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Rezumat

In ultimele decenii, controlul infectiilor nosocomiale a intampinat dificultdti serioase prin “afirmarea”
cu succes in etiologia acestor infectii a unui nou microorganism oportunist - Acinetobacter.

Implicarea intr-o gama variata de infectii la pacienti imunodeprimati, cu precddere la pacienti din sectii
de terapie intensiva si, in special, la cei ventilati mecanic, precum i lipsa in multe cazuri a unor mijloace eficace
de tratament au starnit interesul cercetatorilor pentru studiul acestui microorganism.

Caracterul sau ubiquitar, capacitatea de achizitie rapida a unor multipli determinanti genetici de re-
zistenta la antibiotice, dificultatile de incadrare taxonomica corecta numai prin metode fenotipice, precum §i
necesitatea supravegherii epidemiologice au facut necesara punerea la punct a unor metode variate de testare,
atdt fenotipice cat si genotipice.

In acest articol sunt prezentate principalele metode care pot fi utilizate in laboratoarele de microbiolo-
gie in diagnosticul curent §i pentru stabilirea gradului de clonalitate al tulpinilor izolate.

Cuvinte cheie: Acinetobacter, diagnostic, infectie nosocomiald, metode genotipice, metode
fenotipice.

Abstract

The control of nosocomial infections met serious difficulties during latest decades, caused by the “suc-
cesful appearance” of a new opportunistic microorganism, Acinetobacter, in their etiology.

The involvement of Acinetobacter into a variety of infections in immunocompromised patients, mainly in
intensive care units and particularly in mechanically ventilated patients, as well as the lack of an effective treat-
ment incite the interest of researchers for the study of this microorganism.
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Its ubiquitous character and the capability of rapid acquisition of genetic determinants for antibiotics
resistance, the difficulties in establishing the corect taxonomic status only by applying phenotypic methods, and
the necessity of an epidemiologic surveillance required the development of various phenotypic and genotypic

testing methods.

In this paper are presented the main methods that may be used in microbiology laboratories for current
diagnosis and for determination of the clonality of the nosocomial isolates.

Keywords: Acinetobacter, diagnosis, nosocomial infection, genotypic methods, phenotypic methods.

Introducere

Cresterea alarmantd a numarului de in-
fectii determinate de microorganisme oportunis-
te, mai ales sub forma unor evenimente epide-
miologice cu aspect de focar, asa cum sunt in-
fectiile nosocomiale, a determinat orientarca
cercetdrilor de microbiologie si biologie mole-
culard si spre astfel de grupuri taxonomice.
Printre acestea s-a remarcat cu succes, in ulti-
mele decenii, Acinetobacter spp.

Bacterii apartinand diferitelor specii de
Acinetobacter au fost izolate de numerosi autori
care le-au incadrat in diferite genuri, cu denu-
miri precum: Bacterium anitratum, Neisseria,
Alcaligenes, Mima polymorpha, Herellea
vaginicola, Achromobacter, Moraxella,
Micrococcus calcoaceticus, B5SW, Cytophaga,
Bacterium. in prezent genul Acinetobacter con-
stituie o ramura filogenetica aparte in familia
Moraxellaceae, Ordinul Pseudomonadales, cla-
sa Gammaproteobacteria, phylum
Proteobacteria, domeniul Bacteria. In cadrul
genului sunt recunoscute 32 de genospecii, din-
tre care 17 au putut fi diferentiate si pe baza ca-
racterelor biochimice''.

Prin capacitatea de a se raspandi rapid,
de a adera la suprafete si de a achizitiona de-
terminanti de rezistentd multipla la antibiotice,
ceea ce genereaza dificultati In aplicarea unor
tratamente eficace, conduc la izbucniri cu ca-
racter de focar, in general printre subiecti
imunocompromisi, mai ales in unitati de terapie
intensiva, de neonatologie, de ingrijire a per-

soanelor in varsta™"”.

Daca diagnosticul microbiologic cu-
rent In aceste unitdfi se bazeaza in principal
pe metode fenotipice, sistemele de suprave-
ghere epidemiologica fac apel atat la metode-
le fenotipice, cat si la cele genotipice, capabi-
le sa evidentieze gradul de inrudire al tulpini-
lor izolate, dar si prezenta diferitilor determi-
nanti de patogenitate si rezistentd. Incadrarea
taxonomica corectd In genul Acinetobacter si
in diferitele genospecii este posibild astizi
numai datoritd progreselor inregistrate de bio-
logia moleculara care, in ultimele decenii, a
deschis noi cdi de explorare a ,,microuniver-
sului” reprezentat de genomul bacterian.

