M Digitally signed by Carmencita Vintu
ArMEeNCIt oo me v i
title=Secretara, cn=Carmencita Vintu,
2.5.4.20=0720877084, serialNumber=VC361,
givenName=Carmencita, sn=Vintu,

.
a VI n t u 2.5.4.97=4541840
Date: 2021.09.23 15:42:54 +03'00'

UNIVERSITATEA PENTRU STIINTELE VIETII
,,JON IONESCU DE LA BRAD” DIN IASI
FACULTATEA DE MEDICINA VETERINARA

SCOALA DOCTORALA DE MEDICINA VETERINARA
DOMENIUL DE DOCTORAT: MEDICINA VETERINARA
SPECIALIZAREA: BOLI INFECTIOASE

TEZA DE DOCTORAT
Conducator de doctorat, Doctorand,
Prof. Dr. Gheorghe SAVUTA Marinela PASAT (TIPISCA)
TIASI

2021



UNIVERSITATEA PENTRU STIINTELE VIETII
,,JON IONESCU DE LA BRAD” DIN IASI
FACULTATEA DE MEDICINA VETERINARA

SCOALA DOCTORALA DE MEDICINA VETERINARA
DOMENIUL DE DOCTORAT: MEDICINA VETERINARA
SPECIALIZAREA: BOLI INFECTIOASE

INVESTIGATII PRIVIND REZISTENTA LA ANTIBIOTICE SI
RISCUL ZOONOTIC ASOCIAT TULPINILOR DE ESCHERICHIA

COLI IZOLATE DE LA PORC
Conducator de doctorat, Doctorand,
Prof. Dr. Gheorghe SAVUTA Marinela PASAT (TIPISCA)

TASI
2021



“IJON IONESCU DE LA BRAD”

IASI UNIVERSITY OF LIFE SCIENCES
FACULTY OF VETERINARY MEDICINE
DOCTORAL SCHOOL OF VETERINARY MEDICINE
DOCTORAL FIELD: VETERINARY MEDICINE
SPECIALIZATION: INFECTIOUS DISEASES

DOCTORAL THESIS

PhD Coordinator, PhD student,
PhD, Prof. Gheorghe SAVUTA Marinela PASAT (TIPISCA)

TASI
2021



“ION IONESCU DE LA BRAD”

TIAST UNIVERSITY OF LIFE SCIENCES
FACULTY OF VETERINARY MEDICINE
DOCTORAL SCHOOL OF VETERINARY MEDICINE
DOCTORAL FIELD: VETERINARY MEDICINE
SPECIALIZATION: INFECTIOUS DISEASES

RESEARCHES REGARDING ANTIMICROBIAL RESISTANCE
AND THE ASSOCIATED ZOONOTIC RISK TO ESCHERICHIA
COLI STRAINS ISOLATED FROM SWINE

PhD Coordinator, PhD student,
PhD, Prof. Gheorghe SAVUTA Marinela PASAT (TIPISCA)

TASI
2021



Teza de doctorat 2021

CUPRINS
INTRODUCERE 9
REZUMAT 17
PARTEA 1- STADIUL ACTUAL AL CUNOASTERII 27

CAPITOLUL 1. EPIDEMIOLOGIA SI CARACTERISTICILE SPE- 28
CIEL E. COLI

1.1.Incadrare taxonomica si caractere generale 28
1.2. Ecologia si epidemiologia speciei E. coli 29
1.3. Caracterizarea fenomenului de antibiorezistenta la Enterobacteriaceae 30
1.4. Mecanisme de antibiorezistentad identificate la E. coli 33

CAPITOLUL 2. FENOMENUL DE ANTIBIOREZISTENTA PRIN 35
MECANISMUL ENZIMELOR BETA-LACTAMAZE CU SPECTRU
EXTINS (ESBL) LA E. COLI

2.1. Definitia si caracterizarea enzimelor ESBL 35
2.2. Clasificarea moleculara si functionala a enzimelor ESBL 36
2.3. Transmiterea enzimelor ESBL 1n populatiile de E. coli 42

2.4. Prevalenta si distributia tulpinilor de E. coli ESBL pozitive identificate 43
in populatiile de porcine

2.5. Importanta tulpinilor ESBL izolate de la porci abatorizati in contextul 44
abordarii One Health

CAPITOLUL 3. IDENTIFICAREA FENOTIPICA SI CARACTERI- 47

ZAREA MOLECULARA A TULPINILOR DE E. COLI PRO-
DUCATOARE DE ESBL

3.1. Identificarea fenotipica a izolatelor de E. coli ESBL pozitive 47
3.2. Modalitati de caracterizare a substratului molecular al enzimelor ESBL 48

PARTEA A II-A CERCETARI PROPRII

CAPITOLUL 4. DESCRIEREA CADRULUI ORGANIZATORIC SI 51
INSTITUTIONAL N CARE S-AU DESFASURAT CERCETARILE
CAPITOLUL 5. SCOPUL SI OBIECTIVELE TEZEI 52
CAPITOLUL 6. DETECTIA TULPINILOR DE E. COLI PRODUCA- 54
TOARE DE ESBL IZOLATE DE LA PORCINE SI OM

6.1. Material si metoda de lucru 54
6.1.1. Recoltarea probelor 54
6.1.2. Detectia tulpinilor de E. coli ESBL/AmpC 55
6.1.3. Confirmarea fenotipica a izolatelor prezumtiv producétoare de 58

enzime ESBL
6.1.4. Determinarea paternului de rezistenta la alte clase de antibiotice a 64

tulpinilor prezumtiv sintetizatoare ESBL

6.2. Rezultate si discutii 64

6.3. Concluzii partiale 73



Pasat Marinela

CAPITOLUL 7. CARACTERIZAREA SUBSTRATULUI MOLECU-
LAR AL TULPINILOR DE E.COLI ESBL POZITIVE I1ZOLATE DE
LA PORCI ABATORIZATI SI DE LA PERSONAL DIN FERME
7.1. Material si metoda de lucru

7.1.1 Identificarea principalelor gene ce codifica enzimele ESBL

7.1.2. Identificarea principalelor gene AmpC

7.1.3. Identificarea unor markeri genetici asociati cu rezistenta mediata
plasmidic la Fluoroquinolone/Colistin

7.1.4. incadrarea izolatelor de E. coli in principalele grupuri filogenetice

7.2. Rezultate si discutii

7.2.1 Prevalenta tulpinilor E. coli ESBL caracterizate molecular de gene-
le ce codifica enzimele CTX-M, TEM, SHV si OXA

7.2.2 Prevalenta tulpinilor AmpC pozitive

7.2.3 Prevalenta tulpinilor purtatoare de gene asociate cu rezistenta medi-
atd plasmidic la Fluoroquinolone si Colistin

7.2.4 Rezultate si discutii privind Incadrarea tulpinilor de E. coli in gru-
puri filogenetice
7.3. Concluzii partiale

CAPITOLUL 8. ANALIZA FILOGENETICA A GENELOR CE CO-
DIFICA ENZIMELE ESBL IDENTIFICATE LA TULPINILE DE E.
COLI

8.1. Material si metoda de lucru

8.2. Rezultate si discutii

8.3. Concluzii partiale

CAPITOLUL 9. CONCLUZII FINALE
BIBLIOGRAFIE

ANEXA 1. LISTA ABREVIERILOR
ANEXA 2. LISTA TABELELOR

ANEXA 3. LISTA FIGURILOR
ANEXA 4. LISTA LUCRARILOR STIINTIFICE PUBLICATE

74

74
75
78
79

81

83
83

89
90

99
103
105
105
105
108
110
113
132
134

138
142



Teza de doctorat 2021

TABLE OF CONTENTS
INTRODUCTION 9
SUMMARY 17
CONTENT 27

PART I - CURRENT STATE OF KNOWLEDGE

CHAPTER 1. EPIDEMIOLOGY AND CHARACTERISTICS OF E. 28
COLI

1.1. Taxonomic classification and general characteristics 28
1.2. Ecology and epidemiology of E. coli species 29
1.3. Characterization of the antibiotic resistance phenomenon of 30
Enterobacteriaceae

1.4. Antibiotic resistance mechanisms identified in E. coli 33

CHAPTER 2. ANTIBIORESISTANCE PHENOMENON THRO- 35
UGH THE MECHANISM OF EXPANDED SPECTRUM BETA-

LACTAMASES (ESBL)

2.1. Definition and characterization of ESBL enzymes 35
2.2. Molecular and functional classification of ESBL enzymes 36
2.3. Transmission of ESBL enzymes in E. coli populations 42

2.4. Prevalence and distribution of ESBL positive E. coli strains identified 43
in pig populations

2.5. Importance of ESBL strains isolated from slaughtered pigs in the con- 44
text of approaching the One Health

CHAPTER 3. PHENOTYPICAL IDENTIFICATION AND MOLE- 47
CULAR CHARACTERISATION OF ESBL PRODUCING E. COLI

3.1. Phenotype identification of ESBL positive E. coli isolates 47
3.2. Ways of characterizing the molecular substrate of ESBL enzymes 48
PART II OWN RESEARCH

CHAPTER 4. DESCRIPTION OF THE ORGANISATIONAL AND 51
INSTITUTIONAL FRAMEWORK IN WHICH THE RESEARCH
WAS CONDUCTED

CHAPTER 5. PURPOSE AND OBJECTIVES OF THE THESIS 52
CHAPTER 6. DETECTION OF ESBL PRODUCING E. COLI 54
STRAINSISOLATED FROM PIGSAND HUMANS
6.1. Material and working method 54
6.1.1. Sampling 54
6.1.2. Detection of ESBL positive E. coli strains 55

6.1.3.  Phenotype confirmation of presumptive ESBL enzyme- 58
producing isolates



Pasat Marinela

6.1.4 Determination of resistance pattern to other classes of antibiotics
of presumptive ESBL synthesizing strains
6.2. Results and discussions
6.3. Partial conclusions

CHAPTER 7. CHARACTERIZATION OF THE MOLECULAR
SUBSTRATE OF POSITIVE E.COLI ESBL STEMS ISOLATED
FROM SLAUGHTERED PIGS AND FARM STAFF
7.1. Material and working method

7.1.1 Identification of the main genes encoding ESBL enzymes

7.1.2. Identification of the main AmpC genes

7.1.3. Identification of genetic markers associated with plasmid-
mediated resistance to fluoroquinolones /colistin.

7.1.4. Classification of E. coli isolates in the main phylogenetic gro-
ups
7.2. Results and discussions

7.2.1 Prevalence of E. coli ESBL strains molecularly characterized by
genes encoding CTX-M, TEM, SHV and OXA enzymes

7.2.2 Prevalence of AmpC positive strains

7.2.3 Prevalence of gene-carrying strains associated with plasmid-
mediated resistance to fluoroquinolones and colistin

7.2.4 Results and discussions regarding the classification in the phylo-
genetic groups of E. coli strains
7.3. Partial conclusions

CHAPTER 8. PHYLOGENETIC ANALYSIS OF GENES CODING
ESBL ENZYMES IDENTIFIED IN E. COLI STEMS

8.1. Material and working method

8.2. Results and discussions

8.3. Partial conclusions

CHAPTER 9. FINAL CONCLUSIONS
REFERENCES

ANNEX 1. LIST OF ABBREVIATIONS
ANNEX 2. LIST OF TABLES

ANNEX 3. LIST OF FIGURES
ANNEX 4. LIST OF PUBLISHED SCIENTIFIC PAPERS

64

64
74

74
75
75
78
79
81

83
83

&9
90

99
103
105
105
105
108
110
113
132
134

138
142



Teza de doctorat 2021

INTRODUCERE

Conceptul modern al chimioterapiei poate fi observat inca de la activitatea lui Pa-
ul Ehrlich in sfera descoperirii agentilor care prezinta toxicitate selectiva si care pot fi uti-
lizati pentru combaterea bolilor infectioase. Descoperirea revolutionard a penicilinei de
catre Fleming, in 1929, ulterior dezvoltata de Chain si Florey, a deschis calea cercetarilor
in acest domeniu, multi alti agenti antimicrobieni fiind dezvoltati si descrisi ulterior. Sul-
fonamidele, produse in Germania in 1935, sunt primii agenti antibacterieni cu spectru larg
si cu succes clinic.

Antibioticele sunt utilizate pe scara larga, ca agenti terapeutici sau profilactici, in
medicina umana si veterinard, pentru tratarea unor infectiilor cauzate de bacterii dar, din
nefericire, utilizarea necorespunzatoare a acestor substante a dus la aparitia rapida a tulpi-
nilor bacteriene rezistente si la erodarea utilitatii clinice. Aparitia rezistentei la antimi-
crobiene (RAM) a fost prezisa de Alexander Fleming, incd din 1945, care avertiza cé fo-
losirea abuziva a penicilinei ar putea duce la selectarea bacteriilor rezistente.

Introducerea de noi antimicrobiene sau modificarile aduse claselor mai vechi din
ultimele 7 decenii au fost Insotite de aparitia noilor mecanisme de rezistentd bacteriana.
Au fost raportate mecanisme de rezistenta la antimicrobiene pentru toate antibioticele cu-
noscute disponibile 1n prezent pentru utilizare clinicd In medicina umana si veterinara.

Rezistenta microorganismelor patogene la antibiotice a devenit o problema la ni-
vel mondial, cu consecinte grave in tratarea bolilor infectioase. Folosirea gresita a antibio-
ticelor in medicina umana sau veterinara si n agriculturd a avut o principala contributie la
aparitia acestui fenomen, conducand in timp la o cresterea alarmanta a numarului de bac-
terii ce provoaca fie infectii comunitare, fie infectii dobandite in spital (Shaikh s.a., 2015).

Rezistenta este un fenomen natural, ficand parte din selectia pozitiva continud a
clonelor bacteriene rezistente, indiferent daca acestea sunt bacterii patogene, comensale
sau saprofite. RAM modifica structura populatiei din comunitatile microbiene, conducand
la tendinte evolutive accelerate, cu consecinte asupra sanatatii umane si animale (Davies,
2010).

Utilizarea antibioticelor in medicina veterinard a condus 1n timp la o imbunaétatire
semnificativa a sandtatii si productivitatii animalelor, la reducerea valorilor indicatorilor
de impact asociati unor boli infectioase bacteriene, insa studiile indicd de mult timp faptul
ca folosirea acestora creste rezistenta la medicatie nu numai a animalelor, dar si a fermie-
rilor.

Agentii antimicrobieni, utilizati la animalele producatoare de alimente, in Europa,
sunt frecvent aceiasi sau fac parte din aceleasi clase ca si cei utilizati in terapia pacientilor
umani. Rezistenta la antibiotice este principalul efect secundar nedorit al utilizarii de an-
timicrobiene, atit la oameni cat si la animale si rezultd din selectia continud pozitiva a
clonelor bacteriene rezistente, indiferent daca acestea sunt patogene sau comensale. Acest
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lucru va modifica structura populatiei comunitatilor microbiene, ceea ce va conduce la
tendinte evolutive accelerate, cu consecinte imprevizibile asupra sanatatii omului si ani-
malelor. Rezistenta bacteriana la antibiotice se poate raspandi de la animalele producatoa-
re de alimente si la oameni, atat pe calea alimentara cat si pe alte ci, precum apa sau alte
contaminari de mediu.

Laboratoarele veterinare pentru diagnostic microbiologic se confruntd cu provo-
cari unice 1n ceea ce priveste dificultatea de cultivare a microorganismelor fastidioase im-
plicate in patologia animalelor, selectia de substante antimicrobiene in baza testarii sus-
ceptibilitatii si evaluarea timpilor de eliminare in scopul asigurarii sigurantei alimentare.
Rezistenta la antibiotice constituie un real pericol pentru sanatatea publicd mondiala, utili-
zarea judicioasa a antibioticelor fiind impetuos necesard. Conceptul ”One Health”- ,,O
singura sanatate” implica colaborarea activa intre cele doud sectoare medicale, veterinar si
uman, pentru o intelegere eficienta a relatiei dintre oameni, animale si mediul lor si impli-
catiile asupra sanatatii.

Utilizarea necorespunzdtoare a antibioticelor, nu numai in medicina umand, ci si
in sfera veterinara si zootehnicd, a fost consideratd un factor principal care conduce la
cresterea fenomenului de RAM (Collignon s.a., 2013; Chantziaras s.a., 2014). In consecin-
ta, in Europa, Autoritatea Europeana pentru Siguranta Alimentelor (EFSA) si Agentia Eu-
ropeana pentru Medicamente (AEM) au prezentat masuri de reducere a utilizarii agentilor
antimicrobieni 1n cresterea animalelor. (Murphy s.a., 2017).

