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METAGENOMIC SEQUENCING IN THE DIAGNOSIS OF RESISTANCE TO ANTIMICROBIALS

Summary. The purpose of the article is to analyze the literature on antimicrobial resistance and the metagenomic
sequencing method. In total, 32 articles published in the years 2019-2024 and some previously published classic works
were analyzed. Antimicrobial resistance (AMR) is one of the most serious threats to public health, animal health and
environmental well-being globally, generating high costs. Metagenomic sequencing allows the detection of all genes
in a sample, providing a complete picture of AMR. By sequencing it is possible to assess the location and transmissibility
of the AMR genes. As surveillance networks and metagenomic sequencing, as one of the rapid diagnostic platforms, are
implemented globally, it will be possible to detect and limit infectious outbreaks at a much earlier stage, thus saving
lives and substantially reducing costs. In the near future, metagenomic sequencing will no longer be a luxury but a ne-
cessity as we engage in the ongoing fight against infectious diseases.

Keywords: metagenomic sequencing, microbiome, antimicrobial resistance, human and non-human samples, risk
factors.

Rezumat. Scopul articolului este analiza literaturii privind rezistenta la antimicrobiene si elaborarea metodei de sec-
ventiere metagenomica. In total au fost analizate 32 de articole publicate in anii 2019-2024 si unele lucrari clasice pu-
blicate anterior. Rezistenta la antimicrobiene (RAM) este o amenintare dintre cele mai grave pentru sandtatea publica,
animala si bundstarea mediului la nivel global, generand costuri mari. Secventierea metagenomica permite depistarea
tuturor genelor dintr-o proba, oferind o imagine completa a RAM. Prin secventiere este posibil de evaluat amplasarea
si transmisibilitatea genelor RAM. Pe masura ce retelele de supraveghere si secventierea metagenomica - una dintre
platformele de diagnosticare rapida - sunt implementate la nivel global, va fi posibila detectarea si limitarea focarelor
infectioase intr-un stadiu mult mai timpuriu, astfel salvand vieti si reducand substantial costurile. In viitorul apropiat, sec-
ventierea metagenomicd nu va mai fi un lux, ci o necesitate, parte a luptei continua impotriva bolilor infectioase.

Cuvinte-cheije: secventierea metagenomica, microbiom, rezistenta la antimicrobiene, probe umane si non-umane,
factori de risc.
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INTRODUCERE

In anul 2019, Organizatia Mondiald a Sanatatii
(OMS) a declarat rezistenta la antimicrobiene (RAM)
ca fiind una dintre cele zece amenintdri globale la
adresa sanatatii. RAM influenteaza negativ si realiza-
rea obiectivului 3 de dezvoltare durabila al Natiunilor
Unite ,,Sanatate si bunastare” [1; 2]. Pretutindeni in
lume, inclusiv in Republica Moldova, RAM este de-
finitd ca o problemd importantd de sindtate publicd,
determinatd de cresterea continui a acestui fenomen
si a cazurilor de decese in urma lui [3; 4].

Este bine cunoscut faptul cd antimicrobienele -
inclusiv antibioticele, antiviralele, antifungicele si anti-
parazitarele — sunt medicamente utilizate pentru pre-
venirea si tratarea infectiilor la oameni, animale sau
plante. Este subliniatd necesitatea utilizdrii antimicro-
bienelor in cazul maladiilor severe care pot duce la de-
ces. Odati cu aparitia antibioticelor, a crescut speranta
de viatg, iar bolile odinioard fatale au fost considerate
ca fiind tratabile. Totusi, disponibilitatea antibioticelor
si utilizarea iresponsabila a acestora provoacd conse-
cinte atat pe plan personal, cat si la nivel de sandtate
publica [1; 5; 6; 7].

Rezistenta bacteriand rdméne a fi o amenintare
semnificativa si o cauzd principala de deces la nivel
mondial [8; 9; 10]. Bacteriile rezistente proliferea-
za prin selectie naturald atunci cand cele sensibile la
medicamente sunt indepartate de antibiotice. Aceste
organisme se pot raspandi in toate unitdtile sanitare,
precum si in comunitate, ceea ce determind o atentie
sporita la méasurile de control al infectiilor si adminis-
trarea antimicrobienelor [11; 12; 13].