Izolarea din probe clinice si de mediu

Se cunoaste cd Acinetobacter se dez-
voltd bine pe medii uzuale, cum sunt geloza
simpla, geloza cu 5% sange sau geloza tripticaz
soia.

Pentru izolarea din diferite prelevate
clinice este mult mai utila insdméantarea pe me-
dii selectiv-diferentiale cum sunt Herellea agar
(Difco) care contine saruri biliare, zaharuri si
brom cresol purpur si Leeds Acinetobacter Me-
dium'” care contine vancomicini, cefsulodin si
cefradin. Acesta din urma este deosebit de util
in recuperarea tulpinilor de Acinetobacter atat
din surse clinice, mai ales din materii fecale, cat
si din mediul inconjurator’.

Cand se presupune ca numarul de bac-
terii este scazut se poate face o imbogéatire dupa
tehnica lui Baumann et al. (incubare 24-48 ore
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in mediu de Tmbogatire, cu agitare viguroasa).
Mediul contine fosfat de sodiu si potasiu, azotat
de potasiu, sulfat de magneziu si acetat de sodiu
ca sursa de carbon. Un pH al mediului cuprins
intre 5,5 si 6 favorizeaza dezvoltarea tulpinilor
de Acinetobacter. Dupa 24-48 ore se fac treceri

. <711
pe medii selective™ " .

Identificarea si tipizarea tulpinilor de
Acinetobacter

Pentru identificarea si, mai ales, tipiza-
rea in scop epidemiologic a tulpinilor de
Acinetobacter este necesard utilizarea unor
combinatii de teste fenotipice si genotipice care
sd fie caracterizate printr-un grad ridicat de
tipabilitate, reproductibilitate, o buna putere de
discriminare, si care totodata sa fie usor de exe-
cutat si de interpretat >,

Metodele fenotipice de analizd cum
sunt profilul biochimic, tipul fagic, profilul de
antigene de suprafatd, susceptibilitatea la anti-
biotice etc., reprezintd expresia unor structuri
genetice i, prin urmare, sunt supuse variabilita-
tii datoritd influentei conditiilor de cultivare, fa-
zei de crestere bacteriana, mutatiilor spontane
etc'”.

Metodele genetice analizeaza structura
genetica a microorganismului si includ polimor-
fismul pattern-urilor de restrictie enzimatica a
ADN total, precum si prezenta sau absenta unor
structuri  specifice in  secventa  ADN
cromozomal sau extracromozomal. Aceste me-
tode sunt mai putin supuse variabilitdtii natura-
le, ele putand fi insa afectate de insertii, deletii,
mutatii punctiforme. Frecventa de aparitie a
acestora este redusd, iar In multe cazuri pot re-
prezenta markeri de diagnostic si/sau epidemio-
logici.

Identificarea preliminarad

Genul Acinetobacter cuprinde bacili sau
cocobacili Gram negativ (uneori rezista la decolo-
rare cu alcool acetond si apar Gram labili), adesea
grupati in diplo. Au un diametru de 0,9 - 1,6 pm si
o lungime de 1,5 - 2,5 pm Tn mod obisnuit. Capata

forme cocoide (diametru de 1 um) in faza statio-
nara de crestere si pe medii sarace, dar se pot in-
talni pe acelasi frotiu si forme filamentoase cu o
lungime de céteva zeci de pm.

Identificarea preliminard se realizeaza
cu ajutorul unei combinatii de teste fenotipice:
reactia oxidazei, catalazei, examinarea aspectu-
lui morfologic pe frotiul colorat Gram, cresterea
pe Mac Conkey, mobilitatea.

Tulpinile de Acinetobacter sunt catala-
74 pozitive, imobile, majoritatea cresc pe Mac
Conkey, dar se pot diferentia usor de cele de en-
terobacterii, deoarece nu fermenteaza glucoza si
sunt strict aerobe.

Testul oxidazei diferentiaza tulpinile de
Acinetobacter, negative, de cele apartinand ge-
nurilor Moraxella si Psychrobacter.

Confirmarea incadrarii in genul
Acinetobacter se bazeaza pe testul de trans-
formare calitativi genetici'.