Cele mai importante elemente de ordin genetic care asigura transferul genelor de
rezistenta de la o bacterie (donatoare) la o alta (receptoare), prin mecanisme de conjugare,
transformare, transductie si respectiv transpozitie, sunt plasmidele si transpozonii. Prin
intermediul acestor secvente ale ADN-ului se realizeaza, i1n mod frecvent, transmiterea
orizontala intre diferite specii bacteriene a mai multor markeri ai RAM, aspect ce explica
aparitia populatiilor bacteriene multirezistente.

In contrast, rezistenta rezultatd in urma achizitiei de gene este identificata cu in-
tarziere, dupa luni sau chiar ani si este responsabild in marea majoritate a situatiilor in care
bacteriile isi elaboreazd mecanisme de rezistentd. Doud mecanisme genetice majore sunt
implicate in dobandirea RAM: un prim mecanism, prin mutatiile care afecteazd genele
existente (din plasmide sau cromozomi) si un al doilea mecanism, prin achizitia unei gene
de novo, responsabila de rezistenta.

Cresterea alarmanta a emergentei infectiilor datorate bacteriilor care produc enzi-
me beta-lactamaze cu spectru extins (Extended Spectrum Beta Lactamase- ESBL), a dus
la aparitia suspiciunii cd animalele ar putea reprezenta un rezervor de raspandire a genelor
de rezistentd. Majoritatea cercetarilor internationale sunt axate pe stabilirea legaturii dintre
enzimele ESBL de origine umana si cele de origine animald (Cozma, 2017).

In Romania, studiile au fost axate in principal pe tulpini de E. coli sintetizatoare
de ESBL de origine umana iar pentru tulpinile de origine animala studiile au fost efectuate
pe tulpini izolate de la pui (Maciuca, 2014; Maciuca s.a., 2015; Romascu s.a., 2018), porc

10
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(Milita s.a., 2017, Bergspica s.a. 2020) si din fecale de la cdini si proprietarii acestora
(Cozma, 2017).

Din anul 2015, in conformitate cu Decizia 652 CE/2013, in Romania este in des-

fasurare un program de control pentru monitorizarea si raportarea rezistentei la antimicro-

biene a tulpinilor comensale si zoonotice izolate din probe de continut cecal de la suinele
abatorizate.

In ultimul deceniu, antibioticele utilizate pentru tratarea infectiilor bacteriene in
medicina umana i veterinara sunt cele din clasa beta-lactamine. Aparitia tulpinilor de En-
terobacteriaceae sintetizatoare de ESBL constituie n prezent o amenintare grava pentru
sectorul economic, pentru cd acestea hidrolizeaza si inactiveaza aceste antibiotice beta-
lactamice, diminuand eficacitatea utilizarii antibioticelor in terapia infectiilor pe care le
produc si conduc la diferite tipuri de mecanisme de rezistenta.

Unele antibiotice au pierdut din eficacitatea de a trata multe infectii cu Escheri-
chia coli (E. coli), numeroase dintre acestea fiind cele cauzate de tulpini producatoare de
enzime ESBL, care sunt rezistente la mai multe antibiotice beta-lactamice, inclusiv penici-
linele si cefalosporinele si care sunt acum raspandite atat la animale cat si la oameni, exis-
tand potentialul de transfer al microorganismelor sau al materialului genetic care codifica
rezistenta.

Aparitia rezistentei tulpinilor de E. coli producatoare de enzime ESBL la antimi-
crobiene este posibil sa depinda de mai multi factori, cum ar fi presiunea selectiva exerci-
tatd prin utilizarea de antimicrobiene la populatiile de animale producatoare de alimente,
co-selectia bacteriilor cu rezistentd multipla clonald, raspandirea bacteriilor rezistente si
diseminarea elementelor genetice, cum ar fi plasmidele, intre bacterii (EFSA Journal,
2018). Lantul alimentar ar putea reprezenta o sursa substantiald pentru transmiterea gene-
lor ESBL sau a tulpinilor producdtoare ESBL de la animalele de renta la om. (Kola s.a.,
2012; Dohmen s.a.,2015).

Tema acestei lucrari este de mare actualitate, cu importantd majora in stabilirea
frecventei portajului Enterobacteriaceaelor producatoare de ESBL in efectivele de
suine 1n zona de Nord-Est a Roméaniei precum si a rolului suinelor in transmiterea acestora
la om, avand in vedere contactul personalului din ferme dar si ludnd in considere riscurile
privind contaminarea carcaselor de porci, de-a lungul traseului parcurs de acestea pana la
consumator.

Consideram ca o astfel de cercetare este necesara in Romania si va oferi date im-
portante din punct de vedere epidemiologic, fiind incadrata in trendul cercetéirilor in-
ternationale unde este cunoscutid prezenta Enterobacteriaceaelor sintetizatoare de
ESBL in efectivele de suine si rolul de rezervor al acestei specii pentru om.

11
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INTRODUCTION

The modern concept of chemotherapy can be observed since the work of Paul
Ehrlich in the field of discovery of agents that have selective toxicity and can be used to
combat infectious diseases. Fleming' revolutionary discovery of penicillin in 1929, later
developed by Chain and Florey, paved the way for research in this area, with many other
antimicrobial agents being developed and described later. Sulphonamides, produced in
Germany in 1935, are the first broad-spectrum and clinically successful antibacterial
agents.

Antibiotics are widely used, as therapeutic or prophylactic agents, in human and
veterinary medicine to treat infections caused by bacteria, but unfortunately, the improper
use of these substances has led to the rapid emergence of resistant bacterial strains and
erosion of clinical utility. The emergence of antimicrobial resistance (AMR) has been pre-
dicted by Alexander Fleming since 1945, who warned that the misuse of penicillin could
lead to the selection of resistant bacteria.

The introduction of new antimicrobials or changes to older classes in the last 7
decades have been accompanied by the emergence of new bacterial resistance mecha-
nisms. Antimicrobial resistance mechanisms have been reported for all known antibiotics
currently available for clinical use in human and veterinary medicine (Boerlin, White,
2013).

Resistance of pathogenic micro-organisms to antibiotics has become a global pro-
blem, with serious consequences in the treatment of infectious diseases. The misuse of
antibiotics in human or veterinary medicine and in agriculture has had a major contributi-
on to the occurrence of this phenomenon, leading over the time to an alarming increase in
the number of bacteria that cause either community infections or hospital-acquired infec-
tions (Shaikh , 2015).

Resistance is a natural phenomenon, part of the continuous positive selection of
resistant bacterial clones, whether they are pathogenic, commensal or even environmental
bacteria.

AMR changes the structure of the population in microbial communities, leading to
accelerated evolutionary trends, with consequences for human and animal health (Davies,
2010).

The use of antibiotics in veterinary medicine has over time significantly improved
the health and productivity of animals, reduced the values of impact indicators associated
with bacterial infectious diseases, but studies have long shown that their use increases the
resistance to medication not only of animals, but also of farmers.

The antimicrobial agents used in food-producing animals in Europe are often the
same or belong to the same classes as those used in the therapy of human patients. Anti-

12
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microbial resistance is the main unwanted side effect of antimicrobial use in both humans

and animals and results from the continuous positive selection of resistant bacterial clones,
whether pathogenic or commensal. This will change the population structure of microbial
communities, leading to accelerated evolutionary trends, with unpredictable consequences
for human and animal health. Bacterial resistance to antimicrobials from food-producing
animals can spread to humans both through food and other routes, such as water, or other
environmental contamination.

Veterinary laboratories for microbiological diagnosis face unique challenges in
terms of the difficulty of culturing micro-organisms involved in animal pathology, the se-
lection of antimicrobial substances based on susceptibility testing and assessment of eli-
mination times in order to ensure food safety. Antibiotic resistance is a real danger to
world public health, with the judicious use of antibiotics being necessary. The concept of
"One health" - involves active collaboration between the two medical sectors, veterinary
and human, to effectively understand the relationship between humans, animals and their
environment and health implications.

Improper use of antibiotics, not only in human medicine but also in the veterinary
and zootechnical field, was considered a major factor leading to the increase of the phe-
nomenon of AMR (Collignon 2013; Chantziaras 2014). Consequently, in Europe, the Eu-
ropean Food Safety Authority (EFSA) and the European Medicines Agency (EEA) have
presented measures to reduce the use of antimicrobial agents in animal husbandry in the
European Union (Murphy et al., 2017).

The most important genetic elements that ensure the transfer of resistance genes
from one bacterium (donor) to another (recipient), through mechanisms of conjugation,
transformation, transduction and transposition, respectively, are plasmids and transposons.
Through these DNA sequences, the horizontal transmission between different bacterial
species of several markers of AMR is frequently performed, an aspect that explains the
appearance of multi drug-resistant bacterial populations.

In contrast, the resistance resulting from the acquisition of genes is identified late,

after months or even years, and is responsible in the vast majority of situations in which
bacteria develop resistance mechanisms. Two major genetic mechanisms are involved in
acquiring AMR: a first mechanism, through mutations that affect existing genes (from
plasmids or chromosomes) and a second mechanism, through the acquisition of a”” de no-
vo” gene, responsible for resistance.
The alarming increase in the emergence of infections due to bacteria that produce Exten-
ded Spectrum Beta Lactamase (ESBL) enzymes has led to suspicions that the animals may
be a reservoir for the spread of resistance genes. Most international research is focused on
establishing the link between ESBL enzymes of human origin and those of animal origin
(Cozma, 2017).

In Romania, the studies were mainly focused on strains of E. coli synthesizing
ESBL of human origin, and for strains of animal origin the studies were performed only
on strains isolated from chickens (Maciuca, 2014; Maciuca and others, 2015 ) and from
faeces from dogs and their owners (Cozma, 2017).

13
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Since 2015, in accordance with Decision 652CE / 2013, a control program is un-
der way in Romania for monitoring and reporting antimicrobial resistance of commensal
and zoonotic strains isolated from samples of caecal content from slaughtered pigs.

In the last decade, the antibiotics used to treat bacterial infections in human and
veterinary medicine are in the beta-lactam class. The emergence of ESBL - synthesizing
Enterobacteriaceae strains is currently a serious threat to the economic sector, as they hy-
drolyse and inactivate these beta-lactam antibiotics, diminishing the effectiveness of using
antibiotics in the treatment of infections they cause and lead to various types of resistance
mechanisms.

Some antibiotics have lost their effectiveness in treating many Escherichia coli
(E. coli) infections, many of which are caused by strains producing ESBL enzymes, which
are resistant to several beta-lactam antibiotics, including penicillins and cephalosporins,
and which are now widespread in both animals and humans, with the potential for transfer
of micro-organisms or genetic material encoding resistance.

The emergence of antimicrobial resistance of ESBL-producing strains of E. coli
enzymes may depend on several factors, such as the selective pressure exerted by the use
of antimicrobials in food-producing animal populations, the co-selection of bacteria with
multiple clonal resistance, the spread of resistant bacteria and the spread of genetic ele-
ments, such as plasmids, between bacteria (EFSA Journal, 2018). The food chain could
be a substantial source for the transmission of ESBL genes or ESBL - producing strains
from farmed animals to humans. (Kola, 2012; Dohmen, 2015).

The topic of this paper is very topical, with major importance in determining the
frequency of ESBL-producing Enterobacteriaceae in pigs in north eastern Romania, as
well as the role of pigs in their transmission to humans, given the contact of farm staff but
also taking into account the risks of contamination of pig carcases along the route taken by
them to the consumer.

We consider that such research is necessary in Romania and will provide impor-
tant data from an epidemiological point of view, being part of the trend of international
research where the presence of ESBL synthesizing Enterobacteriaceae in swine herds and
the reservoir role of this species for humans is known.
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REZUMAT

Utilizarea substantelor medicamentoase, atat in scop profilactic, curativ, dar si
pentru cresterea randamentului productivitatii, conduce la imbunatatirea sanatatii animale-
lor, la reducerea valorilor indicatorilor de impact asociati bolilor infectioase bacteriene dar
favorizeaza dezvoltarea si raspandirea rezistentei la antibiotice.

Una dintre consecintele administrarii necontrolate a antibioticelor consta in modi-
ficarea populatiilor bacteriene prin selectia continud a clonelor bacteriene rezistente, indi-
ferent daca sunt patogene sau comensale.

Cresterea rezistentei bacteriilor zoonotice la antibiotice a devenit o problema im-
portanta de sandatate publica la nivel global. Riscul ineficientei tratamentului fac ca bacte-
riile zoonotice rezistente la antimicrobiene sa constituie in prezent un subiect de real inte-
res atat in medicina umana, cat si in cea veterinara. Abordarea holisticd a conceptului
,One Health” include evaluarea posibilelor legaturi dintre animale, oameni si mediu.
Transmiterea bacteriilor rezistente la oamenii care traiesc in ferma sau in vecinatatea aces-
tora, precum si transmiterea la consumatorii produselor de origine animala, este dovedita
stiintific prin identificarea genelor de rezistenta la tulpini izolate atat de la oameni cét si la
animale.

Printre procesele de adaptare continua a bacteriilor se numara si cresterea rezis-
tentei la antimicrobiene, ca urmare a administrarii, in unele cazuri excesiv, a acestor medi-
camente. Aparitia Enterobacteriaceaelor producatoare de ESBL in microflora fecald a
animalelor de ferma reprezinta un risc evident de contaminare a produselor alimentare, ce
pot fi vectori majori pentru transportul ESBL in populatia umana.

Depistarea si caracterizarea continud a tulpinilor de E. coli producatoare de ESBL
este necesard, sub aspectul impactului porcinelor sanatoase, ca posibil rezervor de Entero-
bacteriaceae, asupra lantului alimentar. In prezent, la Enterobacteriaceae, unul dintre cele
mai importante mecanisme de rezistenta, care reduce chiar si eficacitatea cefalosporinelor
moderne cu spectru extins, se bazeaza pe producerea de enzime, mediata de plasmide, care
inactiveaza acesti compusi prin hidrolizarea inelului lor beta-lactamic.

Prezentul studiu demonstreaza o frecventd crescutd a tulpinilor de E. coli sinteti-
zatoare ESBL in fermele de porcine cu consum ridicat de cefalosporine din a treia sau a
patra generatie si indica transferul mediat plasmidic, intre porci si fermieri.

Confirmarea transferului interspecific se poate face pe baza identificarii genei
CTX-M-1 la izolatele de la animale si om.

Teza de doctorat cu titlul ,,Investigatii privind rezistenta la antibiotice si riscul
zoonotic asociat tulpinilor de Escherichia coli izolate de la porc” este structuratd, con-
form uzantelor, in doua parti si cuprinde un numar de 142 pagini.

Prima parte, care contine ,, Stadiul actual al cunoasterii”, cuprinde 22 de pa-
gini, fiind structurata 1n trei capitole. Pe parcursul acestei parti sunt prezentate sintetic date
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bibliografice necesare intelegerii temei propuse. Sunt descrise date privind: epidemiologia
si caracteristicile speciei E. coli, fenomenul de antibiorezistenta prin mecanismul enzime-
lor beta-lactamaze cu spectru extins (ESBL) la E. coli si identificarea fenotipica si caracte-
rizarea moleculara a tulpinilor de E. coli producatoare de ESBL.

Partea a doua a tezei se intinde pe 92 de pagini, ce cuprind 42 imagini/ 21 tabele,
249 de titluri bibliografice si este structurata in cinci capitole.

Capitolul 4, descrie in mod succint cadrul organizatoric si institutional in care s-
au desfasurat cercetarile.

Capitolul 5, cuprinde ,,Scopul si obiectivele tezei”, care si-a propus de a investiga
si caracteriza tulpinile de E. coli sintetizatoare de beta-lactamaze cu spectru extins (ESBL)
izolate de la porci si ingrijitorii din ferme, ce au utilizat sau nu anterior cefalosporine.

Prezentul studiu evalueaza situatia actuala privind portajul si potentialul zoonotic
al tulpinilor de E. coli sintetizatoare de ESBL, analiza modelului de rezistenta la antibioti-
ce non-beta-lactamice pentru unele tulpini de E. coli sintetizatoare ESBL pozitive izolate
si stabilirea gradului de inrudire genetica a tulpinilor de enterobacterii ESBL izolate de la
porcii abatorizati cu cele izolate de la personalul care lucreaza in fermele de unde au pro-
venit suinele sacrificate.

