
1 
 

PROIECT TE 135  
CARACTERIZAREA PATTERN-URILOR DE VIRULENŢĂ ŞI REZISTENŢĂ LA ANTIBIOTICE A 
TULPINILOR DE  STAPHYLOCOCCUS AUREUS ŞI PSEUDOMONAS AERUGINOSA IZOLATE DIN 

INFECŢII NOSOCOMIALE 
SINTEZA LUCRARILOR 

 FAZA II 
 
 

In cursul acestei faze au fost stabilite, cu ajutorul metodelor fenotipice si genotipice, profilurile de 
sensibilitate la antibiotice la tulpini de S. aureus si de Ps. aeruginosa izolate din infectii aparute la pacienti cu 
afectiuni cardiovasculare, spitalizati in diferite sectii ale Institutului de Boli Cardiovasculare Prof. C.C. Iliescu, 
al caror pattern-uri de virulenta au fost stabilite in faza anterioara a proiectului.  
 
Materiale si metode 

Pentru testele fenotipice si de analiza statistica, au fost selectate  357 tulpini de S. aureus si 206 de Ps. 
aeruginosa reprezentind un procent semnificativ, de 48% din totalul etiologiilor identificate prin analiza unui 
numar total de 1166 tulpini cu potential patogen izolate din produse patologice diverse, recoltate de la pacienti 
cu afectiuni cardiovasculare (fig. 1).  
 

 
Fig. 1. Distributia tulpinilor analizate in functie de sursa de izolare 

 
Pentru fiecare dintre tulpinile apartinind celor doua specii analizate, a fost testatã sensibilitatea la 

antibiotice în conformitate cu standardele CLSI 2011 si EUCAST 2011, folosind metodele disc-difuzimetrică şi 
CMI (sistem automat -Vitek 2 Compact). Citirea interpretativă a antibiogramei a permis identificarea unor 
mecanisme de rezistenţă fenotipică la antibioticele β -lactamice (rezistenta la meticilina evidentiata cu ajutorul 
disacului de cefoxitin, teste de sinergism şi antagonism pentru evidenţierea beta-lactamazelor de spectru larg, β-
lactamazelor inductibile şi carbapenemazelor) si macrolide (rezistenta inductibila la macrolide, lincosamide si 
streptogramine B revelata prin aplatizarea zonei de inhibiţie a discului cu clindamicină adiacent discului cu 
eritromicină, rezultând forma „D” a zonei de inhibiţie. De asemenea detectarea fenotipului producator de beta-
lactamaza de spectru larg s-a realizat cu ajutorul E-test PM/PML, iar a fenotipului producator de metalobeta-
lactamaza cu E-test IP/IPI (1, 2, 3, 4).  

Metodele moleculare au fost utilizate pentru detectarea la tulpinile studiate prin PCR a genelor 
responsabile de aparitia unor fenotipuri specifice de rezistenta la antibiotice: β-lactamaze: clasa A (familiile 
PSE, CARB, TEM), clasa B – metalo-β-lactamaze - MBL (familiile IMP, VIM, SPM), clasa C - AmpC, β-
lactamaze cu spectru extins (ESBL); pierderea unei porine (proteina de membrana externa) (OprD); expresia 
unor pompe de eflux multidrug, precum si rezistenta la fluoroquinolone: mutatii in genele cromosomale ce 
codifica ADN-giraza si/sau ADN-topoizomeraza; si/sau supraexprimarea unor pompe de eflux multidrug (la Ps. 
aeruginosa), respectiv rezistenta la: beta-lactami prin alterarea tintei, macrolide-lincosamide si streptogramine 
tip B (MLSb) prin alterarea tintei ribosomale sau prin mecanismul de eflux activ, precum si la tetracicline (la S. 
aureus).  
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Pentru detectarea genelor responsabile de fenotipurile de rezistenta identificate s-a extras ADN genomic 
din tulpinile studiate cu kit-ul Wizard Genomic DNA Purification (Promega, U.S.) conform cu recomandarile 
producatorului. La S. aureus au fost utilizate: teste PCR individuale pentru detectarea genei care codifica 
rezistenta la beta-lactami (mecA), respectiv a genei care codifica rezistenta la macrolide si la steptograminele de 
tip B prin mecanismul de eflux activ (gena msrA); doua teste multiplex-PCR pentru stabilirea determinismului 
genetic al rezistentei la tetraciclina (genele tetK, tetM), si al fenotipului de rezistenta MLSb inductibila sau 
constitutiva (genele ermA, ermC).  