Aceastd metoda, consideratd de certi-
tudine, desi simpla ca executie, nu este la in-
demana oricarui laborator, fiind necesara obti-
nerea tulpinii competente auxotrofe BD413 #p
E27 de la o colectie de culturi microbiene recu-
noscuta si apoi manipularea si pastrarea acesteia
in conditiile specificate.

Principiul testului este urmatorul: tulpi-
na competentd auxotrofd pentru triptofan - A.
calcoaceticus BD413 trpE27 = ATCC 33308 =
CIP 104004 = DSM 587 - nu creste pe un me-
diu indicator care contine aspartat de sodiu ca
unica sursd de carbon. Aceasta tulpind este pusa
in contact cu ADN-ul tulpinii de studiat. Apari-
tia de colonii pe mediul indicator indica exis-
tenta unei transformari si confirma apartenenta
tulpinii testate la genul Acinetobacter.

Portajul tegumentar la subiectii din me-
diul spitalicesc, cu o diferentiere a speciilor in
functie de statusul clinic - sanatos sau bolnav si
de situsul anatomic in cazul primei categorii**,
precum si izolarea din mediul exterior a unor
specii care nu au fost raportate pand in prezent
in infectii la om, ci au fost intalnite doar cel
mult cu statutul de colonizant, ne fac sa afir-
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mam cd numai simpla incadrare a unui micro-
organism 1n genul Acinetobacter nu are automat
semnificatie clinica si epidemiologica, fiind ne-
cesard incadrarea corectd intr-o specie sau
genospecie.

Diferentierea speciilor prin evidentie-
rea caracterelor de culturd si metabolice

i. Cultivarea pe medii solide si lichide

Pe geloza simpla, Acinetobacter formea-
za colonii rotunde, convexe, cu margini regulate,
translucide sau opace de 1-4 mm diametru. Majo-
ritatea tulpinilor se dezvolta bine pe Mac Conkey.

Cultivat la 30-35°C in mediu lichid, fara
agitare, Acinetobacter tulburd omogen mediul,
formand uneori la suprafata vl sau inel si, in par-
tea inferioara a tubului, un depozit. In mediu li-
chid cu agitare creste foarte rapid.

ii. Testul de crestere la diferite tem-
peraturi (37°C, 41°C si 44°C)

Cresterea la diferite temperaturi reprezinta
un criteriu de diferentiere a speciilor 4. johnsonii
s1 A. baumanii de celelalte specii.

Se insdméanteazd 3 eprubete care contin
cate 10 ml bulion TCS (triptocasein soia) cu cate
2 picaturi de cultura in bulion de 24 ore a tulpinii
de testat. Se incubeaza cele 3 eprubete timp de
24-48 ore la termostat sau pe baie de apa la
37°C, 41°C, respectiv 44°C. Se observa creste-
rea prin tulburarea mediului.

Acinetobacter johnsonii i
Acinetobacter tjernbergiae nu cresc la 37°C, iar
A. baumanii si genospecia 13 sunt capabile sa
creasci la 44°C &',

Pentru restul speciilor, rezultatul trebu-
ie corelat cu celelalte teste.

iii. Identificarea biochimica a diverse-
lor specii si genospecii este dificila §i rezultate-
le diferd dupa tehnica utilizatd si autori.

Acinetobacter este strict aerob. Testul
OF in mediu King cu glucozi indica un meca-
nism oxidativ sau inert.

Capacitatea de a produce acid din
glucoza a fost utilizatd initial pentru diferentie-
rea A. calcoaceticus sensu lato de A. Iwoffii
sensu lato.

Tulpinile care acidifica  mediile
glucozate posedd o aldolazd (dehidrogenazi)
membranard (apoenzima) care necesitd pentru
activare un cofactor - piroloquinolin quinona
(PQQ).

Acidifierea este pusa In evidentd prin
insdmantarea in mediu Hugh Leifson sau in
»Purple agar base medium”, citirea fiind efectu-
atd dupa incubare la 30°C timp de 24 ore pana
la 5 zile. Acest test asociat altora poate diferen-
tia intre specii.

S-a observat ca tulpinile glucozo-
oxidative de  Acinetobacter  baumannii,
Acinetobacter genospecia 3, Acinetobacter
Iwoffii s1 Acinetobacter genospecia 13 sensu
Tjernberg si Ursing produc un efect unic de co-
lorare cafenie (browning effect *°) a mediului
suplimentat cu 5% sange de cal, oaie sau om si
cu un zahar aldozic (0.22 M D-glucoza, D-
galactoza, D-manozd, D-xyloza sau lactoza).