Obiectivele propuse pentru atingerea scopului au fost:

- recoltarea probelor de continut cecal de la porcii abatorizati si de la personalul din
ferme;

- prelucrarea microbiologica a probelor prin: preimbogatirea neselectiva, izolarea se-
lectiva a tulpinilor de E. coli prezumtiv ESBL/AmpC (screening-ul ESBL/AmpC), inca-
drarea taxonomica a tulpinilor izolate In urma screening-ului ESBL si confirmarea fenoti-
picé ca fiind producatoare de ESBL/AmpC a tulpinilor de E. coli identificate;

- caracterizarea rezistentei la antibioticele non-betalactamice pentru izolatele de F.
coli prezumtiv producatoare ESBL/AmpC;

- caracterizarea moleculard a tulpinilor de E. coli izolate in urma detectiei ESBL, in
vederea identificarii principalelor gene ce codificd enzimele beta-lacatamaza cu spectru
extins;

- incadrarea tulpinilor de E. coli in grupurile filogenetice;

- amplificarea si secventierea genelor implicate 1n sinteza acestor enzime;

- detectia tipurilor de plasmide pe care se gisesc genele responsabile de codificarea
enzimelor ESBL.

Capitolul 6, intitulat ,,Detectia tulpinilor de E. coli producatoare de ESBL izolate
de la porcine si om”, descrie etapa de izolare si identificare a tulpinilor producatoare de
ESBL/AmpC si confirmarea fenotipica a acestora.

Pe durata a trei ani consecutivi: 2016, 2017 si 2018, au fost examinate 200 de
probe de continut cecal recoltat de la suinele abatorizate si 32 probe coprologice recoltate
de la personal medical si ingrijitori de suine. In urma detectiei ESBL, din totalul de 232 de
probe au fost izolate 123 (53.02%) de tulpini de E. coli prezumtiv ESBL, dintre care
118/200 de origine animala si 5/32 de origine umana.
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Toate izolatele bacteriene (de origine umana gi animald) dezvoltate pe mediul

specific agar MacConkey suplimentat cu cefotaxim (MC+CTX), au fost confirmate feno-
tipic ca fiind ESBL/AmpC.
Dupa analiza rezultatelor obtinute pe probele de origine animala, in functie de jude-

tul de origine al probelor, procentul de tulpini E. coli prezumtiv producatoare de ESBL
este cuprins in intervalul 51-70, dupa cum urmeaza: pentru Botosani, 51.72% (45/87),
pentru Suceava, 55.56% (25/45 ) iar pentru lasi - 70.59% (48/68). Pentru probele de origi-
ne umand, 2 izolate de E. coli sintetizatoare ESBL/AmpC au fost din judetul lasi si 3 din
Botosani.

Pentru confirmarea fenotipica a tulpinilor de E. coli sintetizatoare de beta-lactamaze
cu spectru extins s-a folosit metoda microdilutiei in bulion. In urma realizarii testelor de
sinergie, dintre acid clavulanic si ceftazidim si/sau a acidului clavulanic si cefotaxim s-au
obtinut urmatoarele fenotipuri: ESBL 77/118 (65.25%), ESBL+AmpC 5/118 (4.23%) si
AmpC 36/118 (30.50%). Pentru cele 5 izolate de origine umana obtinute, fenotipul majo-
ritar identificat a fost ESBL 3/5 (60%), urmat de fenotipul ESBL+AmpC 1/5 (20%) si
AmpC 1/5 (20%).

In urma testarii prin metoda microdilutiei in bulion, pentru tulpinile confirmate fe-
notipic ca producatoare de ESBL/AmpC, s-a stabilit si gradul de rezistenta/sensibilitate la
alte clase de antibiotice, dupa cum urmeaza: beta-lactamine (100% rezistentd la ampicili-
nd), sulfonamide (rezistentd la sulfamethoxazol 96/118 (81.36%) si 76/118 (64.41%) la
trimethoprim. Cele 5 tulpini de origine umand au prezentat rezistentd la sulfamethoxazole
-3/5 (60%) si la trimethoprim -2/5 (40%).

In ce priveste categoria fluoroquinolonelor, raportarea arati ci nivelul de rezisten-
td la ciprofloxacin si acid nalidixic a fost peste 50%, astfel ca din numarul total de tulpini
de origine animala testate, 66/118 (55.93%) au fost rezistente la ciprofloxacin, iar 74/118
(62.71%) la acidul nalidixic (NAL). Dintre izolatele de origine umana, atat pentru cipro-
floxacin cat si pentru acidul nalidixic, s-au inregistrat 3/5 (60%) tulpini rezistente.

Capitolul 7, denumit ,,Caracterizarea substratului molecular al tulpinilor de E.
coli ESBL pozitive izolate de la porci abatorizati si de la personal din ferme”, cuprinde
analiza moleculard efectuatd urmarind principalele gene ce codificd enzimele
ESBL/AmpC.

In acest capitol au fost caracterizate molecular tulpinile de E. coli ESBL/AmpC
prin identificarea principalelor gene ce codifica enzimele ESBL/AmpC, s-a realizat identi-
ficarea unor markeri genetici asociati cu rezistenta mediatd plasmidic la fluroquinolone
sau colistin si Incadrarea izolatelor de E. coli in principalele grupuri filogenetice.

Dintre cele 5 grupuri principale de enzime ESBL de tipul CTX-M-U, s-a urmarit
identificarea celor mai frecvente: CTX-M-1, TX-M-9, TEM, SHV, OXA. Din cele 118
tulpini testate molecular, la 72/118 (61 %) s-a identificat prezenta genei blacrx.y.u. Dintre
acestea, 44/72 (61.11%) au apartinut grupului CTX-M-1, 18/72 (25 %) grupului CTX-M-
9, iar 10/72 (13.89%) tulpini de origine animala, cu semnal pozitiv pentru gena blacrx-m-u,
nu au apartinut niciunuia dintre cele doud grupuri mentionate anterior.
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Prezenta genelor blasuv a fost identificata la 44/118 (37.28%) tulpini de origine
animald, in timp ce blatem doar la 2/118 tulpini (1.69%) dintre izolate, iar blaoxa la o sin-
gura tulpind de origine animald 1/118 (1,40%).

Prevalenta genelor blacrx-m pentru izolatele umane este de 80% (4/5). Pentru
grupul de enzime CTX-M-1, 3/4 (75%) tulpini au fost pozitive, iar pentru grupul CTX-M-
9 nu au fost identificate gene. De asemenea, ca si in cazul izolatelor de origine animala, o
tulpind (25%) nu a apartinut niciunuia din cele 2 grupuri de enzime analizate.

Identificarea genelor blatem, blasuv si blaoxa pentru tulpinile de origine umand au
condus la identificarea genei blasuv, in proportie de 20% (1/5), iar genele blartem i blaoxa
nu au fost identificate la nicio tulpina analizata.

Datoritd faptului ca prezenta fenotipului AmpC mascheaza de cele mai multe ori
fenotipul ESBL, prevalenta tulpinilor AmpC pozitive a fost calculatd consecutiv testarii
moleculare. In urma investigatiilor efectuate la nivel molecular, avand ca tinta gena blacrr-
M, pentru 35/118 (29.66 %) izolate de origine animala si 1/5 (20%) de origine umana au
fost obtinute rezultate pozitive.

Toate tulpinile au fost testate molecular pentru genele blaguea, blagns $1 blagus, ce
codifica rezistenta la fluoroquinolone si mcr-1 si mcr-2, care codifica rezistenta mediata
plasmidic la colistin.

Numarul total de tulpini de origine animala rezistente la fluorochinolone a fost de
22/118, dintre care 1/118 (0.85 %) pozitivad pentru gena blagna, 3/118 (2,54 %) pozitive
pentru gena blagus si 18/118 (15.25 %) pozitive pentru gena blagns.

Spre deosebire de tulpinile de origine animald analizate, in cazul izolatelor umane nu a
fost pusa in evidenta nicio tulpind pozitiva pentru genele blaguea, blagns, blagus.

In ceea ce priveste rezistenta la colistin, s-a observat ca 3/118 (2.54%) tulpini de
E. coli de origine animala sunt rezistente la colistin, pe baza identificarii genei mcr-1. La
nici o tulpind nu a fost semnalatd prezenta genei mcr-2, iar pentru izolatele de origine
umana nu a fost identificata niciuna din cele doua gene.

Mai mult, tulpinile pozitive pentru gena mcr-1 au fost analizate din punct de vede-
re molecular si pentru prezenta genelor ce codificd grupul CTX-M-1, gene SHV si qnrS,
ceea ce Inseamna cd aceste izolate sunt rezistente nu doar la colistin ci si la antibiotice
beta-lactamine, inclusiv la cefalosporine de generatia a treia si fluoroquinolone.

Lotul nostru de tulpini de E. coli ESBL (118 de la suine si 5 de la personalul din
ferma) au fost analizate filogenetic. Analiza filogenica a ardtat ca toate tulpinile de E. coli
se incadreazd in cele 4 grupuri principale: A, B1, B2 si D, conform combinatiei a trei
markeri genetici.

Tulpinile de E. coli sintetizatoare ESBL de provenientd animala au fost atribuite
in principal grupului filogenetic A, 37/118 (31.24%), filogrupului B1, 25/118 (21.18
%), urmate de 23/118 (19.49%) filogrup D si 20/118 (16.94%) filogrup B2. Alte 13/118
(11.15%) nu au putut fi incadrate.

Analizand izolatele de la suine, proportia de 52,42% a tulpinilor comensale (A,
B1) este mai mare decat proportia tulpinilor extraintestinale, 36.43% (B2, D). In conclu-
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zie, cele doua tipuri de tulpini evolueaza concomitent in cadrul fermelor de unde au fost

abatorizate suinele luate 1n acest studiu.

Din cele 5 tulpini de origine umand analizate, filogrupurile detectate au fost A si
B2, in procente egale de 40%, filogrupurile B1 si D nu au fost identificate iar una (20%)
nu a apartinut niciunui filogrup.

Capitolul 8 detaliaza ,,Analiza filogenetica a genelor ce codifica enzimele ESBL
identificate la tulpinile de E. coli”. Pentru realizarea acestui obiectiv, am selectat 21 de
tulpini de E. coli caracterizate molecular din perspectiva genelor ce codificd enzimele
CTX-M, 17 de origine animala si 4 de origine umana. Secventierea s-a realizat prin tehni-
ca Sanger, externalizata catre laboratorul Macrogen Europa.

In urma analize secventelor obtinute, s-a observat ca 11/17 (64.7%) din tulpini
sunt purtatoare ale genei blactx-m-1, restul tulpinilor prezentand genele blacrx-m-15 (1/17),
blaCTx.M_3(1/17), blactx-m-s (1/17) §i blactx-m-o (1/17)_ Pentru 2 tulpini nu am ob‘ginut rezul-
tate in urma secventierii. Pentru izolatele de origine umana, la toate cele 4 tulpini secven-
tiate s-a identificat gena blacrx-m-1.

Gena blactx-m-1 a fost cea mai predominantd in determinarea rezistentei mediata
plasmidic la cefalosporine de generatia a 3-a la izolatele de E. coli de la porcii abatorizati
si 1n izolatele de E. coli de origine umana.

Gena blactx-m-s, care este in general raportata rar, a fost identificata in lotul nostru
de tulpini de la porcii abatorizati, aceasta fiind prima raportare in regiunea de Nord-Est a
Romaniei.

In capitolul 9, sunt redate un numar de 18 concluzii finale.
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SUMMARY

The use of medicinal substances, for prophylactic and curative purposes, but also
to increase the productivity yield, leads to improved animal health, reduced values of im-
pact indicators associated with bacterial infectious diseases, but promotes the development
and spread of antibiotic resistance.

One of the consequences of the uncontrolled administration of antibiotics is the
modification of the bacterial population, through the continuous selection of resistant bac-
terial clones, regardless of whether they are pathogenic or commensal.

Increased resistance of zoonotic bacteria to antibiotics has become a global, major
public health issue. The risk of ineffective treatment drives the subject of antimicrobial
resistant zoonotic bacteria to be a topic of real interest, in both human and veterinary me-
dicine. The holistic approach of the "One Health" concept includes the evaluation of the
possible links between animals, humans and the environment. The transmission of resis-
tant bacteria to people living on or near farms, as well as to consumers of products of ani-
mal origin, is scientifically proved by identification of resistance genes in strains isolated
from both humans and animals.

Among the bacterial processes of continuous adaptation is the increasing resistan-
ce to antimicrobials, due to the administration, in some cases excessively, of these drugs.
The appearance of ESBL-producing Enterobacteriaceae in the faecal microflora of farm
animals represents an obvious risk of food contamination, which can become major vec-
tors for the transport of ESBL in the human population.

The continuous detection and characterization of ESBL-producing E. coli strains
is necessary in terms of the impact on the food chain of healthy pigs, as a possible reservo-
ir of Enterobacteriaceae. Currently, in Enterobacteriaceae, one of the most important re-
sistance mechanisms, reducing even the efficacy of modern broad-spectrum cephalos-
porins, is based on the production of enzymes, mediated by plasmids, which inactivate
these compounds by hydrolyzing their beta-lactam ring.

The present study demonstrates an increased frequency of ESBL synthesizing E.
coli strains in pig farms with high consumption of third or fourth generation cephalos-
porins and indicates plasmid-mediated transfer between pigs and farmers.

Confirmation of interspecific transfer can be made based on the identification of
the CTX-M-1 gene in animal and human isolates.

The doctoral thesis entitled "Investigations on antibiotic resistance and zoonotic
risk associated with Escherichia coli strains isolated from pigs" is structured, according to
the standards, in two parts and includes a number of 142 pages.

The first part, which contains the "Current State of Knowledge", comprises 22
pages, being structured in three chapters. It comprises a synthesis of bibliographic data,
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necessary to understand the proposed topic. Relevant information on the epidemiology

and characteristics of E. coli species, the phenomenon of antibiotic resistance through the
mechanism of extended-spectrum beta-lactamases (ESBL) enzymes in E. coli and the
phenotypic identification and molecular characterization of ESBL synthesizing E. coli
strains are described.

The second part of the thesis covers 92 pages, including 42 images / 21 tables,
249 bibliographic titles and is structured in five chapters.

Chapter 4 briefly describes the organizational and institutional framework in
which the research was conducted.

Chapter 5 contains “The purpose and objectives of the thesis”, which aims to in-
vestigate and characterize ESBL synthesizing E. coli strains isolated from pigs and farm
caretakers, with or without a previous recorded usege of cephalosporins.

The present study assesses the carriage, transmission and zoonotic potential of
ESBL-synthesizing E. coli strains, analyzes the model of non-beta-lactam antibiotic resis-
tance for some ESBL-synthesizing E. coli strains isolates, and establishes the genetic rela-
tedness of the ESBL-producing enterobacteria strains isolated from slaughtered pigs with
those isolated from staff working on farms where the slaughtered pigs came from.

The proposed objectives in order to achieve the overall goal were:

- collecting caecal content samples from slaughtered pigs and farm staff;

- microbiological processing of samples by: non-selective preenrichment, selecti-
ve isolation of presumptive ESBL / AmpC (ESBL / AmpC screening) E. coli strains, ta-
xonomic classification of strains isolated from ESBL screening and phenotypic confirma-
tion as producing ESBL / AmpC of identified E. coli strains;

- characterization of the resistance to non-beta-lactam antibiotics for presumptive
E. coli isolates producing ESBL / AmpC;

- molecular characterization of E. coli strains, isolated following ESBL detection, in order
to identify the main genes encoding extended-spectrum beta-lacatamase enzymes;

- classification in phylogenetic groups of the E. coli strains;

- amplification and sequencing of genes involved in the synthesis of these enzy-
mes;

- detection of the types of plasmids on which the genes responsible for the coding
of ESBL enzymes are found.

Chapter 6, entitled “Detection of ESBL producing E. coli strains isolated from
pigs and humans”, describes the isolation and identification steps of ESBL / AmpC pro-
ducing strains and their phenotypic confirmation.

During three consecutive years: 2016, 2017 and 2018, 200 samples of caecal con-
tent collected from slaughtered pigs and 32 coprological samples collected from medical
staff and pig caregivers were examined.

Following ESBL detection, 123 (53.02%) of presumptive ESBL producing E. coli
strains were isolated from a total of 232 samples, of which 118/200 were of animal origin
and 5/32 of human origin. All bacterial isolates (of human and animal origin) developed
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on specific cepotaxime-supplemented MacConkey agar medium (MC + CTX) were phe-
notypically confirmed as ESBL / AmpC.

After analysing the results obtained on samples of animal origin, depending on the
county of origin of the samples, the percentage of E. coli strains presumably producing
ESBL is in the range 51-70, as follows: for Botosani - 51.72% (45 / 87), for Suceava -
55.56% (25/45) and for Iasi - 70.59% (48/68). For the samples of human origin, 2 isolates
of ESBL / AmpC producing E. coli originated from lasi County and 3 from Botosani.

