea starii de constienta,

protezarea respiratorie indelungata sunt tot ata-

tea cauze care au favorizat dezvoltarea unei
bronho-pneumonii.

In data de 14.09.2005 se preleva aspira-
tul bronsic. Se realizeaza un frotiu colorat Gram
direct din produsul patologic, care evidentiaza
bacili Gram-negativi, dispusi in diplo in axul
lung, capsulati, asociati cu 8 polimorfonucleare
si fibrind 1n cantitate moderatd (marire de 1000
X)*. Aspiratul bronsic se insaimanteazi pe me-
diul geloza-sange, Chapmann, MacConkey si
bulion nutritiv. Se incubeazi 24 de ore la 37°C.
A doua zi se examineaza placile de cultura.

Pe mediul MacConkey au fost puse in
evidentd doua tipuri diferite de colonii:

e Izolatul B1: colonii mari, cu diametrul de 2
mm, lactozo-negative;

e Izolatul B2: colonii mari de 2-3 mm, lacto-
zo-pozitive, foarte mucoase, cu cameleonaj
(vezi Figura 2a).

Pe geloza-sange:

e Izolatul B1: colonii mari, cu diametrul de 2
mm, translucide, mai putin mucoase;

e Izolatul B2: colonii mari de 3 mm, gri-
cenusii, lucioase, netede, bombate, foarte

Figura 2b. Galeriile API 20E ale celor dou: izolate B1 si B2 evidentiazi o singura diferenti a codului de
identificare referitoare la fermentarea /oxidarea inozitolului (colectie personali)
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mucoase.

- Testul hipermucovéascozitatii
(THV)®: a fost pozitiv pentru izolatul B2 (> 5
mm) i negativ pentru izolatul B1 (4 mm).

- Pentru identificarea izolatelor B1 si
B2 s-a folosit sistemul standardizat de identifi-
care a  enterobacteriilor ~API  20E"
(bioM¢érieux). Galeria pentru identificarea izo-
latului B1 a avut codul 5.215.773 iar cea pentru
identificarea izolatului B2, 5.215.573. Ambele
coduri  corespund aceleiasi  identificari,
Klebsiella pneumoniae subspecia pneumoniae.
Dupa cum se observa, codurile se diferentiaza
printr-o singurd cifrd, corespunzatoare unui sin-
gur test biochimic: fermentarea /oxidarea
inozitolului (INO), care este pozitivi pentru
izolatul B1 si negativa pentru izolatul B2. Figu-

bl B2 Test de s sttt grand

Betalactamine

G ™
Aminoglicozide

ra 2b ne arata cele doud galerii dupa incubarea
la 37°C, timp de 24 de ore. In tuburile ambelor
galerii, pentru evidentierea  triptofan-
dezaminazei (TDA), pentru testarea producerii
de indol (IND) si pentru producerea acetoinei —
reactia Voges Proskauer (VP), s-au adaugat re-
activii corespunzatori: TDA, reactivul James si
respectiv reactivul VP1 + VP2, Reactia TDA si
IND s-au citit imediat, iar reactia VP s-a citit la
10 minute. Tn galeria izolatului B2, s-au adaugat
reactivii NIT1 si NIT2 in tubul pentru glucoza
(GLU), pentru evidentierea reducerii nitratilor
la nitriti. Aparitia culorii rosii se traduce ca re-
actie pozitiva. In cazul galeriei izolatului B1 nu
s-au aditionat cei doi reactivi NIT1 si NIT2 an-
terior fotografierii, de aceea culoarea a ramas
neschimbata.