Reactii PCR individuale au fost utilizate pentru detectarea la Ps. aeruginosa a genelor care codifica 
sinteza de ESBL (blaampC, blaTEM grup, blaSHV grup, blaPSE grup (PSE-1, PSE 4, CARB-3)), respectiv a genei blaIMP, care 
codifica aparitia fenotipului MBL. Un multiplex-PCR a fost utilizat pentru detectarea genelor blaVIM, blaSIM si 
blaSPM, care codifica fenotipul MBL. Stabilirea determinismului genetic al rezistentei la ciprofloxacin a 
tulpinilor studiate s-a realizat prin PCR pentru a testa prezenta unor mutatii in genele gyrA, sau parC, respectiv 
prezenta genelor mexB, mexD, mexF si mexY, care codifica sinteza unor pompe de eflux multidrug. 

Secventele primerilor specifici utilizati in testele PCR si greutatea moleculara a ampliconilor obtinuti 
sunt listate in tabelul 1. Produsii de amplificare au fost verificati prin electroforeza in gel de agaroza 1,5% 
colorat cu bromură de etidiu (10µg/ml) si identificati pe baza dimensiunilor caracteristice cu ajutorul unor 
markeri de greutate moleculara specifici.  

 
Tabelul 1. Secventele primerilor utilizati in PCR pentru detectarea genelor de  rezistenta la antibiotice la tulpinile de S. aureus si P. 

aeruginosa sudiate (5-9). 
S. aureus 

Gena  Primeri  Secventa de nucleotide  Dimensiune amplicon  
ermA   ermA-F 

  ermA-R 
 5’-AAG CGG TAA ACC CCT CTG A-3’ 
 5’-TTC GCA AAT CCC TTC TCA AC-3’ 

 190 bp 

ermC   ermC-F 
  ermC-R 

 5’-AAT CGT CAA TTC CTG CAT GT-3’ 
 5’-TAA TCG TGG AAT ACG GGT TTG-3’ 

 299 bp 

tetK   tetK-F 
  tetK-R 

 5’-GTA GCG ACA ATA GGT AAT AGT-3’ 
 5’-GTA GTG ACA ATA AAC CTC CTA-3’ 

 360 bp 

tetM 
 

  tetM-F 
  tetM-R 

 5’-AGT GGA GCG ATT ACA GAA-3’ 
 5’-CAT ATG TCC TGG CGT GTC TA-3’ 

 158 bp 

mecA   mecA-F 
  mecA-R 

 5′-ACGAGTAGATGCTCAATATAA- 3′ 
 5′-CTTAGTTCTTTAGCGATTGC- 3′ 

 263 bp 

Ps. aeruginosa 
blaampC  ampC-PA-F   

ampC-PA-R      
5′-CTTCCACACTGCTGTTCGCC-3′                        
5′- TTGGCCAGGATCACCAGTCC-3′         

1063 bp  

blaTEM grup  TEMgrup-F  
TEMgrup-R                 

5’-ATGAGTATTCAACATTTC CG -3’ 
5’-CTGACAGTTACCAATGCTTA-3’ 

867 bp  

blaSHV grup  SHVgrup–F 
SHVgrup-R                  

5’-GGTTATGCGTTATATTCGCC-3’ 
5’-TTAGCTTTGCCAGTGCTC-3’ 

865 bp  

blaPSE grup  PSEgrup-F         
PSEgrup-R          

5’-ACCGTATTGAGCCTGATTTA-3’ 
5’-ATTGAAGCCGTGTTTGAGC-3’ 