A fost dovedit de repetate ori ca rezistenta la an-
timicrobiene apare atunci cand un microorganism
supravietuieste in pofida faptului ca este expus la
medicamente concepute pentru a-1 inhiba sau ucide.
Principalii factori determinanti ai RAM sunt utiliza-
rea excesiva si abuziva a preparatelor antimicrobiene
[14]. In conditiile create pentru tratamentul eficace
al bolnavilor, pentru evaluarea raspandirii tulpinilor
rezistente de microorganisme este strict necesar de
elaborat si de utilizat cele mai eficiente metode de
laborator.

Secventierea metagenomicd constituie un instru-
ment molecular utilizat pentru analizarea materia-
lelor genomice mixte extrase din probele de mediu,
care oferd informatii detaliate despre diversitatea
si abundenta speciilor, structura populatiei, relatia
filogenetica, genele functionale si reteaua de core-
latie cu factorii de mediu. Implementarea secventi-
erii metagenomice face parte din politica mondiald
»One Health” (O singura sanatate), urméand sa con-

tribuie astfel la reducerea nivelului de morbiditate,
mortalitate si al costurilor in sistemul de sdnatate si
ulterior va contribui la perfectionarea serviciului de
laborator.

Pot fi indicate cel putin cinci motive pentru care
combaterea RAM este extrem de importanta:

= estimativ 800 de mii de persoane anual sunt in-
fectate de bacteriile rezistente;

® circa 100 de persoane zilnic au decedat in Europa
in 2020 din cauza bacteriilor RAM;

= fenomenul RAM este 0 amenintare pentru ani-
male, alimente, plante si mediu;

= combaterea bacteriilor rezistente presupune cos-
turi medicale substantiale.

Scopul acestui studiu de sinteza este analiza lite-
raturii privind rezistenta la antimicrobiene si metodei
de secventiere metagenomica.

MATERIALE SI METODE

Céutarea surselor bibliografice privind problema
RAM si secventierea metagenomicd au fost realizate
accesand bazele de date PubMed, Mendeley Google
Academic si alte baze de date, folosind cuvintele-che-
ie si operatorii ,and”: rezistenta la antimicrobiene si
secventierea metagenomica, analizind toate rezulta-
tele si selectand doar acele publicatii care se potrivesc
cel mai bine cerintelor noastre.

Suplimentar, au fost analizate 5 surse bibliografice
cu privire la problemele rezistentei la antimicrobiene
si studiile metagenomice din cadrul diverselor platfor-
me stiintifice Google Academic si fondurile biblioteci-
lor nationale. Materialele analizate includ documente
OMS si ale altor organizatii internationale, publicatii
stiintifice din anii 2019-2024 si unele lucrari clasice
publicate anterior.

Articolele au fost evaluate conform ghidurilor
PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic Re-
views and Meta-Analyses) [15]. Initial, in cadrul cau-
tarii au fost generate 1400 de lucrari stiintifice, care au
fost supuse testului de eligibilitate, conform urmatoa-
relor criterii de includere:

= articole publicate in perioada 2019-2024;

= publicatii cu acces deschis;

= articole de sinteza a literaturii, articole de cerce-
tare i meta-analize.

Au fost excluse din cercetare articolele publicate in
perioada 2000-2015 si publicatiile cu acces restrictio-
nat (figurd). In total, conform criteriilor de includere,
au fost selectate 30 de articole publicate pe tema ana-
lizata.
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® 1400 de surse bibliografice
din PubMed, Mendeley Google
Academic si alte baze de date

436 de publicatii excluse

(publicate anterior anului 2015)

din 2019--2024

* 964 de surse bibliografice

934 de publicatii cu acces

\4

restrictionat, trialuri clinice,

articole de cercetare
si meta-analiza

* 32 de surse bibliografice,
inclusiv articole de sinteza,

carti si documente

Figura. Algoritmul de selectie a articolelor pentru analiza.

REZULTATE SI DISCUTII

Rezistenta la antibiotice apare atunci cand o bac-
terie evolueaza si suferd mutatii, prin urmare, nu mai
este sensibila la medicamentul eficient altadatd. Acest
proces are loc printr-o gamd variatd de mecanisme,
cum ar fi sinteza de noi gene, transferul acestora de
la o tulpina la alta, capacitatea anumitor bacterii de
a-si modifica structura externd si receptorii, astfel in-
cat gama de antibiotice folosite sd nu se poata atasa de
suprafata lor, pentru a-si face efectele [5; 10].