[kt BlMxm:pD'lc stantbogrand
7' N

Figura 2c. Antibiogramele si testele de sinergie pentru izolatele B1 si B2 (colectie personald): AM —
Ampicilina; TIC — Ticarcilind; CF — Cefalotin; FOX — Cefoxitin; CTX — Cefotaxim; AMC — Amoxicilina +
Acid clavulanic; CAZ — Ceftazidim; CXM — Cefuroxim; [IPM — Imipenem; GM — Gentamicind; TM —
Tobramicind; AN — Amikacind; FT — Nitrofurantoin; SXT — Trimethoprim/Sulfamethoxazol; NOR —
Norfloxacin; CIP — Ciprofloxacin; CRO — Ceftriaxoni; ATM — Aztreonam;
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chimioterapicele antiinfectioase a ambelor izo-
late separat, prin metoda difuzimetrica stan-
dardizata Kirby-Bauer, in conformitate cu
normele CLSI/NCCLS®. Antibiogramele celor
doud izolate sunt prezentate in Tabelul nr. 2 si
Figura 2c.

- Citirea antibiogramei §i Incadrarea in
fenotipuri de rezistenta s-a realizat cu ajutorul
analizorului automat Osiris Evolution’. Dat fi-
ind aspectul celor doud antibiograme in ceea ce
priveste comportamentul fatd de betalactamine
al celor doua izolate (diminuarea diametrelor de
inhibitie ale cefalosporinelor de generatia a
3-a), s-au efectuat teste de sinergie intre

cefalosporinele de generatia a 3-a si amoxicilina
+ acid clavulanic pentru fiecare izolat in parte.

- Principiul testului de sinergie intre
cefalosporinele de generatia a 3-a si acidul
clavulanic' se bazeazi pe faptul ca inhibitorii
de betalactamaze (IBL) raman activi asupra
BLSE. Ca atare, un IBL va potenta actiunea
unei cefalosporine de generatia a 3-a’. Testul
constd in evidenfierea unei imagini de sinergie
intre un disc de antibiotic ce contine un inhibi-
tor de betalactamaza si un disc cu cefalosporina
de generatia a 3-a (ceftriaxond, ceftazidim si
cefotaxim) sau un monobactam (aztreonam).
Este descrisd o imaginea caracteristica in ,,bu-
son de sampanie”"'’ (vezi Figura 2c — testele

Tabel nr. 2. Testarea sensibilititii la chimioterapicele antiinfectioase a izolatelor B1 si respectiv B2 prin
metoda difuzimetrica standardizata Kirby-Bauer

CHIMIOTERAPICE 1ZOLATUL B1 1IZOLATUL B2
ANTIINFECTIOASE S 1 R S 1 R
AMPICILINA X X
TICARCILINA X X
CEFALOTIN X X
CEFOXITIN X=17— —X X=21— — —X
CEFOTAXIM X=6 X=23— — — X
AMOXICILINA + X X
ACID CLAVULANIC
CEFTAZIDIM X=6 X=14
CEFUROXIM X X
IMIPENEM X X
GENTAMICINA X X
TOBRAMICINA X X
AMIKACINA X X
NITROFURANTOIN X X
TRIMETHOPRIM / X X
SULFAMETHOXAZOL
NORFLOXACIN X X
CIPROFLOXACIN X X
-Secretor de betalactamaze cu -Secretor de betalactamaze cu
FENOTIPURI spectru extins (BLSE) spectru extins (BLSE)
ASOCIATE - Rezistenta la -Rezistenta la toate
aminoglicozide (KTG) aminoglicozidele (KTGANt)
-Rezistenta incrucisati la toate | -Sensibil la fluoroquinolone
fluoroquinolonele
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de sinergie).

e In cazul izolatului B1, distanta dintre com-
primate este de 2,5 cm, distanta suficient de
mare pentru a pune in eviden{d imaginea
caracteristica de sinergie in ,,buson de sam-
panie”. Testul este elocvent pentru prezenta
BLSE.