Efectul nu a fost observat in prezenta
unui zahar cetozic (D-fructoza sau zaharoza)
sau in condiii de hiperosmolaritate (manitol,
glicerol sau NaCl) si nici la alte tulpini de
Acinetobacter non oxidative sau la alti bacili
Gram negativ nefermentativi (ex. Pseudomonas
spp-, Stenotrophomonas maltophilia,
Flavobacterium spp. si Moraxella spp).

Din aceste observatii se poate afirma
ca, pentru identificarea tulpinilor de
Acinetobacter glucozo-oxidative, se poate valo-
rifica acest efect ca un test alternativ.

Sunt absente decarboxilazele pentru li-
zind si ornitind, dehidrolaza pentru arginina,
tiosulfat reductaza (H,S), triptofan dezaminaza
(indol), fenilalanin dezaminaza, ONPG, DNA-
za, oxidaza, nitrat reductaza. Unele tulpini po-
sedd ureaza.

Hidroliza gelatinei este variabila si es-
te utilizata drept criteriu de diferentiere a specii-
lor. Testul este important, fiind pozitiv doar
pentru A. haemolyticus $i A. sp. 6.

Unele specii produc o hemoliza de tip 3
pe geloza sange. A. haemolyticus $i A. sp. 6 pro-
duc fosfolipaza C care hidrolizeaza lecitina,
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fosfatidiletanolamina si sfingomielina si care
duce la hemoliza hematiilor umane, de cal si
berbec, dar in acelasi timp este citotoxicd pentru
leucocite.

Rezultatele se coreleaza in mare masura
cu testul de hidrolizd a gelatinei (tehnica
Frazier).

Utilizarea substraturilor organice ca
sursa de carbon

Aceastd caracteristicd este "exploatatd"
prin testul de utilizare a unui substrat organic ca
unici sursi de carbon (auxanograma). In acest
scop se foloseste un mediu chimic definit (M
70, Veron, M63 sau mediul Cruze) la care se
adaugd una din cele 14 substante folosite ca
sursa de carbon (0,1% w/v aminoacizi si acizi
organici, 0,2% w/v pentru glucide). Acestea
sunt: DL-lactat, DL-4 aminobutirat, trans-
aconitat, citrat, glutarat, aspartat, azelat, [3-
alanina, L-histidina, D-malat, malonat, histami-
na, L-fenilalanina, fenilacetat.).

Se Tnsdmanteaza mediul cu o suspensie
densa in apa distilatd a tulpinii de testat, se in-
cubeaza de preferinta Inclinat pentru o mai buna
aerare si se citeste dupd 2-6 zile observandu-se
turbiditatea crescuta.

Pentru diferentierea  speciilor de
Acinetobacter, Bouvet PJM si Grimont PAD
propun in 1986 o schemd cu 28 de teste bio-
chimice si de cultura, redusa ulterior la 18 teste
(Tabel 1)".

Pentru a putea diferentia, pe baza
caracterelor fenotipice, cdt mai multe specii,
este bine sa se foloseasca scheme combinate,
bazate pe cresterea la diferite temperaturi,
hemoliza, testul oxidarii glucozei si acidifierii
diferitelor zaharuri, alaturi de auxanograma cu
un numar extins de substraturi.

Sisteme comerciale

Au fost puse la punct diferite sisteme
comerciale de identificare si tipizare (API
20NE, MAST, VITEK), in principal pe baza
utilizarii unei surse unice de carbon, alaturi de
alte teste cum sunt capacitatea de reducere a ni-
tratilor in nitriti, producerea indolului, hidroliza

gelatinei, producerea de ureaza, prezenta enzi-
melor care degradeaza acizii aminici. Sistemul
API20NE, desi permite diferentierea a 209
biotipuri posibile, utilizat singur, nu permite
identificarea tuturor tulpinilor de Acinetobacter
la nivel de specie. Din studiile comparative care
evidenfiazd avantajele si punctele slabe ale
fiecarui astfel de sistem, sunt de notat
rapiditatea, reproductibilitatea si usurinta in
executie, dar si costurile relativ mari ale
echipamentului §i consumabilelor.

In situatiile de izbucniri epidemice,
cand este necesar sa se determine gradul de in-
rudire al tulpinilor izolate dintr-un focar, se ape-
leazd la metode capabile sa discrimineze intre
tulpini apartinand aceleiasi specii, metode fe-
notipice si genotipice care, in diferite asocieri,
cresc capacitatea de discriminare’'.