Situatia legata de rezistenta la antibiotice este alar-
mantd, deoarece unele bacterii care in trecut nu ridi-
cau probleme de tratament au ajuns si fie rezistente
la aproape toate tipurile de antibiotice disponibile in
mod obisnuit. Urmatoarele bacterii sunt capabile sa
provoace boli deosebit de grave si, prin urmare, infec-
tiile cu ele presupun o problemd majora de sdnatate
publica [13; 16; 17]:

= Staphylococcus aureus rezistent la meticilind
(MRSA);

= Enterococcus rezistent la vancomicina (VRE);

» Mycobacterium tuberculosis multirezistent la
medicamente (MDR-TB);

» Enterobacteriaceae rezistent la carbapeneme
(CRE).

De asemenea, utilizarea inadecvata si intrebuinta-
rea pe scara largd si fara prescriptie medicala a antibi-
oticelor, in patologii care nu necesitd neaparat trata-
mente cu antibiotice si in care administrarea acestora
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nu are niciun fel de eficientd, impulsioneazd dezvolta-
rea fenomenului de RAM [5; 17].

Potrivit datelor Organizatiei pentru Cooperare si
Dezvoltare Economica, cea mai mare parte (70%) din-
tre toate infectiile inregistrate apar in unitatile sanita-
re. Pneumoniile, infectiile sangvine si cele abdominale
sunt principalele boli cauzate de infectiile provocate de
bacteriile RAM. In grupele de risc sunt inclusi copiii cu
varsta < 1 an si adultii de peste 70 de ani, barbatii fiind
mai sensibili decat femeile. O ratd inalta a mortalitatii
din cauza infectiilor provocate de bacteriile RAM este
inregistrata in Grecia — 20 de decese si in Italia, respectiv
19 decese la 100 de mii de persoane, media in UE fiind
de 6 decese. In acelasi timp, in Norvegia si Olanda sunt
inregistrate doar 2 decese la 100 de mii de persoane [14].

Preparatele antimicrobiene sunt pe larg utilizate
si in medicina veterinara. In plus, eliminarea neco-
respunzatoare si utilizarea gunoiului duc la formarea
tulpinilor de microorganisme rezistente la preparatele
antimicrobiene. Contaminarile in agriculturd, dejecti-
ile umane si animale sunt caile principale de péatrun-
dere a antimicrobienelor in mediu [18]. Costul estimat
al RAM pentru sistemele de sindtate din Europa este
de 1,1 miliarde euro pe an [14].

Din metodele moderne de depistare a tulpinilor re-
zistente la preparatele antimicrobiene atrage o atentie
deosebitd analiza metagenomica. Termenul ,,metage-
nomica’, folosit pentru prima data de J. Handelsman et
al. (1998), are la bazd notiunea de genomica microbia-
nd conventionald si reflectd faptul cé culturile pure nu
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sunt necesare pentru secventiere. Metagenomica este
cercetarea materialului genetic recuperat direct din
probe de mediu sau clinice cu utilizarea metodei de
secventiere. Aceastd metodd este pe larg utilizatd in di-
ferite domenii - genomica medicald, de mediu, ecoge-
nomica, genomica comunitara sau microbiomica [19].

Secventierea metagenomica permite depistarea
tuturor genelor dintr-o proba, oferind o imagine com-
pletd a RAM. Prin secventiere este posibil de evaluat
amplasarea si transmisibilitatea genei RAM. Termenul
metagenomica pentru aplicatii clinice isi trage radaci-
nile din utilizarea micromatricelor la inceputul anilor
2000 [20]. Cu toate acestea, aparitia tehnologiilor de
secventiere de ultima generatie (NGS) in 2005 a dat

startul domeniului metagenomicii cu utilizarea mai
largd a acestei metode. Pentru prima data, milioane
pana la miliarde de citiri au fost generate intr-o singu-
rd rulare, permitand astfel analiza intregului continut
genetic al unei probe clinice sau de mediu [21].