e in cazul izolatului B2, distanta dintre com-
primate este de 3 cm, distantd prea mare
pentru a putea pune in evidentd un nivel
scazut de BLSE — test fals negativ. Produ-
cerea de BLSE trebuie suspectatd atunci
cand toate diametrele de inhibitie ale
cefalosporinelor de generatia a 3-a si a
monobactamilor sunt reduse, sub urmatoa-
rele valori: CTX <27 mm, CAZ < 22 mm,
CRO < 25 mm, ATM < 27 mm." Valorile
gasite au fost: CTX = 23mm, CAZ = 14
mm, CRO = 25 mm si ATM = 24 mm. Un
rezultat fals negativ se poate observa in ca-
zul suselor care posedda doud mecanisme de
rezistentd la betalactamine: unul producator

[zolatul B2
A

Figura 2d. Testul de sinergie AMC - TIC pentru
izolatul B2, care ne arata prezenta imaginii de
sinergie la 20 mm distanta intre centrele
comprimatelor si mai evidenti la o distanta de 15
mm intre acestea. (colectie personali)

CTX precedat de AMC

25,65 mm 16,84 mm

Figura 2e. Testul dublului disc pozitiv pentru
izolatul B2; Diferenta diametrelor de inhibitie:
A O = 8,81 mm (colectie personali)

de betalactamaze cu spectru extins (BLSE)
si unul hiperproducitor de penicilinaza na-
turali (PAZA)'. Pentru a putea pune in evi-
dentd aceste mecanisme s-au realizat alte
doua teste suplimentare.

- Testul de sinergie AMC-TIC', pune
in evidentd prezenta unei penicilinaze cu nivel
crescut, atunci cand apare o imagine de sinergie
intre Ticarcilina (TIC) si Acidul clavulanic, tra-

de catre inhitorul de betalactamaza (vezi Figura
2d).

- Testul dublului disc sau testul spa-
niol', este un test complementar utilizat pentru
a descoperi o tulpind producatoare de BLSE,
atunci cand testul de sinergie este fals negativ.
Principiul testului consta in evidentierea creste-
rii diametrului de inhibitie al unei cefalosporine
de generatia a 3-a, precedatd de aplicarea unui
disc cu AMC, comparativ cu un alt disc al ace-
leiasi cefalosporine, atunci cind sunt plasate
unul langa celalalt, pe o placa cu agar Mueller-
Hinton. Dupa insdmantare, se plaseaza pe placa
un disc cu AMC si unul cu o cefalosporind de
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generatia a 3-a (de exemplu CTX), la o distanta
suficient de mare pentru a nu interfera, ca la tes-
tul de sinergie. Se lasa placa la temperatura am-
biantd din laborator timp de o ora, dupa care
discul cu AMC va fi inlocuit cu cel de
cefalosporind, aceeasi cu cea vecina pe placa

(tot CTX). Se incubeazi 18 ore la 37°C. Testul

este pozitiv daca diametrul zonei de inhibitie al

discului cu cefalosporind de generatia a 3-a este
inferior cu 4-5 mm celui al zonei de inhibitie al
aceleiasi cefalosporine precedate de AMC (vezi

Figura 2e).

In urma analizarii antibiogramelor co-
roborat cu datele testelor suplimentare s-a con-
cluzionat:

e Jzolatul Bl a prezentat urmatoarele fenoti-
puri de rezistenta asociate: fenotip secretor
de betalactamaze cu spectru extins (BLSE)
+ fenotip de rezistentd la Kanamicina,
Tobramicind, Gentamicina (KTG) + fenotip
de rezistentd incrucisatd la  toate
fluoroquinolonele;

e Jzolatul B2: fenotip secretor de
betalactamaze cu spectru extins (BLSE) +

Figura 3. Aspectele culturale ale celor trei izolate
C1, C2 si C3, dupa repicarea lor din cultura
primara (colectie personali)

fenotip de rezistentd la toate
aminoglicozidele (KTGANt) + fenotip sen-
sibil la fluoroquinolone.