Biotiparea

PJM Bouvet si PAD Grimont, au reusit,
in 1987, diferentierea tulpinilor apartinand A.
baumanii in 19 biotipuri (Tabel 2) utilizdnd 6
substraturi ca sursa de carbon: levulinat, citra-
conat, L-fenilalanind, fenilacetat, 4-hidroxi-
benzoat si L-tartrat. Importanta acestei metode
rezidd in faptul cd poate fi folositd in
diferentierea tulpinilor implicate in infectii
nosocomiale, unele biotipuri (1, 2, 6, 9)
dovedindu-se ca fiind mai frecvent izolate in
aceste circumstan‘;e7’8.

Sistemele biochimice de tipaj au insa o
putere discriminatorie slaba, ele neputand dife-
rentia Intre tulpini izolate de la pacienti, purta-
tori sau din mediul spitalicesc si care au propri-
etati biochimice identice sau aproape identice.
In asemenea cazuri, biotipia trebuie asociati cu
o altd metoda de tipizare in scopul cresterii ca-
pacitatii de discriminare a tulpinilor.

Profilul de sensibilitate/rezistenta la
antibiotice
tibiotice se poate aplica tuturor tulpinilor de
Acinetobacter, este ugor de realizat si interpretat
si reprezintd atdt un instrument util in practica
curentd a laboratorului de microbiologie pentru
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indicarea unui tratament eficace dar si pentru
stabilirea asa numitului ,,pattern” sau profil de
sensibilitate/rezistentd ca mijloc de apreciere a

clonalitatii/diversitatii tulpinilor.

Tabel 1. Caractere diferentiale ale principalelor specii de Acinetobacter °

Fie ca se determind marimea zonei de
inhibifie sau concentratia minima inhibitorie

Specia § § - § 2| e g % S 3 '~§
TS | & |2 |§& |88 & |&|& 8
S I o VI B VR BV D VT T VI B v R VI B
DNA grup 1 [ 2| 3| 45 |6 | 7 [89|10] 1112
Crestere la:
44°C - + - - - - - - -
41°C - + + - + - - - - - -
37°C + + + + + + - + + + +
Acidifierea glucozei + + + d - d - - + - d
Hidroliza gelatinei - - - + - + - - - - -
Hemoliza - - - + - + - - - - -
Utilizarea:
DL-lactat + + + - + - + + T + +
DL-4-aminobutirate + + + + - + + +
Trans-aconitate + + + - - - - - - -
Citrat + + + + d + + - + + i}
Glutarat + + + - - - - - + + +
Aspartat + + + d d d d - + d -
Azelat + + + - - - - + d d T
B-alanini + + + - - - - - + + -
L-histidina + + + + + + - - + + -
D-malat - + + + + + d d + + -
Malonat + + d - - - d _ - . +
Histamina - - - - - - - - d T -
L-fenilalanina + - - - - . . . +
Fenilacetat + d d - - - - + d d +




Revista Romdna de Medicind de Laborator Vol. 2, Nr. 1, Martie 2006 13

(CMI), prin metode difuzimetrice (Kirby Bauer
sau E test*), prin dilutii in mediu lichid sau so-
lid, folosind tehnici manuale sau metode auto-
matizate, rezultatele obtinute trebuie interpreta-
te cu atentie si corelate cu datele epidemiologi-
ce si cu rezultatele altor metode de diferentiere,
in special genetice.

Profilul de sensibilitate/rezistenta la an-
tibiotice este supus variabilitdtii ca urmare a
presiunii selective exercitate de administrarea
antibioticelor. Achizitionarea/pierderea sensibi-
litatii la antibiotice ca urmare a achizifi-
ei/pierderii de material genetic este o sursd im-
portanta de variabilitate bacteriand si poate apa-
rea In cursul evolutiei focarului de infectie
nosocomiala.

In acelasi focar se pot intalni profiluri
diferite, chiar daca un anumit marker de rezis-
tentd, cum este, de exemplu, producerea unei 3
lactamaze cu spectru larg, se intdlneste la un
numar important de tulpini din focar.

Testarea capacitatii de producere a
betalactamazelor cu spectru larg de activitate
(BLSE) se realizeazd prin metoda dublului
disc. Pentru evidentierea capacitatii tulpinilor
producatoare de metalo-betalactamaze tip IMP-
1, care conferd rezistentd fatd de oxyimino-
cefalosporine, cefamicine si carbapeneme, se
utilizeazd un disc de Ceftazidim (CAZ, 304g) si
unul cu acid 2-mercaptopropionic (2 pl/disc)

plasate la o distantd de 1-2,5 cm precum si un
disc martor de CAZ plasat la 4-5 cm de primul
disc”.