The broth microdilution method was used for phenotypic confirmation of ESBL
synthesizing E. coli strains. Following the synergy testing, the following phenotypes were
obtained between clavulanic acid and ceftazidime and / or clavulanic acid and cefotaxime:
ESBL 77/118 (65.25%), ESBL + AmpC 5/118 (4.23%) and AmpC 36/ 118 (30.50%). For
the 5 isolates of human origin obtained, the major identified phenotype was ESBL 3/5
(60%), followed by the ESBL + AmpC phenotype 1/5 (20%) and AmpC 1/5 (20%).

Following broth microdilution testing, for the ESBL / AmpC producing strains,
phenotypically confirmed, the degree of resistance / sensitivity to other classes of antibio-
tics was also established, as follows: beta-lactams (100% ampicillin resistance), sulfo-
namides resistance to sulfamethoxazole 96/118 (81.36%) and 76/118 (64.41%) to tri-
methoprim. The 5 strains of human origin were resistant to sulfamethoxazole - 3/5 (60%)
and trimethoprim - 2/5 (40 %).

Regarding the category of fluoroquinolones, the report shows that the level of re-
sistance to ciprofloxacin and nalidixic acid was over 50%, thus, of the total number of
strains of animal origin tested, 66/118 (55.93%) were resistant to ciprofloxacin and 74/118
(62.71%) to nalidixic acid (NAL). Of the isolates of human origin, both for ciprofloxacin
and for nalidixic acid, 3/5 (60%) resistant strains were recorded.

Chapter 7, entitled “Characterization of the molecular substrate of the positive
ESBL-producing E. coli strains isolated from slaughtered pigs and farm staff’, includes
the molecular analysis performed regarding the main genes encoding the ESBL / AmpC
enzymes.

In this chapter, ESBL / AmpC -synthesizing E. coli strains were molecularly cha-
racterized by identifying the main genes encoding ESBL / AmpC enzymes, identifying
genetic markers associated with plasmid-mediated resistance to fluroquinolones or colistin
and classifying E. coli isolates in the main phylogenetic groups.

Of the 5 main groups of ESBL enzymes of the CTX-M-U type, it was aimed at
identifying the most common: CTX-M-1, TX-M-9, TEM, SHV, OXA. Of the 118 strains
molecularly tested, in 72/118 (61%) was identified the presence of the blacrx.m.v gene. Of
these, 44/72 (61.11%) belonged to the CTX-M-1 group, 18/72 (25%) to the CTX-M-9
group, and 10/72 (13.89%) strains of animal origin, with a positive signal for the gene
blactx-mu, did not belong to either of the two groups mentioned above.

The presence of blasuv genes was identified in 44/118 (37.28%) strains of animal
origin, while blatem genes only in 2/118 strains (1.69%) of the isolates and blaoxa in a
single strain of animal origin 1/118 (1.40%).
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The prevalence of blactx-m genes for human isolates is 80% (4/5). For the CTX-

M-1 enzyme group, 3/4 (75%) strains were positive, and for the CTX-M-9 group no genes
were identified. Also, as in the case of animal isolates, one strain (25%) did not belong to
any of the 2 groups of enzymes analysed.

Identification of blarem, blasuv and blaoxa genes in the analysis of the strains of
human origin led to the identification of the blasuv gene, in proportion of 20% (1/5), and
the blatem and blaoxa genes were not identified in any of the analysed strain.

Due to the fact that the presence of the AmpC phenotype most often masks the
ESBL phenotype, the prevalence of positive AmpC strains was calculated following mo-
lecular testing. Following molecular investigations targeting the blacirm gene, positive
results were obtained for 35/118 (29.66%) strains of animal origin and 1/5 (20%) of hu-
man origin.

All strains were tested for the blagnea, blagns and blagns genes, which encode fluo-
roquinolone resistance and mcr-1 and mcr-2, which encode plasmid-mediated resistance
to colistin.

The total number of fluoroquinolone-resistant strains, of animal origin, was
22/118, of which 1/118 (0.85%) positive for the blaga gene, 3/118 (2.54%) positive for
the blagns gene and 18/118 (15.25 %) positive for the blagns gene. Dissimilarly to the
strains of animal origin analysed, no positive strain was detected for the blagnra, blagns,
blagms genes in the human isolates.

With reference to colistin resistance, it was observed that 3/118 (2.54%) E. coli
strains of animal origin are resistant to colistin, based on the identification of the mcr-1
gene. No mcr-2 gene was reported in any strain. Furthermore, in the case of human isola-
tes, neither gene was identified.

Moreover, the mcr-1 gene positive strains were also molecularly analyzed for the
presence of genes encoding the CTX-M-1 group, SHV and qnrS genes, which means that
these isolates are resistant not only to colistin but also to beta- lactamines, including third-
generation cephalosporins and fluoroquinolones.

Our batch of E. coli ESBL strains (118 from pigs and 5 from farm staff) were
phylogenetically analysed. Phylogenetic analysis showed that all E. coli strains fall into
the 4 main groups: A, B1, B2 and D, according to the combination of three genetic mar-
kers.

The ESBL-synthesizing E. coli strains of animal origin were mainly attributed to
phylogenetic group A, 37/118 (31.24%), phylogroup B1, 25/118 (21.18%), followed by
phylogroup D - 23/118 (19.49%) and phylogroup B2 -20/118 (16.94%). Some strains,
13/118 (11.15%), could not be assigned to any of the previously mentioned groups.

Analyzing the pigs isolates, the proportion of 52.42% of commensal strains (A,
B1) is higher than the proportion of extraintestinal strains, 36.43% (B2, D).

In conclusion, the two types of strains evolve simultaneously in the farms from
where the slaughtered pigs included in this study originated.
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Of the 5 strains of human origin analysed, the detected phylogroups were A and
B2, in equal percentages of 40%, phylogroups Bl and D were not identified and one
(20%) did not belong to any phylogroup.

Chapter 8 details “Phylogenetic analysis of ESBL - encoding genes identified in
E. coli strains”. To achieve this goal, we selected 21 strains of E. coli molecularly charac-
terized for the presence of genes encoding CTX-M enzymes, 17 of animal origin and 4 of
human origin. The sequencing was performed using the Sanger technique, outsourced to
Macrogen Europe.

Following the analysis of the obtained sequences, it was observed that 11/17
(64.7%) of the strains are carriers of the blactx-m-1 gene, and the rest of the strains presen-
ted blactx-m-15 (1/17), blaCTx.M_3(1/17), blactx-ms (1/17) and blactx-m-9 (1/17). For 2 strains
we did not obtain results after sequencing. The blacrx-m-1 gene was identified in all 4 se-
quenced strains of human origin.

Moreover, the blacrx-m-1 gene was the most predominant in determining the plas-
mid-mediated resistance to 3™ generation cephalosporins in E. coli isolates from slaughte-
red pigs and in E. coli isolates of human origin.

The blactx-m-s gene, which generally is rarely reported, was identified in our batch
of strains from slaughtered pigs, this being the first report in the North-East region of Ro-
mania.

Chapter 9 comprises the final 18 conclusions.
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PARTEA I- STADIUL ACTUAL AL CUNOASTERII
PART I - THE CURRENT STATE OF KNOWLEDGE
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CAPITOLUL I. EPIDEMIOLOGIA SI CARACTERISTICILE SPE-
CIEI E. COLI

CHAPTER 1. EPIDEMIOLOGY AND CHARACTERISTICS OF THE
E. COLI SPECIES

Bacteriile din genul Escherichia, alaturi de cele incadrate in alte 50 de genuri, au
apartenenta la familia: Enterobacteriaceae, Ordinul: Enterobacteriales, Clasa: Gama Pro-
teobacteria, Phylum: Proteobacteria (Rapuntean S. s.a., 2017). Nisa ecologica a acestor
microorganisme este tubul digestiv (Euzeby, 2004), de unde se raspandesc in mediul exte-
rior (Everest, 2007).

Familia Enterobactericeae este deosebita, intrucat include cea mai larga paleta de
microorganisme de interes medical, avind implicatii deosebite in patologia intestinala si
extraintestinald la om si animale (Rapuntean s.a.., 2005, Rapuntean, s.a., 2017). Speciile
bacteriene incadrate in aceasta familie au aceleasi caractere generale reprezentate de nisa
ecologica, morfologie asemanatoare, predomindnd formele cocobacilare sau bacilare. Sunt
germeni Gram negativi, cilia{i sau neciliati, nesporulati, facultativ anaerobi, cu spectru
fermentativ larg fatd de glucoza, glucide si polialcooli, oxidadaza-negativi, catalaza pozi-
tivi i reduc nitratii 1n nitriti (Scheutz, 2005). Poseda atribute de patogenitate comune, de-
terminate de un set de factori reprezentati de toxine citolitice, endotoxine, enterotoxine,
structuri care favorizeaza aderenta si invazivitatea precum si multiplicarea intracelulara
(Ludwing, 1996).

1.1. Incadrare taxonomica si caractere generale

Escherichia coli (E. coli) reprezintd specia tip a genului Escherichia, denumire
provenitd de la Theodor Escherich, cel care a izolat pentru prima datd aceasta bacterie,
cunoscutd anterior sub denumirea de ,,Bacterium coli commune” (Trif, 1996; Rapuntean
s.a., 2017).

Morfologic, bacteriile apartinand speciei E. coli se prezintd sub forma cocobacila-
ra sau bacilard, cu dimensiuni variabile de 2-6/1-1,5 pm, dispuse izolat sau in perechi,
nesporulate, ciliate (cili dispusi peritrich) si flagelate, aerobe sau facultativ anaerobe, lac-
tozo-pozitive (Scheutz, 2005). Unele tulpini sunt capsulate sau prezinta structuri similare
(microcapsule) (Bayer s.a., 1985). Diversitatea antigenica a tulpinilor de E. coli este carac-
teristica suselor incadrate in tipul 2 (manoza-rezistente), tulpinile incadrate in tipul 1 fiind
omogene din punct de vedere antigenic (manoza-sensibile).

Manoza are proprietatea de a inhiba specific aderenta speciei E. coli la celulele
epiteliale (Rugieri s.a., 1985).
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Colibacilii se dezvolta usor pe o gama larga de medii de cultura, in limite largi de
temperatura (10-43°C) si pH (7,2-7,8) (Buiuc s.a., 2009).

Sunt bacterii la care apar diverse fenotipuri de patogenitate dar sunt conditionat
patogene. Prezenta genelor cromozomiale si mai ales variatiile factorilor de patogenitate
ca urmare a transferului plasmidic si a conversiei lizogenice, determina la aceste entero-
bacterii constituirea a numeroase patotipuri (Buiuc, s.a. 2009):

- E. coli enteropatogene (EPEC) - au capacitate ridicatd de aderenta la enteroci-

te, fiind responsabile de aparitia enteritelor la om, porc si iepure (Milon, s.a.
1999; Ochoa s.a., 2011; Luppi, 2017);

- E. coli enterotoxigene (ETEC) - produc enterotoxine si prezintd adezine cu
ajutorul cirora colonizeaza intestinul si au drept consecinta aparitia enteritei
la om, miel, vitel, iepure si carnivore (Qadri, s.a., 2005);

- E. coli enteroinvazive (EIEC) - au capacitate ridicata de a invada si distruge
mucoasa colonului la om si maimuta, producand dizenterie (Pasqua, 2017);

- E. coli enterohemoragice sau necrotoxigene (EHEC/NTEC) - detin hemolizi-
ne, citotoxine si produc aerobactind, fiind implicate in infectii enterice si ex-
traenterale la bovine, porcine, cdini si om (Blanco, s.a., 1998, Rapuntean, s.a.
2017);

- E. coli verotoxigene (VTEC/STEC) - produc verotoxine si detin adezine cu
care se atageaza pe microvilozitatile enterocitelor pe care le distrug si sunt
responsabile de sindromul uremic si enterita hemoragica la om, dizenteria bo-
vinelor, boala edemelor la porc (Woodward s.a., 2002);

- E. coli enteroagregative (EAggEC) - au capacitate de aderentd agregativa la
celulele specializate HEp-2, avand capacitatea de a produce simptome enteri-
ce, gastroenteritd si crampe la om (Smith s.a., 1997; Nataro s.a., 1987; Wanke
s.a. 1998);

- E. coli difuz aderente (DAEC) - se caracterizeaza prin prezenta aderentei di-
fuze la celulele HEp-2, dar rolul sdu patogenetic nu este cunoscut pe deplin
(Mansan-Almeida, s.a., 2013).

Colibacilii sunt sensibili la o gama largd de antibiotice, cele mai eficiente sub-
stante antimicrobiene fiind streptomicinele, polimixinele, sulfamidele, chimioterapicele,
etc. (Rapuntean s.a., 1998). Studii de actualitate au aratat ca la majoritatea tulpinilor de E.
coli izolate de la om si animale s-a instalat fenomenul de antibiorezistenta fatd de macroli-
de, aminoglicozide, beta-lactamice, sulfonamide, etc. (Maciuca, 2014; Cozma, 2017).

1.2. Ecologia si epidemiologia speciei E. coli

E. coli, ca si celelalte enterobacterii, sunt omniprezente in microbiota intestinala a
animalelor si omului, fiind larg raspandite si in mediul Inconjurator si participand la eco-
sisteme de reciclare biologica (Buiuc s.a., 2009).

Aceste microorganisme se gasesc in special in tubul digestiv al animalelor si oa-

menilor, predomindnd in colon, de unde sunt eliminate prin materiile fecale si raspandite
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in diverse medii naturale. Rezistenta acestora in mediu variaza, de la saptamani la luni de
zile, dar manifesta sensibilitate la antisepticele uzuale (Carp-Carare s.a., 2015).

Cu putine exceptii (E. hermanii, E. fergusonii, E. vulneris), E. coli este considera-
ta un patogen intestinal, fiind una din cele mai implicate specii in sindroamele digestive si
uremice. Factori genetici bine cunoscuti determind diferite comportamente de patogenita-
te, astfel incat FE. coli poate trece de la statutul de saprofit comensal la cel de patogen
(Buiuc s.a., 2009, Denamur s.a., 2010). In ecologia speciei E. coli, un rol important in de-
clansarea procesului infectios 1l are interactiunea colibacililor cu celulele sistemului gazda
care sunt capabile sa fagociteze (Miskinyte s.a., 2013).

Ubicvitatea acestor specii a dus la aparitia infectiilor nosocomiale, care ocupa o
incidentd apropiata de cea a stafilococilor, piobacililor si enterococilor (Hidron s.a., 2008).
Pe langa capacitatea patogena a acestor microorganisme, un alt factor de risc il reprezinta
rezistenta la grupe extinse de antibiotice, responsabile de esecul terapeutic.

Studiile de specialitate, arata ca 41,9%, dintre tulpinile de E. coli implicate in in-
fectiile nosocomiale urinare, au manifestat rezistenta fatd de quinolone, iar 33,3% dintre
acestea, fiind producatoare de enzime beta-lactamaze (ESBL), avand astfel o rezistenta
crescutd fatd de o varietate de antibiotice beta-lactamice, peniciline, cefalosporine si mo-
nobactame (Jimenez-Alcaide s.a., 2015). Tot mai des sunt raportate focare nosocomiale in
unitdtile de terapie intensiva neonatald, produse de tulpini £. coli RMA (rezistentd multi-
pla la antibiotice) (Giuffre s.a., 2016).

De asemenea, colibacilii sunt printre cei mai importanti patogeni nosocomiali im-

plicati in meningite la om (Morris s.a., 1999, Elliott s.a., 2018).
E. coli reprezinta cel mai bun indicator al contaminarii fecaloide (Gradinaru s.a., 2016).
Prin raspandirea fecalelor in mediu, animalele, ca si omul, pot fi rezervoare de contami-
nare a apei, a subproduselor agroalimentare si furajelor, fiind responsabile si de aparitia
toxiinfectiei alimentare. in ultimul deceniu, cel mai important focar de toxiinfectie alimen-
tara din Europa, produsa de o tulpina de E. coli producitoare de toxina Shiga (STEC), a
aparut in 2011, la un numar semnificativ de pacienti din Germania, ca urmare a consumu-
lui de legume proaspete. In aceeasi perioada, au fost semnalate cazuri similare in alte 12
tari (ECDC, 2012).

1.3. Caracterizarea fenomenului de antibiorezistenta la Enterobacteria-
ceae

Generic, antibioticele (gr. anti-impotriva; bios-viatd) sunt substante de origine
biologica, semisinteticd sau sintetica, cu efect distructiv (bactericid) sau inhibitor asupra
multiplicarii bacteriene (bacteriostatic), utilizate in terapia antiinfectioasa (Philip, 2012).