Asadar, din acelasi produs patologic
s-au izolat doua morfotipuri coloniale, cu doua
biotipuri chimice $i cu pattern-uri de rezistenta
diferite ale aceleiasi specii bacteriene”'’. De
asemenea, izolatele B1 si B2 au fost diferite de
izolatele Al si A2.

Cazul 111
Pacient in varsta de 25 de ani (pacientul

C), a fost internat 1n sectia de Anestezie si Te-

rapie Intensivd 1n data de 5.09.2005, cu dia-

gnosticul politraumatism prin accident rutier.

Pacientul este supus unor interventii chirurgica-

le succesive abdominale pentru rezolvarea unui

hemoperitoneu cu origine splenica si toracale
pentru rezolvarea unui pneumotorax.

in data de 14.09.2005 se preleveaza se-
cretia plagii postoperatorii §i un set de hemocul-
turi, in context febril (39,9°C). Se realizeaza un
frotiu colorat Gram direct din produsul patolo-
gic, care evidentiazd numerosi bacili Gram-
negativi (7-8 /cAmp microscopic, la o marire de

1000 X) si prezenta granulocitelor. Mentionam

ca o singurd bacterie observata pe frotiu semni-

fica prezenta a cel putin 10° UFC / g de tesut’.

Secretia plagii se insimanteaza pe mediul gelo-

za-sange, Chapmann, MacConkey si bulion nu-

tritiv. Se incubeazi 24 de ore la 37°C. A doua zi
se examineaza placile de cultura.

Pe mediul MacConkey au fost puse in
evidenta trei tipuri diferite de colonii:

e Jzolatul C1: colonii mari, cu diametrul de 3-
4 mm, lactozo-pozitive, foarte mucoase,
confluente, cu cameleonaj;

e JIzolatul C2: colonii mari de 2-3 mm, lacto-
zo-pozitive, mucoase, cu cameleonaj mai
putin evident la 24 de ore de incubare'';

e Izolatul C3: colonii mici, 1-2 mm, lactozo-
negative (Figura 3).

Pe geloza-sange:

e Izolatul C1: colonii mari, cu diametrul de 3

mm, gri-cenusii, lucioase, netede, bombate,
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Tzolatul (2 cad 7504 (TTRE .)

Fig. 4b.

Trolatul C3 cod 6000

Fig. 4c.

Fig. 4a, 4b.Galeriile API 10S ale celor doua izolate
C1 si C2 evidentiaza o singura diferenta a codului
de identificare referitoare la prezenta/absenta
ureazei; ambele coduri corespund aceleiasi
identificari Klebsiella pneumoniae ssp. pneumoniae.
(colectie personali)

Fig. 4c. Galeria API 10S a izolatului C3 are codul
6000, caruia ii corespunde Acinetobacter baumannii
(colectie personali)

foarte mucoase;
e Izolatul C2: colonii mari de 2 mm, alb-gri,
mucoase;
e Izolatul C3: colonii mici, translucide.
- Testul hipermucoviascozitatii
(THV)? a fost pozitiv pentru ambele izolate lac-
tozo-pozitive, mucoase: THV-C1 = 10 mm si

THV-C2 = 6 mm.

- Pentru identificarea izolatelor C1, C2
si C3 s-a folosit sistemul standardizat de identi-
ficare a enterobacteriilor API 10S". Galeriile au
prezentat urmatoarele coduri si identificari co-
respunzatoare:

e pentru izolatul C1 - codul 7524: Klebsiella
prneumoniae SSp. pneumoniae;

e pentru izolatul C2 - codul 7504: Klebsiella
prneumoniae SSp. pneumoniae;

e pentru izolatul C3 - codul 6000:
Acinetobacter baumannii,

Dupa cum se observa, codurile pentru
izolatele C1 si C2 se diferentiaza printr-o singu-
rd cifrd, corespunzdtoare unui singur test bio-
chimic referitor la prezenta/absenta ureazei.
Klebsiella pneumoniae — izolatul C1 este
ureazo-pozitiv, iar Klebsiella pneumoniae — izo-
latul C2 este ureazo-negativ. Figurile 4a, 4b si
4c ne aratad cele trei galerii dupd incubarea la
37°C, timp de 24 de ore.