Tipizarea serologica

Incercarile initiale de serotipare a
tulpinilor de Acinetobacter au dus la punerea la
punct a unor scheme care ulterior au fost aban-
donate din cauza modificérilor taxonomice in-
tervenite in cadrul genului Acinetobacter.

Ulterior, numai in cadrul speciei A.
baumannii au fost evidentiate 34 de serotipuri
prin reactii de aglutinare cu seruri policlonale
adsorbite. Pantophlet et al. (1998) au dezvoltat
o astfel de schema de serotipie cu anticorpi anti-
O (antigen lipopolizaharidic) obtinuti pe iepuri
imunizati cu lipopolizaharid extras din lizat ce-
lular al unor tulpini de Acinetobacter®'.

Din cauza unor diferente antigenice
mici intre A. baumannii §i genospecia 3 sunt
necesare studii pe un numdr extins de tulpini
identificate n prealabil prin hibridizare ADN-
ADN.

Metoda este consumatoare de timp, iar
serurile nu sunt disponibile ca preparate comer-
ciale. Prin urmare, metoda are aplicabilitate li-
mitatd la laboratoarele capabile sd isi prepare
seruri de diagnostic.

Tipizarea fagica

Tipizarea  fagicd  (lizotipia) la
Acinetobacter se realizeaza cu ajutorul a doua

Tabel 2. Identificarea biotipurilor de A. baumannii®

Biotipul

Utilizarea : 112 41516789 10{11(12]13|14{15|16|17|18|19
levulinat e I 1~ [ i [ R e e e o e I O e e e
citraconat e - I S R (i R R e R
L-phenilalanina + |+ |+ -+ |+ |+ ][+ +|+|-]-]--|+]+]|-]-]|+
Phenilacetat ++ |+ -+ - - -] - -] -]+
4-hidroxibenzoat + |+ - -+ F - - - - -]+
L-tartrat +l- - - -] -+ -]-]--Ft|+|+]|+]-
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seturi de bacteriofagi (unul cu 25 de fagi care
permite discriminarea intre 125 de lizotipuri
(profilul de sensibilitate la bacteriofagi) si cel
de-al doilea, cu 14 fagi, care diferentiaza 25 de
lizotipuri). Metoda a fost utilizatd in studii epi-
demiologice in diferite tari europene®'®. Exis-
tenfa unui numdr important de tulpini
netipabile, precum si reproductibilitatea redusa
fac ca metoda sa fie utild numai in asociere cu
alte metode de tipizare. Asociatd cu biotipia si
antibiotipia a demonstrat predominenta unor
lizotipuri in unele focare nosocomiale®.

Bacteriocinotipia

Avand o aplicabilitate mai restransa si
departe de a fi standardizatd, prin aplicarea
acestei metode In doud cercetari independente
s-a reusit discriminarea a 65 % dintre tulpini in
primul caz' si 46% in al doilea™.

Profilul de proteine

Analiza profilului de proteine de mem-
brana externd sau a profilului de proteine totale
prin electroforeza in gel de poliacrilamida cu
SDS au fost utilizate 1n studii epidemiologice si
de taxonomie a genului Acinetobacter. Analiza
a aratat profile diferite la tulpini neinrudite epi-
demiologic si profile asemanatoare sau acelasi
profil la tulpini izolate din acelasi focar
nosocomial'*?.

Profilul plasmidic se refera la continu-
tul (numérul si dimensiunea) plasmidelor in ce-
lula bacteriand. Este prima metoda genetica uti-
lizatd in tipizarea tulpinilor si a fost folositd cu
succes pentru studierea unor focare de infectii
nosocomiale produse de Acinetobacter. Rezul-
tatele trebuie corelate cu cele ale altor metode
de tipizare. Au fost studii care nu au evidentiat
la tulpini epidemice nici un plasmid, iar in alte
studii numarul a variat intre 1 si 4, cu marimi
diferite’. Un numir mare de profiluri
plasmidice la tulpini izolate din aceeasi unitate
spitaliceasca, intr-o perioada de timp, semnifica
focare multiple, dupd cum identificarea unui
numar redus de pattern-uri identice conduce la
concluzia unui focar persistent.