321 bp  

blaIMP  IMP-A     
IMP-B                    

5′-GAAGGYGTTTATGTTCATAC-3′                                 
5′-GTAMGTTTCAAGAGTGATGC-3′     

587 bp  

blaVIM  VIMgen-F2  
VIMgen-R2        

5′-GTTTGGTCGCATATCGCAAC-3′                              
5′-AATGCGCAGCACCAGGATAG-3′    

382 bp  

blaSIM  SIM-F1     
SIM-R1                

5′-GTACAAGGGATTCGGCATCG-3′                                    
5′-TGGCCTGTTCCCATGTGAG-3′     

569 bp  

blaSPM  SPM-F1 
SPM-R1                  

5′-CTAAATCGAGAGCCCTGCTTG-3′                                 
5′-CCTTTTCCGCGACCTTGATC-3′     

798 bp  

oprD  OprD-F    
OprD-R                

5′-GCTCGACCTCGAGGCAGGCCA-3′                    
5′-CCAGCGATTGGTCGGATGCCA-3′         

242 bp  

gyrA  gyrA5 –F   
gyrA5 –R      

5’-GGC CTG AAG CCG GTG CAC-3’ 
5-’CAC GGC GAT ACC GCT GGA-3’ 

410 bp  
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parC  parC6 –F  
parC6 –R          

5’-TCC AAG CAA GAA ACT G-3’ 
5’-AGC AGC ACC TCG GAA TAG-3’ 

227 bp  

mexB  mexB-F     
mexB-R             

5’ -CCATGGTGCTCTCGGCGGTATTCCT-3’ 
5’-CTGTTCTCGCCACCGGGACGCTCTT-3’ 

591 bp  

mexD  mexD-F   
mexD-R             

5’-GCCAACGCGATCCAGACCCTACCCT3’ 
5’-CGCGCCACCAGCTTCGAGTTGAG-3’. 

715 bp  

mexF  mexF-F 
mexF-R                 

5’-CCAGGTCAACGTGCCGCAGAT-3’   
5’CCTCCTGCTTGTCCTTGGCGAACTC-3’ 

707 bp  

mexY  mexY-F       
mexY-R        

5’-CCCGGCCAAGCTGACCTCGATGAAC-3’ 
5’-CCCAGGCCGAGCATC ACCGTG AAG-3’ 

594 bp  

 
Rezultate si discutii 

Tulpinile de Ps. aeruginosa studiate au prezentat atat fenotipuri de rezistenţã intrinsecã la majoritatea 
compuşilor antimicrobieni, datoritã capacitãţii selective de a elimina moleculele care penetreazã membrana 
externã, cat si fenotipuri de rezistenţa dobânditã realizatã prin mai multe mecanisme, care atunci când 
funcţioneazã simultan, conferã caracterul de multirezistenţã (10-12) (Tabelul 2). Rezistenta la asocierile de 
peniciline cu inhibitori, ca si la cefalosporinele de generatia a treia si aminoglicozide a fost foarte ridicata. 
Rezistenţa la carbapenemi, este semnificativa, cu o prevalenţã de peste 11%. Tulpini multirezistente de  Ps. 
aeruginosa au prezentat frecvent rezistenţa combinatã  la doua, trei patru, cinci sau chiar toate clasele de 
antibiotice testate (Tabelul 1.).  
 

Tabelul 2. Fenotipurile de rezistenta  pentru tulpinile de Ps. aeruginosa analizate (n= 206) 
Fenotipul de rezistenta % din totalul tulpinilor analizate 

Sensibilitate 11,4 
Rezistenta unica (la antibiotice dintr-o singura clasa)  

Rezistenta la doua clase de antibiotice  
FQ+AG 28,7 

TZP+CAZ 25,1225 
FQ+CAR 21,4 
TZP+FQ 28,3 

TZP+CAR 20,5 
TZP+AG 27,3 
AG+CAR 20,5 

CAZ+CAR 20,09 
FQ+CAZ 27,3 
CAZ+AG 27,3 

Rezistenta la trei clase de antibiotice (MDR)- multi-drug 
resistance 

 