La scurt timp dupa descoperirea penicilinei de catre Alexander Fleming in 1928,
au existat preocupari cu privire la posibilitatea aparitiei antibiorezistentei (Sternbach s.a.,
1992). Descoperirea si comercializarea pe scard larga a substantelor antimicrobiene inca
din primele decenii ale secolului XX, au revolutionat medicina umana si veterinara, fiind
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posibila terapia antiinfectioasa fata de o gama larga de entitdti morbide care au evoluat de-

a lungul timpului.

Abuzul si autoadministrarea din medicina umana precum i utilizarea irationala in
terapia antiinfectioasd i ca promotor de crestere in zootehnie, au dus la aparitia acestui
fenomen ingrijorator, numit antibiorezistenta (Elliott s.a., 2018).

Microorganismele rezistente la antibiotice exercitd o presiune continud pe mana-
gementul asistentei medicale. Genele de rezistentd se raspandesc rapid intre populatiile
enterobacteriilor, diminuand optiunile terapeutice antiinfectioase.

Rezistenta la antibiotice este una dintre principalele probleme de sanatate publica
actuala si in urmatorul deceniu. In ultimii ani, bacteriile Gram-negative, in special bacteri-
ile din familia Enterobacteriaceae, au dobandit sau au selectat multe gene de rezistenta
(Carlet s.a., 2011; Bush s.a., 2011, Lowe s.a., 2012; Maciuca s.a., 2015; Maciuca s.a.,
2019). In general, la bacteriile Gram negative, pot si apari si in mod natural mecanismele
de rezistenta, cum ar fi beta-lactamazele mediate cromozomal (Iredell s.a., 2016).

Initial, aceste mecanisme de rezistentd au fost semnalate la Klebsiella pneumoniae, dar n
ultima perioada sunt intalnite tot mai frecvent la tulpinile de E. coli (Baquero, 2009, Ma-
ciucd s.a., 2019).

Incidenta tot mai ridicata a tulpinilor de enterobacteriacee rezistente la antibiotice,
si in mod special la carbapeneme, se datoreaza, de asemenea, turismului medical, tulpinile
bacteriene fiind “importate” din zone geografice precum India, Africa de Nord, Asia, etc.
(Gupta s.a., 2011).

Aparitia tulpinilor de E. coli si Klebsiella pneumoniae rezistente la carbapeneme a
dus la utilizarea unor antibiotice la care s-a renuntat initial datorita toxicitatii ridicate, pre-
cum colistina (Canton s.a., 2012; Miciuci s.a., 2019). In aceeasi perioad, au fost descrise
tulpini de Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter si Acinetobacter rezistente la ceftazi-
dime, carbapeneme si chinolone, tulpini cu genele SHV si CTX-M-15 implicate in focare
nosocomiale (Calbo s.a., 2011; European Centre for Disease Prevention and Control,
2018; Maciuca s.a., 2019).

Rezistenta antimicrobiand este un fenomen natural influentat de factori multipli.
Rezistenta la antibiotice poate fi transferata vertical de la o generatie bacteriana la alta, fie
prin transfer orizontal, Intre tulpini si specii bacteriene asemandtoare. Pe langa utilizarea
excesiva a antibioticelor, exista si o transmitere Incrucisata a tulpinilor rezistente in comu-
nitatile umane si animale, de la animale la oameni sau de la oameni la animale (Levy,
1982).

La nivel international, au fost realizate studii care au raportat izolarea de tulpini
ESBL de la pasari, animale de rentd, animale de companie si de la animalele salbatice. Un
astfel de studiu, efectuat in Olanda, a descris o contaminare cu Enterobacteriaceae produ-
catoare de ESBL la peste 80% din esantioanele recoltate de pe carcasele de pui destinate
consumului uman (Leverstein-van Hall, s.a., 2011). Tulpini similare au fost detectate la
testarea esantioanelor rectale prelevate de la oamenii care lucreaza in sectorul zootehnic
(Leverstein-van Hall, s.a., 2011, Maciuca, 2014), de la puii broiler (Maciuca, 2014) sau de
la proprietarii animalelor de companie (Cozma, 2017).
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In Romania, incidenta enterobacteriilor cu rezistentd multipld la antibiotice este in
topul valorilor prezentate in rapoartele anuale ale retelelor europene de supraveghere a
rezistentei antimicrobiene (EARS-NET, 2017). Sunt semnalate cresteri semnificative ale
rezistentei individuale sau combinate dintre cefalosporine de generatia a Ill-a i aminogli-
cozide sau/si fluorochinolone (EARS-NET, 2017).

La bacterii, rezistenta la antibiotice poate fi indusa prin diverse mecanisme de na-
turd endogend (mutatiile) sau de naturda exogena (recombinarile si transferul de plasmide)
(Guguianu, 2002). Prin urmare, principalele cdi de transfer de gene intre bacterii sunt:
plasmidele, integronii §i transpozonii.

Plasmidele sunt molecule de ADN extracromozomal dublu catenar si constituie
principalul mijloc de diseminare a genelor responsabile de aparitia rezistentei la diverse
antibiotice. Transportul mai multor gene de rezistentd pe aceeasi plasmida confera rezis-
tentd multipla, prin care o gena de rezistenta poate fi co-selectatd pentru utilizarea antibio-
ticelor, altele decét cele carora le confera rezistenta (Partridge, 2015).

Plasmidele pot avea una sau mai multe gene de rezistentd si prin urmare joaca un
rol important in difuzarea acestora. In timp ce anumite plasmide pot fi mobilizate de alte
elemente genetice mobile sau transferate de bacteriofagi (transductie), cele mai multe din-
tre ele sunt autotransferabile. in acest caz, functiile de transfer sunt codificate de gene
plasmidice si astfel plasmidele conjugative au cel putin o origine a replicarii si toate gene-
le necesare sintezei pilului sexual pentru transfer prin conjugare. Plasmidele pot fi, de
asemenea, Incorporate in cromozomi si pot contribui prin acesta la dinamica genelor pen-
tru rezistenta (Swartz, 2000).

La Enterobacteriaceae, transferul orizontal al plasmidelor cu gene de rezistenta la
antibiotice poate avea loc in nisa microbiotei intestinale, precum si in mediul ambiant
(apa, solul, deseurile de grajd) sau orice alt loc in care bacteria si antibioticul vin in con-
tact (Carlo, 2012; Bevan s.a., 2017).

Exista mai multe modalitati de transfer de plasmide intre comunitatile bacteriene:
conjugarea, transformarea si transductia (Thomas s.a., 2005, Bennett, 2008).

Transformarea corespunde unei achizitii de gene de catre bacterii care au capacita-
tea (bacteriile competente) de a capta ADN-ul gol si de a-l integra prin recombinare intre
regiunile omologe din genomul lor. Faptul ca acest fenomen poate apdrea numai intre bac-
teriile foarte apropiate filogenetic si faptul ca putine specii bacteriene nu sunt in mod natu-
ral competente, limiteaza influenta transformarii in termeni de difuzie a genelor de rezis-
tentd la anumite specii (Furushita, 2003).

Genele de rezistentd pot aparea la majoritatea bacteriilor dar selectia de rezistenta
apare cel mai adesea in microorganismele nepatogene, care alcatuiesc majoritatea lumii
microbiene. Bacteriile care fac parte din microbiota gasitd la oameni si animale, precum si
cele din mediul inconjurdtor, sunt prin urmare surse importante de rezistentd (Carlo,
2012). Rezistenta este raspunsul la presiunea selectiva exercitata de un antibiotic care tre-
buie sa aiba un contact prelungit cu populatia bacteriana si pentru aceasta este necesar ca
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substanta antimicrobiana sa se afle la o concentratie care sd permita supravetuirea bacteri-

ei (concentratia sub-inhibitoare sau sub-terapeuticd) (Nobrega, s.a., 2014).
Rezistenta datorata unei mutatii se dezvolta, de obicei, in cursul .perioadei de ad-

ministrare a substantei antimicrobiene, putind fi constatata usor si rapid in baza lipsei de
eficientd a tratamentului. Aceasta este consideratd una dintre cele mai grave amenintari la
adresa sanatatii umane, deoarece unii agenti patogeni devin rezistenti la mai multe clase
de antibiotice (rezistentd multipla la antibiotice = RMA) (Nobrega s.a., 2014).

Fenomenul de rezistentd al tulpinilor bacteriene sintetizatoare de beta-lactamaze
este asociat genetic si cu rezistenta la alte antibiotice non-betalactamice si, in consecinta,
tratamentul infectiilor provocate de aceste bacterii ESBL este limitat (Nobrega s.a.,2014).

Rezistenta bacteriand la antibiotice si potentialul ei zoonotic a atras o atentie con-
siderabila la nivel mondial (Allen s.a., 2010).

Asadar, rezistenta la antibiotice afecteazd nu numai sdnatatea publicd umana la
scara globala ci va afecta 1n cele din urma mai multe sectoare din comunitatile noastre si
nu 1n ultimul rand, productia de alimente (World Bank, 2017).

1.4. Mecanisme de antibiorezistenta identificate la E. coli

Mecanismele de rezistenta s-au dezvoltat ca rezultat al interactiunii dintre micro-
organisme si mediul lor. Rezistenta poate fi naturald sau dobandita, prin mutatii sau prin
intermediul unor gene de rezistentd. Ele se realizeaza prin mecanisme variate, precum:
pompe de eflux, modificari ale permeabilitatii peretilor bacterieni, inactivarea enzimatica
a antibioticelor, modificari ale tintei actiunii antibioticului (Mihaescu s.a., 2007; Nikaido
s.a., 2009; Blair s.a., 2015).

Pompele Efflux sunt localizate in membrana citoplasmatica si pot expulza din
celula bacteriana compusi toxici, inclusiv antibiotice. Acest mecanism de rezistenta afec-
teazd o gama larga de clase antimicrobiene, cu riscul dezvoltarii co-rezistentei.

Permisivitatea scazuta, in care multe antibiotice au tinte intracelulare, antibio-
ticul trebuie sd patrundd in membrana externa si/sau citoplasmica pentru a-si efectua efec-
tul antimicrobian. Mecanismele de rezistentd bacteriand care modificd permeabilitatea
sunt fie reglarea in jos a proteinelor de membrana, fie modificarea structurii proteinelor. In
ambele cazuri, antibioticul este impiedicat sa difuzeze in celula bacteriand. Productia de
enzime permite bacteriilor sa inactiveze antibioticul. Unele enzime, cum ar fi beta-
lactamazele, degradeaza antibioticele, in timp ce alte enzime, cum ar fi aminoglicozidele,
modifica antibioticele,.

Modificarea locului tinta al antibioticului este unul dintre cele mai frecvente
mecanisme de rezistentd a bacteriilor la antibiotice, ceea ce duce la legarea gresitd a mole-
culei antimicrobiene de tinta sa. Modificarile tinta pot consta fie in alterarea enzimatica a
site-ului tinta, fie in mutatii punctuale in genele care codifica situl tinta, ori in inlocui-
rea/ocolirea tintei initiale.

Aceste mecanisme de rezistenta ajuta bacteriile In competitia lor, pentru nise eco-

logice si prin urmare ele sunt elemente fundamentale ale vietii microbiene si reprezintd
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fenomene evolutive normale (Mihdescu s.a., 2007). Enterobacteriile folosesc mecanisme
diferite pentru a dezvolta rezistenta la beta-lactamine si pot produce tulburari de permeabi-
litate, prin modificarea porinelor si a sistemelor de eflux, care permit expulzarea antibioti-
celor la exterior sau prin modificarea tintei bacteriene, de exemplu site-uri de legare a pe-
nicilinei (PLP), care impiedica producerea peretelui bacteriilor (Bonnet, 2004).

Rezistenta naturala la E. coli, si in general la bacteriile Gram negative, este un
tip pasiv de rezistenta si se datoreaza capacitatii membranei externe de a rezista la penetra-
rea unor antibiotice sau poate fi un proces activ, atunci cand se activeaza pompele de eflux
si elimind medicamentul ca urmare a gradientului de concentratie (Mihaescu s.a., 2007;
Nikaido s.a. 2009, Blair s.a., 2015).

Rezistenta dobdndita este un proces etapizat §i constd in capacitatea acestor bac-
terii de a supravietui si de a se multiplica in prezenta anumitor antibiotice, pe care initial
le-a tolerat (Mihaescu s.a., 2007; Nikaido s.a. 2009; Blair s.a., 2015).

Rezistenta la antibiotice are intotdeauna si un suport genetic. Rezistenta poate fi
dobandita cromozomial si prin urmare este intotdeauna transmisibild vertical, de la o
generatie la alta. Se cunoaste faptul ca la nivelul fiecarei populatii bacteriene exista un
rezervor important de gene de rezistenta care probabil au evoluat in timp cu scopul de a se
apara fatd de bacteriocine (antibiotice produse de alte bacterii) (Davies, 2010; Levy,
2004). La nivelul secventelor nucleotidelor cromozomului bacterian apar mutatii, sponta-
ne sau induse de antibiotice, pentru fiecare tip de rezistenta (Hachler s.a., 1991). Aceste
mutatii sintetizeaza noi proteine care au capacitatea de a interfera cu activitatea antibioti-
celor agresoare (Marculescu, s.a., 2007). Aceste mutatii sunt definitive dar pot sa dispara
daca s-a Intrerupt expunerea la acel antibiotic (Swartz, 2000).

O altd origine a genelor de rezistentd este atribuitd mutatiilor apérute la genele
care au rol 1n biosinteza si care au evoluat ca urmare a modificarii substratului fatd de care
actiona inactivand astfel si antibioticele (Davies, 2010; Levy, 2004). in general, mutatiile
au o frecventd de aparitie redusa dar la bacterii, datoritd multiplicarii rapide, antibiorezis-
tenta se exprima mult mai rapid si se stabilizeaza la urmatoarele generatii, genele de rezis-
tenta fiind transferate vertical (Davies, 2010). Dezvoltarea mecanismelor de rezistentd a
contribuit la aparitia bacteriilor multirezistente, foarte rezistente (multidrog-rezistente) si
cu rezistenta la toate antibioticele (pandrog-rezistente). Orice tulpina bacteriana poate de-
veni din ce in ce mai rezistenta la antibiotice si cu posibilitatea de a raspandi genele care
codifica factorii de rezistenta in cadrul aceleiasi specii sau la speciile Inrudite filogenetic.

Studierea metagenomului intestinal a scos in evidentd o comunitate microbiana
extrem de complexa (Peterson s.a., 2009), in care existd multiple transferuri de gene, mai
ales intre speciile de Enterobacteriaceae (Cremet s.a., 2012; Schjorring s.a., 2011) dar si
intre tulpinile patogene si tulpinile din microbiota intestinala (Stecher s.a., 2012).

Riscul de diseminare a bacteriilor cu multipla rezistenta fata de antibiotice, prove-
nite din intestin, este foarte ridicat, intrucat densitatea bacteriana in materiile fecale este
uriasd (Guet-Revillet s.a., 2012; Van Duin s.a., 2016).
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CAPITOLUL II. FENOMENUL DE ANTIBIOREZISTENTA PRIN
MECANISMUL ENZIMELOR BETA-LACTAMAZE CU SPECTRU
EXTINS (ESBL) LA E. COLI

CHAPTER II. THE ANTIBIO-RESISTANCE PHENOMENA
BY THE MECHANISM OF THE EXTREME SPECTRUM (ESBL)
BETA-LACTAMAZZE ENZYMES IN E. COLI

Antibioticele beta-lactamice sunt o clasd importantd de substante antimicrobiene
utilizate frecvent in terapia antiinfectioasa (Rodriguez-Villalobos s.a., 2006; Kong s.a.,
2010). Aceste antibiotice au actiune bactericida si se caracterizeaza prin prezenta constan-
ta a ciclului beta-lactam asociat cu cicluri variabile si lanturi laterale (Cavallo s.a., 2004).

2.1. Definitia si caracterizarea enzimelor ESBL

Beta-lactamazele cu spectru extins (ESBL) sunt enzime versatile, codate plasmi-
dial, cu o gama de structuri moleculare limitata, produse de bacterii Gram negative, care
degradeaza antibioticele beta-lactamice (Giske s.a., 2009, Bush, 2018).

Beta-lactamazele sunt intdlnite la majoritatea enterobacteriilor, frecventa cea mai
ridicata fiind la speciile E. coli si Klebsiella pneumoniae, avand rolul de a proteja celula
bacteriana fata de toate substantele antimicrobiene beta-lactamice, inclusiv peniciline, ce-
falosporine din toate generatiile, monobactami si carbapeneme (Miiller-Pebody s.a., 2004,
Bush, 2018). Aparitia carbapenemazelor s-a sincronizat cu prezenta tulpinilor de E. coli
multidrog-rezistente, ceea ce a dus la o Ingrijorare serioasd in lumea medicala intrucét s-au
limitat extrem de mult solutiile terapeutice (Miiller-Pebody s.a., 2004; Bush, 2018).