- Si in acest caz, s-a efectuat testarea
a ambelor izolate separat, prin metoda difuzi-
metricd standardizatd Kirby-Bauer, in confor-
mitate cu normele CLSI/NCCLS®. Antibiogra-
mele celor doud izolate sunt prezentate in Tabe-
lul nr. 3 1 Figura 5.

Analiza antibiogramelor (cu ajutorul
analizorului automat Osiris Evolution®) si a tes-
telor de sinergie a izolatelor C1 si C2 ale
Klebsiella pneumoniae a pus in evidentd urma-
toarele aspecte:

e Jzolatul C1 a prezentat urmatoarele fenoti-
puri de rezistenta asociate: fenotip secretor
de betalactamaze cu spectru extins (BLSE)
+ fenotip de rezistentd la Kanamicina,
Tobramicind, Gentamicina (KTG) + fenotip
de rezistentd incrucisatd la  toate
fluoroquinolonele;

e Izolatul C2: fenotip secretor de
betalactamaze cu spectru extins (BLSE) +
fenotip de rezistentd la Kanamicina,
Tobramicind, Gentamicina (KTG) + fenotip
sensibil la fluoroquinolone.
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Si cazul III ne-a demonstrat coexistenta
a doud populatii bacteriene diferite din punct de
vedere cultural, biochimic si fenotipic ale acele-
iagi subspecii bacteriene: Klebsiella
pneumoniae SSp. pneumoniae.

Concluzii

1. Izolatele Al si A2 au fost diferite de izola-
tele B1 si B2 si respectiv C1 si C2. Cei trei pa-
cienti au prezentat infectii nosocomiale cu aso-
cieri diferite de tulpini ale Klebsiella
pneumoniae ssp. pneumoniae, fiecare asociere
avand un comportament dual.

2.  Termenul de ,,cameleonaj” referitor la ca-
racterele culturale ale tulpinilor de Klebsiella
pneumoniae, unde a fost descris pentru prima
data, ar putea fi extins la caracterele biochimice
si la exprimarea pattern-urilor de rezistenta ale
subpopulatiilor aceleiasi specii bacteriene.

3. Acest fenomen poate masca coabitarea a
doud subpopulatii bacteriene apartinand acele-
iasi specii, in cazul unor subinvestigari sau erori
in procedurile etapelor diagnosticului bacterio-
logic. Rezultatul final este un diagnostic bacte-
riologic eronat sau incomplet care va atrage
esecul terapeutic.

4. Indiferent de localizarea infectiei si deci a
situsului de prelevare a materialului biologic,

Tabel nr. 3. Testarea sensibilititii la chimioterapicele antiinfectioase a izolatelor C1 si respectiv C2 prin
metoda difuzimetrica standardizata Kirby-Bauer

CHIMIOTERAPICE IZOLATUL C1 IZOLATUL C2
ANTIINFECTIOASE S I R S | R
AMPICILINA X X
TICARCILINA X X
CEFALOTIN X X
CEFOXITIN X=8 X=16— —X
CEFOTAXIM X=6 X=6
AMOXICILINA + X= X=14
ACID CLAVULANIC
CEFTAZIDIM X=6 X=6
CEFUROXIM X X
IMIPENEM X X
GENTAMICINA X X
TOBRAMICINA X X
AMIKACINA X X
NITROFURANTOIN X X
TRIMETHOPRIM / X X
SULFAMETHOXAZOL
NORFLOXACIN X X
CIPROFLOXACIN X X
-Secretor de betalactamaze cu -Secretor de betalactamaze cu
FENOTIPURI spectru extins (BLSE) spectru extins (BLSE)
ASOCIATE - Rezistenta la -Rezistenta la aminoglicozidele
aminoglicozide (KTG) (KTG)
-Rezistenta incrucisati la toate | -Sensibil la fluoroquinolone
fluoroquinolonele
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Klebsiella pneumoniae poate da nastere la doua
subpopulatii independente, care se manifesta pe
rand sau concomitent, spontan sau indus de fac-
tori externi.