FQ+AG+CAR 20,5 
TZP+FQ+AG 26,4 

TZP+CAZ+CAR 19,6 
TZP+FQ+ CAZ 26,02 
FQ+ CAZ +AG 26,4 
TZP+FQ+ CAR 20,9 

FQ+ CAZ + CAR 20,9 
TZP +AG+CAR 21,4 
TZP+CAZ+ AG 27,3 
CAZ +AG+CAR 21,0 

Rezistenta la patru clase de antibiotice (MDR)  
TZP+FQ+AG+ CAR 18,7 

FQ+ CAZ + AG +CAR 19,6 
TZP+FQ+ CAZ + AG 22,3 

TZP+FQ+ CAZ + CAR 19,7 
TZP + CAZ + AG +CAR 20,9 

Rezistenta la cinci clase de antibiotice (XDR)- extended drug 
resistance 
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TZP+FQ+ CAZ + AG+ CAR 19,7 
Rezistenta la toate clasele  de antibiotice (PDR)- pan drug 
resistance 

0,9 

Rezistenţa la β-lactamine a tulpinilor de S. aureus este variabila in functie de produsul analizat, dar se mentine 
la un nivel de peste 30%, fenotipul MLSb a fost observat cu o frecventa de  30%, rezistenta la rifampicina este 
de 20%, iar rezistenta la mupirocin de 20% (Tabelul 3). 

Tabelul 3. Fenotipurile de rezistenta  pentru tulpinile de S. aureus analizate (n= 357) 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 In ceea ce priveste studiul corealtiilor dintre nivelul de rezistenta si sursa de izolare a tulpinilor, rezistenţa 
tulpinilor de S. aureus la β-lactamine este cuprinsa intre 40% (la izolatele din secretii de plaga), peste 60% (la 
izolatele din dispozitive protetice si hemoculturi) si peste 80% (in izolatele din secretii traheale. Aparitia 
rezistentei la rifampin (peste 20% in secretii traheale si hemoculturi), constituie un semnal de alarma, in 
conditiile in care acest antibiotic se utilizeaza in combinatie cu alte antibiotice in tratamentul infectiilor 
stafilococice. Tot mai des se remarcã prezenţa fenotipului MLSb (rezistenţã inductibilã la macrolide, 
lincosamine, streptogramine), peste 30% la izolatele din secretii traheale si de plaga şi rezistenţã de nivel înalt la 
mupirocin (peste 20 % la tulpinile izolate din infectii asociate dispozitivelor protetice si secretii traheale (Fig. 
2). 

 
Fig. 2.  Distributia fenotipurilor de rezistenta la antibiotice la tulpinile de S. aureus in functie de sursa de izolare 

Fenotipul de rezistenta % din totalul tulpinilor analizate 
Sensibilitate 000 

Rezistenta unica (la antibiotice dintr-o singura clasa) 0 
Betalactamice (BL) 30-80 

MLSb 30 
Rezistenta la doua clase de antibiotice  

BL+Mupirocin (MUP) 20 
Rezistenta la trei clase de antibiotice (MDR)- multi-drug 

resistance 
 

BL+Tetracicline (Te)+Macrolide (Ma) 30 
Rezistenta la patru clase de antibiotice (MDR) 20 
BL+TE+quinolone (CIP)+aminoglicozide (AG)  

Rezistenta la cinci clase de antibiotice (XDR)- extended drug 
resistance 

 

BL+TE+MA+AG+CIP+MUP (mupirocin) 10 
BL+TE+MA+AG+CIP+RIF (rifampicina) 10 
BL+TE+MA+AG+CIP+C (cloramfenicol) 20 

Rezistenta la sapte clase de antibiotice (XDR)- extended drug 
resistance 

 

BL+MA+TE+biseptol (SXT)+RIF+MUP+C 10 
BL+TE+MA+AG+CIP+RIF+SXT  10 

Rezistenta la toate clasele  de antibiotice (PDR)- pan drug 
resistance 

0 
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In ceea ce priveste tulpinile de Ps. aeruginosa acestea au manifestat fenotipuri similare, indiferent de 
sursa de izolare acestora, cu exceptia tulpinilor izolate din hemoculturi care au fost inalt rezistente la colistin 
(Co) (Fig. 3). 

 
Fig. 3.  Distributia fenotipurilor de rezistenta la antibiotice la tulpinile de Ps. aeruginosa in functie de sursa de izolare 

Se remarca predominanta fenotipului ESBL la tulpinile izolate din uroculturi si a celui MBL la cele 
izolate din secretii traheale (Fig. 4). 

 
Fig. 4.  Distributia fenotipurilor fenotipurilor ESBL si MBL la tulpinile de Ps. aeruginosa studiate in functie de sursa de izolare. 