Beta-lactamazele numara in prezent aproape 2800 de proteine unice (Bush, 2018)
si se caracterizeaza prin capacitatea de a cliva inelul beta-lactamic al antibioticelor, inacti-
vandu-le (Bush, 2018). La nivel celular, genele pentru beta-lactamaze sunt prezente in
plasmide sau cromozomi si pot fi transferate de cétre transpozomi 1n alte locatii interioare.
De asemenea, ele pot fi transferate usor si intre specii sau genuri inrudite filogenetic, ceea
ce explica raspandirea vastd a antibiorezistentei (Marculescu s.a., 2007).

Prin urmare, bacteriile Gram-negative enterice apartinand familiei Enferobacteri-
aceae devin rezistente la aceste clase de agenti beta-lactami atunci cand dobandesc o gena
ESBL si produc enzima (Miiller-Pebody s.a., 2004).
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Enzimele ESBL sunt omniprezente la nivel mondial, o singura estimare apreciind
peste 1,5 miliarde de persoane colonizate cu Enterobacteriaceae producatoare de ESBL
(Woerther s.a., 2013).

2.2. Clasificarea moleculara si functionala a enzimelor ESBL

Clasificarea beta-lactamazelor se realizeaza pe baza caracteristicilor moleculare si
functionale.

Au fost elaborate doua sisteme de clasificare a acestor enzime: sistemul Ambler,
care grupeaza beta-lactamazele in functie de structura enzimaticd/moleculard in 4 clase
(A-D) (fig. 2.1) si sistemul Bush-Jacobz-Medeiros, care structureazd beta-lactamazele pe
baza proprietatilor functionale ale enzimelor, ludnd in considerare profilurile de substrat si
de inhibitie (tabelul 2.1) (Bush si Jacoby, 2010).

Situsul activ Secventa de nucleotide
__,..A- ESBL
SERINA C-AmpC
BETA-LACTAMAIE ™D
4 ATOMI DE ZINCj—B

Fig. 2.1. Clasificarea moleculara a beta-lactamazelor (dupa clasificarea Ambler)
Fig. 2.1. Molecular classification of beta-lactamases (acording Ambler classification)

Clasele A, C si D includ enzime care hidrolizeaza substraturile lor formand o en-
zima acil printr-o serind cu situs activ, in timp ce lactamazele din clasa B sunt metalo-
enzime care utilizeaza cel putin un ion de zinc cu situs activ pentru a facilita hidroliza lac-
tozei (Bush, 1989).

Tabelul 2.1 prezinta o versiune extinsa a schemei de clasificare functionald propu-
sa initial de Bush in 1989 (Bush, 1989) si extinsa in 1995 (Bush s.a., 1995).
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Tabelul 2.1 /Table 2.1
Scheme de clasificare pentru beta-lactamazele bacteriene (Bush s.a., 1995)

Schemes for bacterial beta-lactamases (Bush s.a.., 1995)

Bush- Bush- Clasa mo- Antibioticele hidro- Inhibat Inhibat Enzima reprezen-
Jacoby Jacoby- leculara lizate de de tativa
Group Medeiros CA/TZB EDTA
(2009) group
(1995)
1 1 C Cefalosporinele nu nu E. coli AmpC, P99,
ACT-1, CMY-2,
FOX-1, MIR-1
le NIb C Cefalosporinele nu nu GCl1, CMY-37
2a 2a A Pencilinele da nu PC1
2b 2b A Pencilinele da nu TEM-1, TEM-2,
Cefalosporinele SHV-1
timpurii
2be 2be A Cefalosporine cu da nu TEM-3, SHV-2,
spectru extins, CTX-M-15,
monobactamii PER-1, VEB-1
2br 2br A Pencilinele nu nu TEM-30, SHV-10
2ber NI A Cefalosporine cu nu nu TEM-50
spectru extins,
monobactami
2¢ 2c A Carbapeniclinele da nu PSE-1, CARB-3
2ce NI A Carbenicilinele, nu RTG-4
cefepimele
2d 2d D Cloxacilina da nu OXA-1, OXA-10
2de NI D Cefalosporine cu variabil nu OXA-11, OXA-15
spectru extins
2df NI D Carbapenemele variabil nu OXA-23, OXA-48
2e 2e A Cefalosporine cu variabil nu CepA
spectru extins
2f 2f A Carbapenemele da nu KPC-2, IMI-1,
SME-1
RE 3 B(B1) Carbapenemele variabil nu IMP-1, VIM-1,
CcrA, IND-1
3b 3 B(B3) da da L1, CAU-1, GOB-
1, FEZ-1
NI 4 B(B2) Carbapenemele da da CphA, Sth-1

CA: acid clavulanic, TZB: tazobactam; NI: nu esteinclus.

Dupa clasificarea Ambler, enzimele ESBL ale familiilor TEM, SHV si CTX-M
apartin clasei A, enzimele ESBL din familia OXA sunt incluse in clasa D, in timp ce clasa
C include beta-lactamazele AmpC. Genele care codificd enzimele beta-lactamaze pot fi
cromozomale si intrinseci, adicd prezente in mod natural in speciile bacteriene, adesea
denumite cromozomale ("c") sau dobandite ("a"), obtinute prin transfer intre bacterii.
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Desi o abordare structurald este cel mai usor si cel mai putin controversat mod de
a clasifica un set atat de divers de enzime, o clasificare functionald ofera posibilitatea de a
relationa aceste enzime variate cu rolul lor clinic, adica prin asigurarea rezistentei selecti-
ve la diferite clase de antibiotice lactice.

Au fost addugate schemei noi subgrupuri functionale, ca urmare a identificarii si
extinderii familiilor majore de lactamaza 1n care variatiile continua sa fie identificate in
mod regulat.

La fel ca in clasificdrile functionale anterioare, enzimele au fost aliniate pe baza
capacitatii lor de a hidroliza clasele specifice de beta-lactamaze si pe proprietatile de inac-
tivare a beta-lalactamazelor si ale inhibitorilor, acidul clavulanic, sulbactamul si tazobac-
tamul. Urmeaza o descriere a fiecaruia dintre grupurile functionale.

Grupa 1 - cefalosporinaze.

Enzimele din grupa 1 sunt cefalosporinazele apartinand clasei moleculare C, care
sunt codificate pe cromozomii multor Enterobacteriaceae si ale altor cateva organisme
(Jacoby, 2009). Sunt mai active pe cefalosporine decat benzilpenicilina, dar rezistente la
inhibarea acidului clavulanic si active pe cefalicine, cum ar fi cefoxitina. Acestea au o afi-
nitate ridicatd pentru aztreonam (valorile Ki mai mici de 1 pand la 2 nM), in contrast cu
cefalosporinazele din clasa A (Bush, 1988; Bush, 1982.).

Dintre enzimele mediate de plasmida, cele apartinand, grupului 1, (CMY, ACT,
DHA, FOX, MIR) sunt cunoscute incepand cu anul 1989, dar in prezent sunt mai putin
frecvente decit enzimele subgrupul 2be (TEM-3, SHV-2, CTX-M-15, beta-lactamaze cu
spectru extins (ESBL). (Jacoby, 2009).

Grupa 2 - serine beta-lactamaze.

Beta-lactamazele din grupa functionald 2, includ clasele moleculare A si D si re-
prezintd cel mai mare grup de beta-lactamaze, datorate in principal identificérii crescande
a ESBL 1n ultimii 20 de ani.

Subgrupa 2a, a penicilinei (PC1) reprezintd un grup mic de beta-lactamaze cu un
spectru relativ limitat de activitate hidrolitica si sunt beta-lactamazele predominante la
cocii Gram pozitivi, incluzand stafilococii (Kernodle s.a., 1989.) si ocazional enterococii
(Zscheck s.a., 1991).

Aceste enzime hidrolizeaza in mod preferential benzilpenicilina si multi derivati
ai penicilinei, cu o hidroliza slaba a cefalosporinelor, carbapenemelor sau monobactami-
lor, de obicei la un nivel de 10% pentru benzilpenicilind sau ampicilina. O exceptie este
hidroliza facila a nitrocefinei de catre subgrupa enzimelor 2a.

Subgrupa 2b de beta-lactamaze hidrolizeaza usor penicilinele si cefalosporinele
timpurii, cum ar fi cefaloridina si cefalotina si sunt puternic inhibate de acidul clavulanic
si tazobactam. Acestea includ enzimele TEM-1, TEM-2 si SHV-1, cele mai frecvente be-
ta-lactamaze mediate de plasmida identificate 1n anii 1970 si la Inceputul anilor 1980
(Matthew, 1979; Roy s.a., 1983).

De la descoperirea enzimelor beta-lactamice in anul 1989 de catre Bush K. (Bush
K, 1989), au mai fost descrise cel putin 9 enzime de tip TEM si 29 de enzime de tip SHV
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apartinand subgrupului 2b. In plus, numarul acestora este intr-o continud crestere, fiind

caracterizate si alte beta-lactamaze identificate la izolatele rezistente.
Subgrupul 2be cuprinde ESBL-uri. Aceste enzime cu spectru larg pastreaza acti-
vitatea Tmpotriva penicilinelor si cefalosporinelor subgrupului 2b beta-lactamaze si, in

plus, hidrolizeaza una sau mai multe oxiamino-beta-lactame, cum ar fi cefotaxima, cefta-
zidima, aztreonam si benzilpenicilina.

Primul si cel mai mare set din subgrupa 2be a fost derivat prin substitutii de ami-

noacizi din TEM-1, TEM-2 si SHV-1 care si-au largit spectrul substratului cu costul unei
activitati de hidrolizare mai scazuta pentru benzilpenicilind si cefaloridind (Queenan s.a.,
2004).
Enzimelor TEM si SHV li s-au alaturat enzimele ESBL CTX-M care functioneaza similar,
dar mai rapid si care sunt legate de beta-lactamazele determinate cromozomal la speciile
de Kluyvera (Bonnet, 2004). Dupa cum sugereaza si numele, cele mai multe (dar nu toate)
enzime CTX-M hidrolizeaza cefotaxima mai usor decat ceftazidimd. De asemenea, multe
enzime hidrolizeaza cefepime. Spre deosebire de enzimele TEM sau SHV, enzimele CTX-
M ESBL sunt inhibate de tazobactam, cu cel putin un ordin de marime mai bun decat de
acidul clavulanic (Bonnet, 2004; Walther-Rasmussen s.a., 2004).

Existd enzime ESBL mai putin obisnuite, fara legaturd cu TEM, SHV sau CTX-
M, incluzand BEL-1, BES-1, SFO-1, TLA-1, TLA-2 si membri ai familiilor enzimelor
PER si VEB. Caracteristic, subgrupul 2be beta-lactamaze ramane sensibil la inhibarea
acidului clavulanic, caracteristica utilizatd in detectarea lor de laboratoarele clinice (Clini-
cal and Laboratory Standards Institute, 2009).

La nivel genic, blacrx-m s-a raspandit cu succes in ultimii ani, inlocuind blargm si
blasuv ca gend care codifica ESBL in Europa (Bonnet, 2004, Livermore s.a., 2007).

Enzimele subgrupului 2br sunt lactamaze cu spectru larg care au dobandit rezis-
tenta la acidul clavulanic (IC50 1 M) si inhibitori inruditi, pastrand totodatd un spectru de
activitate al subgrupului 2b. In prezent, 36 din cele 135 de enzime TEM caracterizate
functional au aceasta proprietate si includ enzime precum TEM-30 si TEM-31 (IRT-2 si,
respectiv, IRT-1), precum si 5 dintre enzimele corespunzitoare functionale 72 SHV. In
acest sens, tulpinile de E. coli sintetizatoare ESBL producatoare de CTX-M, TEM si SHV
au fost izolate de la animalele de ferma (pasari, porc, bovine, pui) in diferite tari (Meunier
s.a., 2006; Ramos s.a., 2013).

Numarul enzimelor beta-lactamice de tip CTX-M ce au fost izolate la nivel mon-
dial a crescut dramatic si sunt in continua crestere, ducand la o problema terapeutica majo-
ra. Au fost identificate peste 170 de variante alelice ale CTX-M (Ramadan s.a., 2019).
Aceste enzime sunt clasificate in cinci grupe filogenetice majore pe baza secventelor lor
genetice: CTX-M -1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9, CTX-M-25. Un nou grup a fost
raportat recent, fiind reprezentat de CTX-M-74 si CTX-M-75 (Minarini s.a., 2009).

Animalele de ferma si animalele de companie sunt recunoscute din ce in ce mai
mult ca un rezervor pentru tulpinile de enterobacteriacee producatoare de ESBL, in special
CTX-M (Mesa s.a., 2006).
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In grupa ESBL, cele mai intilnite enzime sunt CTX-M si enzimele SHV si TEM.,
Aceste enzime sunt transferabile orizontal si degradate de acidul clavulanic.

In cadrul aceleasi grupe ESBL, cu o frecventd crescutd sunt intalnit si enzimele AmpC.
Subgrupa 2br, include enzime TEM cu spectru extins, care combina rezistenta relativa la
inhibarea acidului clavulanic. Desi toate enzimele TEM au acid clavulanic mult mai mare
decéat cea a enzimelor TEM-1, pentru unele enzime din subgrupa 2br cresterea rezistentei
la acid clavulanic este modesta. (Robin s.a., 2005). In concluzie, acest nou tip de mutant
complex derivat din TEM-1 (CMT-1) este capabil sa confere rezistentd la un nivel foarte
scazut inhibitorilor si la un nivel scazut cefalosporinelor cu spectru extins. CMT-1 a primit
denumirea TEM-50. (Sirot s.a., 1997).

Subgrupa 2c¢ penicilinaza se caracterizeaza functional prin capacitatea enzimelor
de a hidroliza carbenicilina sau ticarcilina cel putin 60%, la fel de rapid ca benzilpenicili-
na, cu cloxacilind sau oxacilina hidrolizata la valori mai mici de jumaétate din cele pentru
benzilpenicilind (Bush, Jacoby, Medeiros, 1995).

Subgrupa 2ce contine RTB-4 (CARB-10) cu spectru extins, descris recent, cu ac-
tivitate extinsa impotriva cefepimei si cefpiromului (Potron s.a., 2009).

Subgrupa 2d, include enzime beta-lactamaze cu spectru extins, care se disting
prin capacitatea lor de a hidroliza cloxacilina, oxacilina si benzilpenicilina. Prin urmare,
sunt cunoscute sub denumirea de enzime OXA. Enzimele legate de OXA cuprind acum a
doua cea si cea mai mare familie de enzime beta-lactamaze.

in noul subgrup 2de sunt incluse enzimele hidrolizante ale cloxacilinei sau oxaci-
linei, care contin oximino-beta-lactamele dar nu carbapenemele. Majoritatea enzimelor
2de sunt derivate din OXA-10 prin 1 pana la 9 substituenti de aminoacizi si includ enzime
precum OXA-11 si OXA-15. Rezistenta la ceftazidime este de obicei mai pronuntata decat
rezistenta la cefotaxima sau aztreonam. Cu toate acestea, organismele care produc cateva
oxacilinaze, cum ar fi OXA-1 sau OXA-31, pot fi susceptibile la ceftazidime dar rezisten-
te la cefepime (Aubert s.a., 2001).

Noul subgrup 2df, al enzimelor OXA, include beta-lactamaze cu activitati de hi-
drolizare a carbapenemelor. Enzimele OXA apar cel mai frecvent la Acinetobacter bau-
mannii, Pseudomonas si sunt de obicei produse de gene localizate pe cromozomi (Wal-
ther-Rasmussen s.a., 2006) dar in cadrul aceleiasi familii (Enterobacteriaceae) au fost
identificate si enzimele OXA-23 si OXA-48, care sunt mediate plasmidic. (Bush, Jacoby,
Medeiros, 1995).

Enzimele subgrupului 2df au fost impartite in noud grupuri conform omologiilor
de aminoacizi.

Desi enzimele din subgrupa 2d sunt definite in functie de capacitatea lor de a hi-
droliza cloxacilina sau oxacilina, doar cateva subgrupuri de enzime 2df au fost testate fo-
losind aceste substraturi (Walther-Rasmussen s.a., 2004).