5. Toate cele trei cazuri prezentate constituie
argumentul viu al necesitatii respectarii riguroa-
se a protocoalelor standardizate cu privire la
etapele diagnosticului bacteriologic.

6. Asocierea 1n acelasi produs patologic a ce-
lor doua subpopulatii bacteriene cu fenotipuri
complementare fatd de principalele clase de an-
tibiotice (betalactamine, aminoglicozide si
terapeutice.

7. Tratamentul de electie al celor trei cazuri a
fost reprezentat de Imipenem/Cilastatin, singura
»armd”  disponibild  in  situatiile de
multirezistentd asociatd a fiecirui biopattern
subpopulational.

8. Ramane de demonstrat daca cele doud
subpopulatii apartin aceleiasi clone bacteriene.
De asemenea, trebuie elucidate mecanismele
coexistentei 1n acelasi produs patologic a doud
izolate cu pattern-uri de rezistenta distincte ale
aceleiasi specii / clone bacteriene.

Izolatul C1 (URE +)

Lista abrevierilor utilizate in textul lu-
crarii:

ICU — Intensive Care Unit

PN — Pneumoniile nosocomiale

INPO — Infectiile nosocomiale postoperatorii

MRSA — Staphylococcus aureus meticilino-rezistent
AVC — Accident Vascular Cerebral

VAP — Pneumonie de ventilator

THYV — Testul hipermucovascozitatii

HV — Hipermucovascozitatea

CLSI — Clinical and Laboratory Standards Institute
NCCLS - National Committee for Clinical
Laboratory Standards

PAZA — Fenotip secretor de penicilinazd cu nivel
crescut

BLSE — Fenotip secretor de betalactamaze cu spec-
tru extins

KTGANt — Fenotip de rezistentd la toate
aminoglicozidele

AMC — Augmentin = Amoxicilind + Acid clavulanic
INO — Fermentarea /oxidarea inozitol

TDA — Evidentierea triptofan-dezaminazei

IND — Producerea de indol

VP — Reactia Voges Proskauer (Producerea
acetoinei)

GLU - Glucoza

Tzolatul C2 (URE -)

Fig. 5. Antibiogramele izolatelor C1 si C2 (colectie personali): AM — Ampicilind; TIC — Ticarcilina; CF —
Cefalotin; FOX — Cefoxitin; CTX — Cefotaxim; AMC — Amoxicilina + Acid clavulanic; CAZ — Ceftazidim;
CXM - Cefuroxim; IPM — Imipenem; GM — Gentamicind; TM — Tobramicinia; AN — Amikacini; FT —
Nitrofurantoin; SXT — Trimethoprim/Sulfamethoxazol; NOR — Norfloxacin; CIP — Ciprofloxacin.
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NIT1 si NIT2 — reactivi utilizati pentru evidentierea
reducerii nitratilor la nitriti

AM — Ampicilina

TIC — Ticarcilina

CF — Cefalotin

FOX — Cefoxitin

CTX - Cefotaxim

CAZ - Ceftazidim

CXM — Cefuroxim

IPM — Imipenem

GM - Gentamicina

TM — Tobramicina

AN — Amikacina

FT — Nitrofurantoin

SXT — Trimethoprim/Sulfamethoxazol
NOR — Norfloxacin

CIP — Ciprofloxacin

CRO — Ceftriaxona

ATM — Aztreonam

IBL — Inhibitori de betalactamaza

AQ — Diferenta diametrelor de inhibitie
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