In ceea ce priveste determinismul genetic al rezistentei la tetraciclina la tulpinile de S. aureus, rezultatele 
testelor PCR au aratat prezenta genei tetK la toate tulpinile rezistente la tetracicilina analizate, in timp ce gena 
tetM nu a fost identificata la nicio tulpina (Fig. 5). 
 

 
Fig. 5. Electroforeza in gel de agaroza - multiplex PCR – genele tetK si tetM. M - GeneRuler 100bpPlus (Fermentas); liniile 1 – 14 – 
probe de ADN de la tulpini de S. aureus. 

Rezistenţa la penicilinele stabile la penicilinaze a fost denumită în trecut rezistenţa la meticilină. În 
prezent se foloseşte termenul MRSA (methicillin resistant Staphylococcus aureus) sau S. aureus rezistent la 
oxacilină. Analiza rezultatelor PCR a aratat prezenta genei mecA la toate tulpinile cu fenotip MRSA, ceea ce 
demonstreaza ca mecanismul de rezistenta la meticilina este datorat sintezei unei proteine anormale de legare a 
penicilinei, denumită PBP2a sau PBP2', codificata de gena mecA (Fig. 7). 
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Fig. 7. Electroforeza in gel de agaroza a produsilor de amplificare a genei mecA la tulpini de S. aureus 
Este cunoscut faptul ca complexul genei mecA conţine situsuri de inserţie pentru plasmide şi 

transpozoni, ceea ce facilitează achiziţia de gene de rezistenţă şi la alte clase de antibiotice. Transferul orizontal 
al genei mecA la tulpinile MSSA reprezintă cel mai important mecanism de răspândire a rezistenţei la meticilină 
la tulpinile de S. aureus.  

Analiza rezultatelor PCR privind prezenta genelor ermA si ermC, responsabile de aparitia fenotipului 
MLSb la tulpinile de S. aureus a aratat ca tulpinile provenite din secretii plaga, exsudat faringian si secretii 
respiratorii au gena ermC, in timp ce tulpinile izolate din hemoculturi au gena ermA (Fig. 8). 

 
Fig. 8. Electroforeza in gel de agaroza - multiplex PCR – genele ermA si ermC la tulpini de S. aureus. M - GeneRuler 100bpPlus 
(Fermentas). 

Analiza rezultatelor PCR a permis stabilirea determinismului genetic a unor fenotipuri de rezistenta la 
antibiotice la Ps. aeruginosa detectate prin metoda disc-difuzimetrica Kirby-Bauer. Astfel, gena gyrA a fost 
detectata la toate tulpinile care fenotipic au manifestat rezistenta la ciprofloxacin, in timp ce gena parC nu a fost 
detectata la nicio tulpina (Fig. 9). De asemenea, toate tulpinile au prezentat genele mexB, mexD, mexF si mexY, 
care intra in complexul genelor ce codifica pompele de eflux mexAB-oprM, mexEF-oprN10 si mexCD-oprJ, ce 
sunt responsabile de rezistenta la fluoroquinolone, dar si la alte clase de antibiotice (carbapenemi, 
aminoglicozide) (Fig. 10).  

      
Fig. 9. Electroforeza in gel de agaroza a produsilor de amplificare a genelor oprD, gyrA si mexD la tulpinile de Ps. aeruginosa. 

 

    
Fig. 10. Electroforeza in gel de agaroza a produsilor de amplificare a genelor mexB si mexY la tulpinile de Ps. aeruginosa. 

 
La tulpinile care au manifestat rezistenta fenotipica la ticarcilina si piperacilina, precum si fenotipul 

ESBL, detectat cu Etest PM⁄PML, la nivel molecular au fost detectate cu frecvente diferite alelele blaSHV 
(60%), blaTEM (33%) si blaPSE (7%) (Fig. 11, 12).  