Caracteristicile subgrupului 2e, cefalosporinaze, includ capacitatea de a hidroliza
cefalosporine cu spectru extins si de a fi inhibatd de acidul clavulanic sau tazobactam.
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Enzimele subgrupului 2e pot fi diferentiate de enzimele AmpC prin afinitatea lor

slaba pentru aztreonam, in contrast cu valorile M Km (Ki) observate pentru aztreonam cu
enzimele din grupul 1 (Bush, 1989).
Numarul enzimelor 2e a ramas stabil din 1995 si nu se asteapta s includa multi

membri noi In viitor, probabil deoarece multe dintre aceste enzime, sunt acum identificate
ca ESBL. Serin-carbapenemazele, din subgrupa 2f, populeaza grupa moleculard A, in sub-
straturi distincte pentru aceste enzime, care pot fi inhibate mai bine de tazobactam si de
acidul clavulanic. Cefalosporinele cu spectru extins, cum ar fi ceftazidima, nu sunt bine
hidrolizate de catre enzimele SME si IMI-1 dar aztreonamul poate fi degradat de majorita-
tea acestora, cu exceptia GES-3 si GES-4. Grupa IMM-urilor, precum lactamazele IMI-1
si NMC-1, sunt constituenti ai enzimelor subgrupului 2f cromozomiale (Queenan s.a.,
2004).

Grupa 3, metalo-beta-lactamazele (MBL), un grup unic de beta-lactamaze, atat
structural cat si functional, sunt de obicei produse in combinatie cu o a doua sau a treia
lactamaza, in izolatele din probele clinice. Acestea diferd structural de celelalte beta-
lactamaze prin cerinta lor pentru un ion de zinc la locul activ. Functional, acestea s-au dis-
tins in trecut, in primul rand prin capacitatea lor de a hidroliza serin-carbapenemazele, dar
unele beta-lactamaze au dobandit in timp aceastd capacitate. Spre deosebire de serin beta-
lactamaze, ESBL-urile au o afinitate slaba sau o capacitate hidrolitica pentru monobactam
si nu sunt inhibate de acidul clavulanic sau de tazobactam.

Pe baza caracterizarii biochimice mai extinse, a numarului tot mai mare de meta-
lo-lactamaze (MBL), au fost descrise doar doud subgrupuri functionale 3a si 3b.

Subgrupa 3a include principalele enzime ESBL, codificate de plasmide, cum ar fi
enzimele IMP si VIM, care au aparut la nivel global, cel mai frecvent in bacteriile nefer-
mentative dar si in Enterobacteriaceae (Queenan s.a., 2007).

Subgrupa 3b contine un grup mai mic de ESBL care hidrolizeaza carbapenemele
in mod predilect, in contrast cu penicilinele si cefalosporinele (Queenan s.a., 2007). Aces-
te enzime au fost dificil de detectat atunci cand cefalosporinele cromogene, cum ar fi ni-
trocefina, sunt utilizate pentru a monitoriza prezenta activitatii beta-lactamazei pe gelurile
de focalizare izoelectrica sau in timpul procedurilor de purificare (Segatore s.a., 1993).

Beta-lactamazele din grupa 4, incluse anterior in clasificarea functionala din 1995,
au fost omise in prezenta schemi. Aceste enzime, cel mai probabil, ar fi incluse intr-una
din grupele enzimatice existente daca ar fi disponibile mai multe informatii despre aces-
tea. Deoarece aceste enzime au fost incé incomplet caracterizate, nu s-a incercat clasifica-
rea lor ulterioara. Speciile din familia Enterobacteriaceae, producatoare de beta-lactamaze
cu spectru extins, reprezintd una dintre cele mai grave probleme de rezistentd din lume.

Genele bla au profitat de numeroasele mecanisme de transfer si de gene orizontale
intre bacterii pentru a se raspandi in noile gazde si pentru a deveni parte a plasmidelor cu
multirezistentd, care sunt acum comune in izolatele clinice.

Avand 1n vedere acesti factori, este o predictie sigura ca beta-lactamazele vor con-
tinua sa evolueze, la fel ca schemele de clasificare necesare pentru descrierea lor. In timp

ce atat rezervoarele umane, cat si cele animale sunt supuse unor proceduri de supraveghe-
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re, prezenta bacteriilor multidrog-rezistente in mediu este mai putin documentatd. Prin
urmare, tabloul epidemiologic global este incomplet si existd incd numeroase lacune de
informatii privind interactiunea dintre mediu si animale in ceea ce priveste transferul in-
crucisat de gene rezistente.

Aceste tulpini producatoare de beta-lactamaze cu spectru extins au fost, de ase-
menea, izolate din surse naturale variate de mediu. Rezervorul de gene de rezistentd din
mediu, este considerat a fi alcatuit dintr-un amestec de determinanti ai rezistentei naturale,
reprezentate de om si populatiile de animale, dar si de efectele selective ale poluantilor, ce
pot co-selecta elemente genetice mobile sau gene multiple de rezistentd (Egervérn s.a.,
2017; Kittinger s.a., 2016).Enzimele CARBA, cum ar fi metalo-beta-lactamazele (MBL),
confera activitate de carbapenemaza (Giske s.a., 2009).

Enzimele CTX-M au fost descoperite pentru prima datd in 1980, dupa anul 1995 a
inceput raspandirea pe toate continentele iar de atunci numarul genelor au crescut enorm.
Genele blactx.m sunt impartite in 5 filogrupuri: CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-
9 si CTX-M-25 (Birkett s.a., 2007, D’ Andrea s.a., 2013).

Dintre cele 5 filogrupuri, cel mai frecvent intalnit este CTX-M-1 si include gena
blacrx-m-15, care este dominanta la nivel global (Giske s.a., 2009).

2.3. Transmiterea enzimelor ESBL in populatiile de E. coli

Transmiterea genelor care codifica enzimele ESBL se poate produce fie prin apa-
ritia unor clone bacteriene, fie prin transfer orizontal de gene.

In diseminarea orizontala, plasmidele care contin gene de rezistenta sunt rispandi-
te Intre bacteriile din aceeasi si/sau specii diferite. Flora intestinald este un rezervor ideal
pentru genele de rezistentd ale antibioticelor, in care multitudinea de bacterii din specii
diferite pot interactiona, cel mai adesea fara a provoca boli.

Plasmidele sunt molecule mici, circulare, de ADN bicatenar, ce reproduc in esenta
cromozomul din celula bacteriana, pe care o gazduieste, fiind diferitd de ADN-ul cromo-
zomial al celulei. Plasmidele sunt foarte diverse, iar genomul acestora, prezinta elemente
genetice mobile, care pot deplasa genele in jurul plasmidei, precum si intre cromozom si
plasmida.
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Fig. 2.2 Conjugarea bacteriana.
Fig. 2.2 Illustration of bacterial conjugation (https://www.researchgate.net/figure/Illustration-of-
bacterial-conjugation_figl 266946176)
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Elementele genetice mobile de pe plasmide, sunt transpozonii, intergonii si sec-

venta de insertie. Acestea au regiuni comune cu genele ESBL. Plasmidele au dezvoltat
modalitati de a-si asigura persistenta 1n celula bacteriana (fig. 2.2).

Céand se folosesc antibiotice, apar tulpini rezistente si se acumuleaza un avantaj
selectiv. Acest lucru creste probabilitatea ca genele importante pentru supravietuire sa fie
diseminate in continuare. Plasmidele pot contine gene de rezistenta la mai multe clase de
antibiotice. Acest lucru poate explica multirezistenta des intalnita printre bacteriile produ-
catoare de ESBL.

2.4. Prevalenta si distributia tulpinilor de E. coli ESBL pozitive identi-
ficate in populatiile de porcine

Exista studii care au aratat ca la nivel mondial atét la oameni cat si la animale s-au
detectat bacterii sintetizatoare de beta-lactamaze (ESBL) cu spectru extins, ce apar 1n ur-
ma utilizarii cefalosporinelor din a treia si a patra generatie in randul animalelor de renta.

Animalele de rentd au fost sugerate ca o sursa potentiald de transmitere a bacterii-
lor cu spectru extins de beta-lactamaze (ESBL) care produc infectii la om, prin contact
direct sau prin consum de produse din carne contaminate, ceea ce duce la colonizarea trac-
tului intestinal si in cele din urma la infectii severe (Lazarus s.a., 2015).

La animalele de ferma, colonizarea prin bacterii producatoare de ESBL poate fi
consideratd o problema de sdnatate publicd, deoarece transmiterea catre oameni nu poate
fi ignorata. Printre motivele acestei colonizari neobisnuite, un factor de risc important ar
putea fi considerat si utilizarea antibioticelor in tratamente profilactice pentru prevenirea
infectiilor bacteriene (Dos Santos s.a., 2013).

E. coli sintetizatoare de beta-lactamaze (ESBL) reprezinta o problema din ce in ce
mai mare pentru sanatatea publica. Produsele alimentare de origine animald gi animalele
sunt considerate surse relevante pentru colonizarea oamenilor cu E. coli ESBL (Sharp s.a.,
2014, Hille s.a., 2014). Dintre aceste enzime, cele de tip CTX-M sunt frecvente si Intr-o
continua crestere. (Canton s.a., 2012, Carattoli, 2013).

Enterobacteriaceele producatoare de beta-lactamaze cu spectru extins
(ESBL), reprezintd una dintre cele mai grave probleme de rezistentd din lume. La nivel
genetic, gena blacrx.m s-a raspandit cu succes in ultimii ani, inlocuind blarem si blasuv ca
gena care codifica ESBL in Europa (Bonnet, 2004; Livermore s.a., 2007). Enzimele CTX-
M cuprind o familie diversificatd genetic si cu crestere rapida iar pand In prezent au fost
descrise cinci grupuri, numite grupurile CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9 si
CTX-M-25.

Intr-un studiu de caz, consumul de carne de porc a fost incriminat ca un factor de
risc pentru colonizarea cu E. coli sintetizatoare de ESBL (Leistner s.a., 2013).

Studii recente au aratat colonizarea frecventd a porcilor (Friese s.a., 2013; Von-
Salviati s.a., 2014) cu bacterii producitoare de ESBL. Pe baza comparatiei genelor ESBL
identificate, se presupune ca consumul alimentelor (Leverstein-van Hall s.a., 2011; Over-
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devest s.a., 2011; Depoorter s.a., 2012) provenite de la astfel de animale este considerat
sursd relevanta pentru colonizarea oamenilor cu E. coli producatoare de beta-lactamaza cu
spectru extins (ESBL), (Sharp s.a., 2014, Hille s.a, 2014).

Aparitia bacteriilor producétoare de ESBL la diferite animale de rentd a fost ra-
portatd din ce In ce mai mult in ultimii ani (Carattoli, 2008; Li XZ s.a., 2007). Enzima de
tip CTX-M a fost raportata frecvent la animalele de rentd din Europa iar acesta a fost si
primul tip descoperit la porcii danezi in 2005 (Aarestrup s.a., 2006). Acelasi tip predomi-
nant a fost raportat si intr-un studiu realizat pe tulpini de Enferobacteriaceae de la porcii
sacrificati in Danemarca, urmat de CTX-M-14, CTX-M-2 si CTX-M-15 (Agerso s.a.,
2012).

In Europa, CTX-M-1 si CTX-M-14 au fost detectate, de asemenea, la porcii din
Spania (Brinas s.a., 2005), Franta, Regatul Unit si Elvetia (Blanc s.a., 2006; Brifias s.a.,
2005; Geser s.a., 2012; Horton s.a., 2011; Meunier s.a., 2006).

In studiile daneze, E. coli sintetizatoare de ESBL a fost izolati si identificatd cu o
frecventd crescutd la fermele de porci, In urma unui consum mare de cefalosporind cu
spectru extins (Cavaco s.a., 2008, Jorgensen s.a., 2010) si drept urmare, a fost interzisa
administrarea antibioticelor in industria daneza a porcilor.

Aparitia ESBL la animalele de productie, are implicatii importante asupra sanata-
tii omului, deoarece aceste enzime sunt factori determinanti de rezistenta, relevanti ce pot
fi transmisi de la animale la oameni, fie prin achizitie din lantul alimentar (Smet s.a.,
2009), fie prin transmitere directad catre lucratorii din ferme (Moodley si Guardabassi,
2009). Moodley si Guardabassi au detectat transferul plasmidelor IncN cu blacrx-m-1 intre
porcii danezi si fermierii de porci.

Andersen si colaboratorii au investigat efectul utilizarii cefalosporinei de a treia si
a patra generatie asupra aparitiei E. coli producatoare de cefalosporinaza cu spectru extins
in fermele de porci daneze; ei au aratat ca utilizarea regulatd anterioara de cefalosporine
din a treia sau a patra generatie a fost un factor de risc semnificativ pentru aparitia E. coli
producitoare de cefalosporinaza la porcii din Danemarca (Andersen s.a., 2015). Un studiu
recent desfasurat in Suedia (Borjesson s.a., 2016) a constatat ca raspandirea clonala a E.
coli, rezistenta la cefalosporind, prin consumul de alimente si de la animalele de ferma la
om, a fost putin probabila si a existat o difuzare limitatd a ESBL sau a plasmidei AmpC.

2.5. Importanta tulpinilor ESBL izolate de la porci abatorizati in con-
textul abordarii One Health

Zoonozele sunt infectii transmise de la animale la oameni. Infectiile pot fi doban-
dite prin expunerea directd la mediul in care supravietuiesc animale de ferma sau prin in-
gestia produselor alimentare contaminate. Severitatea acestor boli la om poate varia de la
simptome usoare pana la punerea vietii in pericol. Bacteriile zoonotice rezistente la anti-
microbiene prezintd o ingrijorare deosebitd, deoarece ar putea compromite tratamentul
eficient al infectiilor la animale si om.
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Abordarea holistica a conceptului ,,One Health” include luarea in considerare a

posibilelor legaturi intre animale, oameni si mediu. Prin urmare, a existat o dezbatere cu
privire la aspectul raspandirii continue a ESBL-urilor intre animale, oameni si mediu.
Fermierii s-au confruntat cu mai multe consecinte ale problemei antibiorezistentei: perico-

lul potential al colonizarii animalelor cu bacterii rezistente la medicamente, transmiterea
acestor bacterii la oameni care trdiesc In fermd sau In vecindtatea fermelor si pericolul
transmiterii pentru consumatorii de produse de origine animala.

Mai mult, transferul orizontal de gene faciliteaza raspandirea genelor de rezistenta
in si intre diferite specii bacteriene. Pentru a Intelege mai bine aceste legaturi si pentru a
identifica optiunile, pentru a reduce raspandirea rezistentei si a infectiilor la om, este nece-
sard o abordare integrativa precum ,,One Health” (Parmley s.a., 2013, Calistri s.a., 2013).

Utilizarea antibioticelor in medicina umana si veterinard si diseminarea lor in me-
diu au favorizat aparitia si raspandirea microorganismelor rezistente la antibiotice. Utiliza-
rea masiva a antibioticelor in medicina umana, medicina veterinard, productia animalelor,
acvacultura si agriculturd este un factor major in raspandirea si evolutia rezistentei la anti-
biotice (Da Costa s.a., 2013).

E. coli sintetizatoare de beta-lactamaza cu spectru extins (ESBL) a fost deja izola-
ta separat in diferite etape ale lantului de productie de carne de porc (Schulze-Geisthovel
s.a., 2014). Prin urmare, a existat o dezbatere continua la nivel mondial cu privire la surse-
le potentiale, rutele de transmisie si factorii de risc ai acestei raspandiri continue a E. coli
sintetizatoare de beta-lactamaza cu spectru extins (ESBL) intre animale, oameni si mediu
(Li s.a, 2007).

Plasmidele care transportd genele ESBL sau chiar aceleasi izolate de E. coli pro-
ducétoare de ESBL ar putea fi detectate la animale si la personalul ingrijitor (Dierikx s.a,
2012; Moodley si Guardabassi, 2009; Hammerum s.a., 2014).

Cateva studii au semnalat prezenta E. coli ESBL, pe de o parte la animalele de
rentd, 1n special la porci, pasari de curte libere si bovine iar pe de altd parte in produsele
alimentare din intreaga lume, fiind evidentiatd transmiterea lor de la animale la oameni.
(Ewers s.a., 2012; Founou s.a., 2016). In unele studii de caz s-a dovedit colonizarea frec-
ventd a porcilor cu bacterii sintetizatoare de ESBL (Friese s.a, 2013; Von Salviati s.a,
2014), in timp ce la om a fost demonstrat ca factor de risc consumul céarnii de porc (Le-
istner s.a., 2013). Pe baza comparatiei genelor ESBL identificate, se presupune ca expune-
rea prin alimente are un impact asupra probabilitétii de colonizare umana si/sau infectie
cauzatd de bacteriile producitoare de ESBL (Leverstein-van s.a., 2011; Overdevest s.a.,
2011; Depoorter s.a., 2012).