In studiul fragmentelor de restrictie en-

zimatica a ADN-ului, o metoda des folosita este
ribotipia care identificd profilul de restrictie
pentru genele responsabile de sinteza ARN
ribozomal (operonii 7#n). Metoda are aplicabili-
tate universala, ramanand de stabilit numai en-
zima/enzimele de restrictie cu care se obtine cel
mai potrivit numér de fragmente de ADN. Au
fost utilizate cu bune rezultate EcoRI, Clal si
Sall, pattern-urile obtinute fiind stabile si core-
labile cu cele obtinute prin alte metode de tipi-
zare. Metoda este deosebit de utila, dar si foarte
laborioasd .

O varianta a studiului profilului de re-
strictie enzimatica este utilizarea enzimelor cu
situsuri de restrictie rare pe cromozomul bacte-
rian §i separarea fragmentelor 1n gel de agaroza
prin electroforeza in cAmp pulsat (PFGE)**>.
Metoda a fost aplicata initial, n 1984, pentru
studiul ADN-ului cromozomal al eucariotelor.
Ulterior, a fost utilizata in studiul bacteriilor.

Aceastd metoda reprezintd standardul
de aur 1n ceea ce priveste tipizarea moleculara
in scop epidemiologic. Odata ce este operatio-
nala intr-un laborator, ea este aplicabild tuturor
speciilor bacteriene, dupa modificari minore ca-
re se adreseazad enzimelor de restrictie alese sau
programului de camp pulsat aplicat. Aparatura
dedicata face metoda usor utilizabila, iar citirea
rezultatelor se face dupd colorare cu bromura de
etidiu si fotografiere. Citirea interpretativa a re-
zultatelor are la baza criterii standardizate, apli-
cabile 1n toate laboratoarele care utilizeaza
aceastd metoda de analiza si se realizeazd cu
ajutorul unor soft-uri dedicate™”.

Criteriile pentru interpretarea profiluri-
lor obtinute au fost sintetizate de Tenover™ in
1995 si sunt prezentate sintetic in Tabelul 3.

Pentru diferentierea tulpinilor de
fost utilizate si sunt citate in literatura cel mai
frecvent doua enzime: Smal si Apal. Prima
conduce la un numar de 20-40 fragmente de di-
gestie cu 5-300 kb iar a doua la 20-30 fragmen-
te cu 10-300 kb '*.

Pentru comparabilitatea profilelor obti-
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nute de diferite laboratoare, Health Protection
Agency recomanda utilizarea pentru digestia
ADN genomic de Acinetobacter spp a enzimei
Apal si separarea fragmentelor de restrictie du-
pa un protocol de migrare cu puls de 5-35 s
timp de 30 h la 14°C.

Pentru diferentierea tulpinilor cu acelasi
profil de antibiorezistentd a mai fost folositd
pentru ca enzimi de restrictie NotI *.

Metodele de tipizare bazate pe amplifi-
care enzimatica, fie tintesc regiuni genomice
repetitive (ERIC), fie amplificad randomizat re-
giuni complementare unor primeri ,,universali”
(AP-PCR, RAPD). Atunci cand se amplifica o
secventd conservatd, utilizdndu-se primeri spe-
cifici, analiza de restrictie a ampliconului este
utild in tipizarea tulpinilor datoritd reproductibi-
litatii si specificititii metodei (PCR-RFLP).
Cand insa primerii tintesc aleator secvente de
omologie pe cromozomul bacterian, profilul de
amplificare poate fi afectat de temperatura de
amplificare, continutul in GC al matritei, numa-
rul de cicluri de amplificare, tipul de Tag-
polimeraza utilizata, tipul masinii de PCR, in-
clusiv gradul de utilizare al acesteia etc.

Atunci cand, pentru tipizarea unor tul-
pini de spital de A. Baumannii, au fost utilizate
ca primeri oligonucleotide care tintesc elemen-
tele repetitive ERIC, rezultatele obtinute in stu-
dii diferite au fost discordante. In schimb, utili-
zarea ca tintd a elementelor repetitive REP a

permis obtinerea unor profile ale tulpinilor epi-
demice diferentiate de ale tulpinilor izolate din
infectii sporadice cu A. baumannii ***°.