In timp ce majoritatea testelor moleculare vizea-
za doar un numadr limitat de agenti patogeni folosind
primeri sau sonde specifice, abordérile metagenomice
caracterizeaza tot ADN-ul sau ARN-ul prezent intr-o
probd, permitdnd analiza intregului microbiom, pre-
cum si a genomului-gazda umana sau a transcripto-
mului din probele de la pacienti [20; 22; 23]. In tabel
sunt elucidate unele studii din domeniul metagenomicii
si RAM care, in opinia noastrd, au fost mai informative.

Tabel
Studii cu privire la secventierea metagenomica si rezistenta la antimicrobiene in diferite tari ale lumii
Nr. Autorii si tara Anul Concluzii
1 Danko D., Bezdan D., | 2021 In baza cercetirii a 4.728 de probe colectate in 60 de orase s-a stabilit ci
Afshin E. et al. SUA, profilurile genelor RAM au variat foarte mult ca tip si densitate. Aceste rezul-
Germania, Italia, tate constituie un atlas metagenomic important pentru intelegerea ecologiei,
Franta, Spania, Elvetia, virulentei si rezistentei la antibiotice a comunitétilor microbiene specifice
Suedia, Egipt, Austra- orasului.
lia, Brazilia, Turcia,
Bulgaria, China etc.
2 | Govender K.N., Street | 2021 | Inbaza analizei a 13 studii cu caracteristica a 2.023 de probe clinice de singe,
TL., urind, LCR a fost stabilit ci metoda metagenomica clinica are un poten-
Sanderson N.D., Eyre tial inalt pentru imbunatitirea intelegerii patogenezei bolilor infectioase,
D.W., Marea Britanie detectarea infectiilor polimicrobiene, un tratament mai eficient, reducand
rezistenta la antimicrobiene si lasdnd microbiomul neschimbat.
3 Boolchandani M., 2019 Obiectivul acestui review a fost de a oferi o imagine ampla privind metodele
D’Souza A.W.,, Dantas de identificare si caracterizare a RAM, de la testarea traditionala a sensibilitatii
G., SUA antimicrobiene pana la metodele recente de studiere ampla. S-a axat preponde-
rent pe descoperirea rezistentei bazate pe secventiere. S-a discutat importanta
credrii bazelor de date.
4 | DuanH, LiX,Mei A. | 2021 | Inbaza cercetirilor comparative a 109 probe de lichid de lavaj bronhoalveo-
et al., China lar, sange, sputd, puroi, LCR etc., s-a constatat cd mNGS a avut o sensibilitate
mai mare decit metoda traditionald, in special privind probele de sange,
lichidul de lavaj bronhoalveolar si probele de sputd. mNGS ar trebui utilizatd
mai mult in diagnosticul precoce al agentilor patogeni in viitor.
5 Chen Y., WangJ., Niu | 2024 | Analiza a 22 de studii cu 2.325 de pacienti cu patologii hematologice a aratat
T, ca mNGS are rate inalte de detectie pozitiva a agentului patogen la pacientii
China hematologici si poate ghida ajustarile clinice privind tratamentul cu antibioti-
ce si imbunatati prognosticul.
6 | ChiuC.Y, Miller S.A,, | 2019 La analiza aplicatiilor mNGS, utilizate in prezent in clinica si in domeniul
SUA sandtatii publice, s-a stabilit cd in clinicd este aplicatd pe larg in diagnosticarea
bolilor infectioase analiza microbiomului, analiza raspunsului gazdei, inclusiv
in oncologie.
7 Hilt E.E., Ferrieri P, 2022 Au fost analizate trei tehnologii moderne: secventierea intregului genom
SUA (WGS), secventierea metagenomici tintitd si secventierea metagenomica
pusca. Secventierea tintitd si metagenomicé directa din probe ajuta la cregte-
rea detectdrii organismelor de interes, in special in cazurile cind metodele
conventionale sunt nesensibile sau nu sunt disponibile.
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Ren D, Ren C,, Yao R.
et al., China

2021

Prin investigarea a 305 probe de lichid de lavaj bronhoalveolar, sange, LCR
etc. cu utilizarea mNGS s-a stabilit ca este posibil de identificat mai multi
agenti patogeni si mai frecvent, comparativ cu metoda de crestere pe medii
de culturi. Valorile optime de citire pentru diferiti microbi ar putea fi utile
pentru aplicarea clinici a mNGS in ceea ce priveste determinarea in timp util
si cu precizie a etiologiei agentilor patogeni in sepsis, datorita unei interpre-
tari bune a datelor.