In ceea ce priveste determinismul genetic al rezistentei la carbapenemi, 60% dintre 21 tulpinile cu 
rezistenta fenotipica la imipenem poseda gena blaVIM responsabila de sinteza unei MBL (fig. 12), in timp ce 
celelalte trei gene blaIMP, blaSIM si blaSPM, responsabile de fenotipul MBL, nu au fost detectate. Producerea 
enzimelor MBL poate conferi rezistenta la aproape toate tipurile de β-lactami utilizati in clinica, astfel ca 
raspandirea continua a MBL constituie o problema majora de interes in clinica (13-16). Detectarea rapida a 
tulpinilor producatoare de MBL poate fi utila in scopuri epidemiologice si pentru monitorizarea emergentei 
acestor tulpini in clinica(17-18). La restul tulpinilor rezistenta la imipenem se poate datora pierderii porinei 
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OprD, supraproductiei AmpC, sau expresiei pompei de eflux multidrug mexAB-oprM. Cu exceptia genelor 
blaPSE evidentiata exclusiv la tulpinile izolate din uroculturi si bla SHV detectata la tulpini izolate din 
uroculturi si secretii traheale, toate celelalte gene au fost evidentiate la tulpini cu diferite surse de izolare (Fig. 
13). 

       
Fig. 11. Electroforeza in gel de agaroza a produsilor de amplificare a genelor blaampC si blaPSE la tulpinile de Ps. aeruginosa. 

    
Figura 12. Electroforeza in gel de agaroza a produsilor de amplificare a genelor blaVIM si blaTEM la tulpinile de Ps. aeruginosa. 
 

 
Figura 13.  Distributia genelor de rezistenta la antibiotice la tulpinile de Ps. aeruginosa studiate in functie de 
sursa de izolare. 
 
Concluzii 

Atat tulpinile de Ps. aeruginosa, cat si cele de S. aureus au prezentat rate ridicate de rezistenta la 
antibiotice, variabile in functie de sursa de izolare a acestora si fenotipuri de interes epidemiologic (MRSA, 
MLSbi, rezistenta la rifampicina si mupirocin la tulpinile de S. aureus, respectiv producerea de MBL si ESBL, 
multi-rezistenta,  rezistenta extinsa si pan-rezistenta la cele de Ps. aeruginosa). Metodele moleculare au permis 
stabilirea determinismului genetic al mecanismelor de rezistenta la antibiotice evidentiate prin metode 
fenotipice la tulpinile de Ps. aeruginosa si S. aureus analizate analizate. Astfel toate tulpinile cu fenotip MRSA 
au prezentat gena mecA, gena tetK a fost detectata la toate tulpinile rezistente la tetracicilina. La tulpinile de S. 
aureus izolate din secretii de plaga si de tract respirator fenotipul MLSb este asociat cu prezenta genei ermC, in 
timp ce la tulpinile izolate din hemoculturi cu gena ermA. La tulpinile de Ps. aeruginosa, rezistenta la quinolone 
este codificata de gena gyrA. Prezenta genelor mexB, mexD, mexF si mexY ce codifica pompele de eflux poate fi 
responsabila atat de rezistenta la fluoroquinolone, cat si de aparitia fenotipurilor de multirezistenta intilnite la 
aceste tulpini. Rezistenta la peniciline, cefalosporine si fenotipul ESBL au fost corelate la nivel molecular cu 
prezenta alelelor blaSHV, blaTEM si blaPSE. Un procent de 60% dintre tulpinile cu rezistenta fenotipica la 
imipenem poseda gena blaVIM responsabila de sinteza unei MBL. In ceea ce priveste asocierea specifica dintre 
prezenta unei anumite gene de rezistenta si originea clinica a tulpinilor analizate, alelele blaPSE par a fi 
prezente exclusiv la tulpinile izolate din uroculturi, in timp ce cele bla SHV preferential la tulpini izolate din 
uroculturi si secretii bronho-traheale, iar blaTEM la tulpini izolate din secretii bronho-traheale,toate celelalte 
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gene au fost evidentiate cu frevcente similare la tulpini cu diferite surse de izolare. Mecanismele de rezistenta 
identificate constituie o problema majora de interes in clinica, deoarece pot anula eficienta terapeutica a 
majoritatii antibioticelor disponibile si pot fi trasferate pe orizontala, ceea ce demonstreaza necesitatea 
identificarii unor metode moleculare de detectare rapida a tulpinilor rezistente, utile in scopuri epidemiologice 
si pentru monitorizarea emergentei acestor tulpini in clinica.  
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