Utilizarea metodei de analiza a profilu-
lui fragmentelor rezultate in urma restrictiei
ampliconului 16S rDNA (ARDRA) in identi-
ficarea tulpinilor de Acinetobacter folosind mai
multe enzime de restrictie, de ex. Alul
(AGCT), Cfol (GCGC), Haelll (GGCC), Hinfl
(GANTC), Mbol (GATC), Mspl (CCGQG), Ncil
[CC(GO)GQG], Rsal (GTAC), ScrFI (CCNGQ),
Taql(TCGA), a permis diferentierea clard intre
genospeciile 1 (4. calcoaceticus), 2 (A.
baumannii), 3 si 13. Avantajul este ca extractia
ADN-ului se face intr-un singurd etapd, nu ne-
cesitd o tehnicitate ridicatd, iar interpretarea
profilelor obtinute se poate realiza cu ajutorul
unui soft specializat. Metoda nu a putut discri-
mina insd intre genospeciile 4 si 7, 5 si 17 si
nici intre 10 si 11. Acest lucru a fost posibil in
final doar prin asocierea cu urmatoarele teste
fenotipice: producerea de gelatinaza, hemoliza,
producerea de acid din glucoza si capacitatea de
a creste la 37°C %%,

Detectarea genelor de rezistentd la
antibiotice betalactamice este o altd aplicatie a
reactiei de PCR. Astfel, pentru detectarea genei
blapp la tulpini de Acinetobacter baumannii
rezistente la Ceftazidim (CAZ) si Imipenem
(IMP) (gena raspunzitoare de sinteza unei
carbapenemaze care produce hidroliza IMP si

Tabel 3. Criteriile pentru interpretarea profilurilor de restrictie prin PFGE *

Nr de eventimente Nr de fragmente de Interpetare
Categoria genetice diferite fata de restrictie diferite fata de jterperare
. . . . epidemiologica
tulpina din focar tulpina din focar
identice 0 0 tulpina analizata 'flpartl—
ne focarului
strans 1 2.3 tulpina analizatd proba-
inrudite bil apartine focarului
posibil 5 4.6 tulpina analizata posibil
inrudite apartine focarului
diferite >3 7 tulpmg analizata nu
apartine focarului
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CAZ) s-a folosit un set de primeri descrisi de
Senda et al. si s-a amplificat un fragment de 587
pb. 27

S-a demonstrat astfel utilitatea acestei
metode In  screening-ul  tulpinilor de
Acinetobacter izolate din prelevate clinice,
pentru detectarea timpurie a potentialului
epidemic al acestora si instituirea masurilor
specifice adecvate de control al infectiilor.

Concluzii

Din experienta ultimilor ani, timp n ca-
re au fost efectuate numeroase studii compara-
tive intre metodele puse la punct pentru identi-
ficare si diferentiere, putem trage o serie de
concluzii referitoare la aplicabilitatea acestora
prin prisma caracteristicilor enuntate de Arbeit":
e Coloratia Gram, aspectele de cultivabilitate

si o baterie de teste biochimice, incluzand
auxanograma sunt suficiente pentru dia-
gnosticul microbiologic curent

e Serotipia, lizotipia §i bactericinotipia sunt
mari consumatoare de timp si nu sunt sufi-
cient de discriminatorii pentru studii epi-
demiologice. In plus, necesita reactivi pre-
parati “in house”, neexistand preparate co-
merciale.

e Antibiotipia cu o gama extinsa de antibioti-
ce este indispensabila in contextul existen-
tei unui numar din ce in ce mai mare de tul-
pini multirezistente izolate din focare de in-
fectii nosocomiale

¢ Dintre avantajele certe ale utilizdrii metode-
lor genotipice putem enumera:
= Se aplicd tuturor tulpinilor bacteriene

indiferent de gradul de cultivabilitate.

= Se adreseaza acizilor nucleici, depozita-
rii intregii informatii genetice a orga-
nismelor.

= Reduc timpul de la momentul prelevarii
probei biologice pana la stabilirea dia-
gnosticului.

= Sunt inalt specifice/ sensibile/ repro-
ductibile.

= Discrimineaza intre tulpini apartindnd
aceleiasi specii (in functie de markerul
ales).

=  Sunt metode de analizd pentru reorga-
nizari taxonomice.

= Fac corelatia intre informatia genetica
si exprimarea acesteia.

=  Sunt metode de studiu epidemiologic
cu valoare universala.

e Pentru diferentierea tulpinilor in scop epi-
demiologic, PFGE ramane metoda de refe-
rinta.

e Diferite tehnici de amplificare urmate de
secventierea fragmentelor amplificate sunt
aplicabile 1n scopul identificarii unor noi
markeri genetici utili in diagnostic, epide-
miologie si filogenie microbiana.
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