Sukumar S., Martin
EE., Hughes T.E,,
Adler C.J., Australia

2020

Amploarea si viteza cu care s-a raspandit rezistenta la antibiotice inseamna cé

aceasta este o problemai globald, cu solutii necesare la fiecare nivel. O intelege-

re sporita a resistomului si a modului in care acesta interactioneaza cu mediul

va duce la solutii mai eficiente, cum ar fi noi terapii, programe de administra-
re mai bine concepute si o eficacitate crescuti a antibioticelor existente.

10

Vinicius A. C. de
Abreu, Perdigio J.,
Almeida S., Brazilia,
India

2021

Pentru studierea RAM este importanta: analiza diversitatii microbiene,
analiza genelor functionale si cautarea celor mai complete si relevante baze
de date privind rezistenta. Cele mai importante consideratii intr-un studiu de
rezistentd metagenomica sunt intelegerea naturii setului de date analizat si a
suportului disponibil pentru procesul de analiza. Acest lucru va permite dez-
voltarea unor abordari de analiza a datelor cu randament ridicat i raspunsul

la intrebari mai complexe privind rezistenta la antimicrobiene.

Grupul de autori Danko D., Bezdan D., Afshin E.E.
et al. (2021) pe parcursul a 3 ani a evaluat prin analiza
metagenomicd 4.728 de probe din transportul public in
masa (metrou, autobuze etc.) in 60 de orase si a creat
primul catalog sistematic la nivel mondial al ecosiste-
mului microbian urban. Drept rezultat a fost obtinut un
atlas cu profil geospatial adnotat al tulpinilor microbi-
ene, markeri de rezistentd antimicrobiana si elemente
genetice. Deoarece oamenii reprezinta partea majora a
unui mediu urban, s-a presupus ci ADN-ul din probele
umane se aseamdnd cu microbiomii umani comensali.
Au fost comparate fragmente de ADN non-uman din
probele de studiu cu 50 de probe selectate aleatoriu din
cinci situsuri anatomice comensale (scaun, piele, cai res-
piratorii, tract gastrointestinal, tract urogenital). Esanti-
oanele prelevate de pe suprafete care ar fi fost probabil
atinse mai des de pielea umana, cum ar fi ménerele usi-
lor, butoanele, balustradele si ecranele tactile, au fost in-
tr-adevar mai asemdnatoare cu microbiomul pielii uma-
ne decét suprafete precum ferestrele si podeaua [24].

Secventierea metagenomica este adesea sustinu-
ta pentru potentialul de a revolutiona microbiologia
prin posibilitatea identificirii concomitente si rapide
a speciilor si predictia rezistentei la antimicrobiene.
In review-ul sistematic si meta-analiza prezentata de
Govender K.N., Street T.L., Sanderson N.D., Eyre D.W.
(2021) a fost evaluat progresul citre aceste evolutii,
prin revizuirea sistematicd si o meta-analizd a publi-
catiilor pand in anul 2020 privind secventierea meta-
genomica pentru diagnosticarea bolilor infectioase, o
metoda care nu necesitd cultivarea microorganisme-
lor. In total 2.023 de probe clinice din 13 studii eli-
gibile au fost incluse in meta-analiza. Sensibilitatea si
specificitatea celor mai frecvent investigate tipuri de
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probe au fost de 90% (interval de incredere [IC] 95%,
78% pand la 96%) si 86% (45% pana la 98%) pentru
sange, 75% (54% pana la 89%) si 96% (72% pani la
100%) pentru lichidul cefalorahidian (LCR). Timpul
in medie (IQR; interval) de la colectarea probei la re-
zultat a fost de 29 de ore (24 pand la 94; 4 pana la 144
de ore). Un alt aspect, nu mai putin important, a fost
costul consumabil raportat pe esantion, care a variat
intre 130 si 685 USD. In final aceste rezultate reflecti o
perspectivd promitatoare pentru utilizarea de secven-
tiere metagenomica in conditii clinice [25].

In review-ul publicat de Boolchandani M., D’Souza
AW, Dantas G. (2019) au fost analizate punctele forte
si punctele slabe ale metodelor actuale si emergente de
studiere a RAM, inclusiv strategii de calcul si resurse
pentru identificarea genelor de rezistentd in probe ge-
nomice $i metagenomice. Autorii au concluzionat ca
identificarea precisd a determinantilor rezistentei si co-
relarea profilurilor genelor de RAM cu rezultatele trata-
mentului antimicrobian vor facilita in viitor abordari de
tratament individual. Succesul acestei abordari depinde
in mare masura de complexitatea si calitatea bazelor de
date generale ale genelor de RAM, care au roluri majore
in dezvoltarea de teste biologice si instrumente de calcul,
ce extind capacitatea de a detecta gene de rezistenta in
izolatele individuale si in comunitatile microbiene [26].

In cadrul unor meta-analize autorii s-au axat pe
provocdrile implementdrii secventierii metagenomice
de generatia urmétoare (mNGS) in laboratorul clinic si
au abordat potentialele solutii pentru optimizarea im-
publice. Analiza cuprinzatoare a materialului genetic
microbian si gazda (ADN si ARN) din probele de la pa-
cienti trece rapid de la cercetare la laboratoare clinice.
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Aceastd abordare in curs de dezvoltare schimba modul
in care medicii stabilesc diagnosticul si trateaza bolile
infectioase, cu aplicatii care acopera o gama largd de do-
menii, inclusiv RAM, microbiomul, expresia genei-gaz-
da umane (transcriptomica) si oncologie [20; 27; 28].

Hilt E.E. si Ferrieri P. (2022) in review-ul pe care
il semneaza aduc dovezi privind necesitatea si utilita-
tea aplicarii in prezent a tehnologiilor de secventiere
de noua generatie (NGS) in cercetarea stiintifica, in
mediile de sanatate publicéd si in microbiologia clini-
cd. Spre exemplu, in domeniul sanétatii publice, WGS
(secventierea intregului genom) este utilizata pentru a
identifica si urmari epidemiologic focarele de origine
alimentara si supravegherea bolilor; in sistemele spita-
licesti, WGS este utilizata pentru identificarea infecti-
ilor nosocomiale multirezistente si pentru urmarirea
transmiterii agentilor cauzali care le provoaca [29].

Un alt studiu privind mNGS, realizat de Ren D., Ren
C., Yao R. s.a. (2021) in China, a ardtat cd mNGS este
capabild s identifice mai multi agenti patogeni in probe
separate de la pacienti septici §i prezinta rate pozitive
mai mari decat diagnosticele microbiologice bazate pe
cultura. Valorile optime de citire a rezultatelor pentru
diferiti microbi ar putea fi utile pentru aplicarea clinicd
a mNGS in ceea ce priveste determinarea in timp util
si cu precizie a etiologiei agentilor patogeni in sepsis,
datorita unei interpretdri bune a datelor [30].

RAM nu mai este o previziune care ameninta modul
nostru de viata, este realitate si impune o povard sem-
nificativa la nivel mondial [31; 32]. Articolul de suma-
rizare a unor savanti din Australia a descris amploarea
RAM si o contextualizeazd pentru medicii stomatologi,
evidentiind rolul pe care trebuie si-1 joace in limitarea
progresiei rezistentei prin administrarea antibioticelor
si prevenirea bolilor. In plus, Consiliul National pentru
Sénétate si Cercetare Medicala a estimat ca RAM costd
in Australia circa 250 de milioane USD anual [31].

CONCLUZII

Pornind de la necesitatea elaborarii méasurilor com-
plexe privind combaterea rezistentei la antimicrobiene
si stabilirea impactului semnificativ al tulpinilor rezis-
tente in sectorul uman, veterinar si mediu, este impor-
tantd implementarea metodelor avansate, complexe de
diagnostic si abordarea adecvata a acestui fenomen.

Pe masura ce retelele de supraveghere RAM imple-
menteaza platforme de diagnosticare rapida, cum ar fi
secventierea metagenomicd, va fi posibila detectarea si
limitarea focarelor infectioase intr-un stadiu mult mai
precoce, astfel salvand vieti si reducand costurile.

Implementarea secventierii metagenomice este o
necesitate stringentd pentru supravegherea si contro-
lul rezistentei la antimicrobiene.
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