Problema transferului de rezistenta a antibioticelor de la animale la om este adesea
un punct central al dezbaterii. Existd putine cai documentate de transmitere la om a bacte-
riilor de origine animala, rezistente la antimicrobiene. Expunerea profesionald ar putea fi
una din caile de transmisie. (Witte s.a., 2007).

Rezistenta la cefalosporinele de generatia a treia si a patra, observatd la tulpinile
de E. coli, poate afecta si alte specii de enterobacterii iar acest lucru se intampla deja pe
scara larga la om. Genele responsabile de sinteza ESBL sunt localizate pe structuri geneti-
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ce foarte mobile (plasmide) si prin urmare, extrem de transmisibile intre animalele din
aceeasi ferma sau chiar din ferme diferite. Plasmide identice au fost deja gasite la tulpinile
de E. coli din diferite sectoare. De asemenea, aceeasi plasmida a fost gasita in tulpinile de
E. coli izolate de la porci la distantd de patru ani (Meunier s.a, 2006).

Provocarea de a controla aceste probleme de sdndtate publicd, animala si de me-
diu, intr-un context globalizat, justifica asadar o solutie la nivel international. Asa s-a dez-
voltat conceptul ,,O singurd sanatate”, ce reprezinta o abordare sistemica care, printr-o
actiune colectiva coordonatd din diferite profiluri disciplinare si profesionale, integreaza
problemele de sandtate animald, umana, de mediu si interrelatiile acestora, pentru a le trata
mai eficient.
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CAPITOLUL III. IDENTIFICAREA FENOTIPICA SI
CARACTERIZAREA MOLECULARA A TULPINILOR DE E.COLI
PRODUCATOARE DE ESBL

CHAPTER III. PHENOTYPICAL IDENTIFICATION AND
MOLECULAR CHARACTERIZATION OF ESBL
PRODUCING E. COLI

3.1. Identificarea fenotipica a izolatelor de E. coli ESBL pozitive

Identificarea fenotipica corectd si monitorizarea antibiorezistentei tulpinilor de E.
coli sintetizatoare de beta-lactamaze cu spectru extins (ESBL) din continutul intestinal de
la animalele de rentd ofera informatii valoroase despre rezervoarele de bacterii rezistente
care ar putea fi transferate intre animale, dar si intre animale si oameni. Prin urmare, mo-
nitorizarea are relevanta atat pentru sanatatea publica, cat si pentru cea animala.

Aparitia rezistentei la antimicrobiene a tulpinilor de E. coli producétoare de beta-
lactamaze cu spectru extins poate sd depindd de mai multi factori, cum ar fi: presiunea
selectiva exercitatd prin utilizarea de antimicrobiene la populatiile de animale de renta, co-
selectia bacteriilor cu rezistentd multipla, raspandirea bacteriilor rezistente si diseminarea
elementelor genetice (plasmide) Intre bacterii.

Existd mai multe metode pentru detectia fenotipica a tulpinilor de E. coli produca-
toare de beta-lactamaze cu spectru extins in laborator. Principiul detectirii se bazeaza pe
cultivarea in prezenta unei cefalosporine de generatie a treia si a unui mediu specific pen-
tru Enterobacteriaceae, in care se adaugd, intr-o anumitd concentratie, o cefalosporina
(cefotaxime sau cefpodoxime). Pentru confirmarea fenotipica a tulpinilor ESBL se utili-
zeaza diferite metode, Tnsa cea mai frecvent utilizatd este metoda discurilor combinate,
care presupune utilizarea unor cefalosporine simple si/sau cefalosporine potentate cu acid
clavulanic. Interpretarea se face fie pe baza diferentelor dintre diametrele zonelor de inhi-
bitie (pentru antibiograma difuzimetricd), fie pe baza raportului de sinergie dintre cefalos-
porina si cefalosporina potentatd cu acidul clavulanic, pentru antibiogramele de tip CMI
(concentratie minimd inhibitorie).

Detectia tulpinilor producatoare de ESBL in laborator nu este intotdeauna usoara,
deoarece depinde de expresia sa fenotipica si aceasta este conditionatd de cantitatea de
enzimd produsd de bacterie si de prezenta sau nu a altor mecanisme de rezisten-
ta. Detectarea lor se bazeazd pe capacitatea acestor enzime de a hidroliza cefalosporinele
din a treia generatie, scdzand astfel sensibilitatea bacteriilor fatd de aceste antibacteriene.
O alta caracteristica a acestor enzime este aceea cd sunt inhibate de acidul clavulanic.
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Metodologia de detectie a ESBL prin tehnica microdilutiei in bulion, impune folo-
sirea ca indicator a unei cefalosporine. Fenotipul prezumtiv sintetizator ESBL indicat, se
evidentiaza prin raportul sinergiilor Intre cefalosporine si cefalosporine si acid clavulanic.
Fenotipul prezumtiv sintetizator AmpC se evidentiaza si prin rezistenta la cefoxitin si sen-
sibilitatea la cefepim. Pentru confirmarea fenotipica a tulpinilor de E. coli producatoare de
beta-lactamaze cu spectru extins se mai pot folosi si alte metode: metoda discului combi-
nat, metoda dublu disc si E-test.

3.2. Modalitati de caracterizare a substratului molecular al enzimelor
ESBL

Beta-lactamazele cu spectru extins (ESBL) au fost descrise pentru prima data in
anii 1980 la tulpinile de Klebsiella si E. coli, ulterior fiind depistate si la alte specii din
familia Enterobacteriaceae. ESBL-urile sunt un grup de enzime ce hidrolizeaza rapid be-
ta-lactamazele si au capacitatea de a hidroliza toate cefalosporinele si monobactamii, (Bali
s.a., 2010) dar sunt inhibate de beta-lactamaza (acid clavulanic, sulbactam si tazobactam)
(Bradford, 2001; Pitout s.a., 2007; Giraud Morin si Fosse, 2003).

Tulpinile producitoare de ESBL pot, de asemenea, sd hidrolizeze cefalosporine de
generatia a treia si a patra, dar nu carbapenemele. Unele grupuri de enzime beta-lactamice,
ce codifica genele localizate pe plasmida, sunt comune unor Enterobacteriaceae (Poole,
2004) si reprezintd o cauza majora in transmiterea rezistentei bacteriilor gram-negative la
mai multe antibiotice, fenomen denumit rezistentd multipla (RMA). Din cauza raspandirii
rapide, rezistentd multipla la antibiotice (RMA), devine o amenintare serioasa pentru sana-
tatea umana la nivel mondial (Giraud-Morin si Fosse, 2003; Poole, 2004; Gupta, 2007).

ESBL-urile sunt mutatii continue, ce produc modificari in structura aminoacizilor,
determinand dezvoltarea de noi enzime care prezinta profiluri extinse de substrat. Pana in
prezent, exista peste 400 de ESBL-uri diferite, iar acestea au fost grupate in noud familii
structurale si evolutive diferite pe baza secventei de aminoacizi si trei grupe: TEM, SHV
si CTX-M, cu 183, 134 si respectiv 103 variante. Dintre variantele ESBL mentionate ante-
rior, TEM si variabila sulfidril SHV au fost tipurile majore in unele tari, iar tipul CTX-M
frecvent 1n alte tari (Paterson s.a., 2003).

Detectia moleculara a genelor TEM si SHV la bacteriile producatoare de beta-
lactamaze cu spectru extins (ESBL) si modelul lor de rezistentd antimicrobiana, poate fur-
niza date utile despre epidemiologia si factorii de risc asociati cu aceste infectii (Jain et
Mondal, 2008).

Beta-lactamazele cu spectru extins (ESBL) sunt o cauza importanta a rezistentei
multiple transferabile in bacterii gram-negative din intreaga lume. Aceste bacterii s-au
raspandit rapid si au devenit o amenintare serioasd pentru sanatatea umana in toatd lumea.
(Bali s.a., 2010; Coque s.a.,2002).

Aparitia enterobacteriei rezistente la beta-lactamaze cu spectru extins (ESBL), es-
te cel mai adesea rezultatul unui mecanism in doud etape, care asociazd mai intai selectia
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bacteriilor comensale rezistente si apoi transferul orizontal al rezistentei intre diverse spe-

cii bacteriene, dintre care unele pot fi patogene (Skurnik si Andremont, 2006). Cel mai
important mecanism este legat de producerea beta-lactamazelor cu spectru extins (ESBL)
(Bush si Jacoby, 2010).

Aceste enzime transferabile, coexista adesea cu alti determinanti ai rezistentei la
antibiotice si pot fi asociate cu transpozonii si integronele si duc la cresterea capacitatii de
imbogatire a bacteriilor cu rezistentd multipld la antibiotice (RMA) pentru mai multi
agenti antimicrobieni, precum si cu difuzarea determinantilor rezistentei in randul specii-
lor bacteriene (Poeta s.a., 2009), care se remarca prin difuzarea preferentiala a ESBL-
urilor de tip CTX-M (Philippon, 2013).

Enterobacteriile producitoare de beta-lactamaze cu spectru extins (ESBL) au apa-
rut In ultimul deceniu, reprezentand o amenintare globala pentru sanatatea umana, cu ex-
tindere si 1n alte medii precum ar fi la animalele de ferma, animale salbatice, ape uzate,
plante si alte surse (Ben s.a., 2015).

Primele ESBL-uri au fost identificate in anii 1980 in derivati ai beta-lactamazelor
TEM si SHV, care descompun antibioticele, cu o activitate mai restransa decat cefalos-
porinele de generatia a treia. De atunci, au fost descrise peste 200 de beta-lactamaze de tip
TEM si aproape 200 de enzime de tip SHV (lahey.org/studies).

O noua familie, a beta-lactamazelor cu spectru extins (ESBL) de tip CTX-M, a
fost raportata pentru prima data in 1989 in Germania sub denumirea de CTX-M-1 (cefota-
ximaza-Munchen) (Bauernfeind s.a., 1990).
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CAPITOLUL IV. DESCRIEREA CADRULUI ORGANIZATORIC SI
INSITUTIONAL iN CARE S-AU DESFASURAT
CERCETARILE

CHAPTER IV. DESCRIPTION OF THE ORGANIZATIONAL AND
INSTITUTIONAL FRAMEWORK IN WHICH THE RESEARCH
WAS CONDUCTED

Analizele de specialitate si cercetdrile s-au desfasurat in cadrul a doud institutii:
Laboratorul Sanitar Veterinar si pentru Siguranta Alimentelor (LSVSA), din cadrul
DSVSA Iasi si Facultatea de Medicina Veterinara din Universitatea de Stiinte Agricole si
Medicina Veterinara lasi.

LSVSA Iasi indeplineste cerintele minime de reglementare pentru orice laborator
in care se manipuleaza culturi bacteriene si produsi PCR.

LSVSA Iasi dispune de un laborator modern de Bacteriologie, in care s-au desfasurat toate
etapele, de la izolare, identificare si confirmare fenotipicd prin metoda microdilutiei in
bulion péna la analiza PCR a tulpinilor de E. coli sintetizatoare de ESBL.

Laboratorul de Biologie moleculard este dotat cu aparatura de ultima generatie,
unde s-au realizat investigatiile moleculare PCR pentru identificarea substratului genetic
al fenotipului.

Facultatea de Medicind Veterinard functioneaza in cadrul Universitatea pentru Sti-
intele Vietii “Ion Ionescu de la Brad” din Iasi si a fost infiintata in anul 1961. In cadrul
Departamentului de Sanatate publica functioneaza laboratoare de cercetare noi, dotate co-
respunzator, dintre care si laboratorul de biologie moleculara unde s-au efectuat o parte
din cercetarile proprii.
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CAPITOLUL V. SCOPUL SI OBIECTIVELE TEZEI

CHAPTER II1. AIM AND OBJECTIVES OF THE THESIS

Introducerea in terapie a substantelor medicamentoase cu actiune antimicrobiand a
revolutionat medicina. Din pacate insa, utilizarea exageratd sau eronatd a acestora a favo-
rizat dezvoltarea si raspandirea rezistentei microbiene, aceasta devenind o importanta pro-
blema de sanatate publica la nivel global. Productia animald moderna utilizeaza o cantitate
semnificativa de substante antimicrobiene, atat in scop curativ, cit si profilactic dar si pen-
tru cresterea randamentului productiv. Ca urmare a acestui fapt, un numar considerabil de
animale sunt expuse frecvent la actiunea antibioticelor, fiind astfel asigurate conditiile fa-
vorabile pentru emergenta, dezvoltarea, raspandirea si persistenta unor bacterii rezistente,
cauzatoare de infectii la om sau la animale. Bacteriile zoonotice rezistente prezinta capaci-
tatea de a se raspandi si de a infecta omul, in mod special prin intermediul alimentelor de
origine animala.

Numeroasele bacterii comensale sau ambientale pot induce aparitia rezisten-
tei la agentii patogenii ai animalelor sau omului, departe de locul de prescriere al anti-
bioticului si la interval mare de timp prin selectia naturald. Din considerentele mentiona-
te, constatam deosebita importanta a supravegherii si monitorizarii rezistentei anti-
microbiene cu referire speciali la bacteriile zoonotice. In acelasi timp au sporit si preo-
siv uniformizarea criteriilor de interpretare, care a devenit esentiald pentru a asigura rezul-
tate exacte si reproductibile.

De asemenea, genele codificatoare a determinantilor de rezistenta, regasite la ni-
velul unor astfel de bacterii, pot fi transferate altor bacterii comensale sau patogene pentru
om. Prin urmare, rezistenta antimicrobiana constituie astazi o reald problema de siguranta
alimentara pentru populatia umana.

Cresterea numarului de tulpini de enterobacterii sintetizatoare de ESBL multire-
zistente este pusa pe seama administrarii la om, in infectiile clinice, a antibioticelor din
clasa fluoroquinolonelor si a beta-lactaminelor ca medicamente de prima linie, dar si pe
seama presiunii selective exercitate de tratamentele cu fluoroquinolone administrate in
“Incrucisat”
si “rezistentd multipla”, este frecvent intalnitd la enterobacteriile sintetizatoare de ESBL
(Ewers s.a., 2012; Rzewuska s.a., 2015).

Detectarea markerilor rezistentei la antimicrobiene intr-un esantion reprezentativ
de E. coli sintetizatoare de beta-lactamaze cu spectru extins ESBL ofera date utile pentru

ferme. Acestea sunt motivele pentru care rezistenta la antimicrobiene, de tip
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investigarea relatiei dintre aparitia rezistentei si utilizarea de antimicrobiene in populatiile
de bacterii izolate de la animalele de la care se obtin produse alimentare.

Identificarea fenotipica corecta si monitorizarea antibiorezistentei tulpinilor de E.
coli sintetizatoare de beta-lactamaze cu spectru extins (ESBL) din continutul intestinal de
la animalele sanatoase producatoare de alimente ofera informatii valoroase despre rezer-
voarele de bacterii rezistente care ar putea fi transferate intre animale dar si intre animale
si oameni. Prin urmare, monitorizarea are relevantd atat pentru sanatatea omului, cat si
pentru cea animala.

In ultimul deceniu, la nivel international, exista un interes din ce In ce mai mare
pentru studiul circulatiei microorganismelor intre animale i om, precum si asupra impli-
catiilor rezistentei acestora la antimicrobiene.

Scopul acestui studiu a fost de a investiga si caracteriza E. coli sintetizatoare de
beta-lactamaze cu spectru extins (ESBL) de la porci si ingrijitorii din ferme ce au utilizat
sau nu anterior cefalosporine. Prezentul studiu si-a propus sa evalueze situatia actuala
privind portajul si potentialul zoonotic al tulpinilor de E. coli sintetizatoare de ESBL, sa
analizeze modelul de rezistentd la antibiotice non-betalactamice pentru unele tulpini E.
coli ESBL pozitive izolate si sa aprecieze gradul de inrudire genetica a tulpinilor de ente-
robacterii ESBL izolate de la porcii abatorizati cu cele izolate de la personalul care lucrea-
74 1n fermele de unde au provenit suinele sacrificate.

Pentru atingerea scopului, s-au stabilit urméatoarele obiective:

- recoltarea probelor de continut cecal de la porcii abatorizati si probe de fecale de la
personalul din ferme;

- prelucrarea microbiologica a probelor prin: preimbogatirea neselectiva, izolarea se-
lectiva a tulpinilor de E. coli prezumtiv ESBL/AmpC (detectia ESBL/AmpC), incadrarea
taxonomica a tulpinilor izolate in urma detectiei ESBL si confirmarea fenotipica a tulpini-
lor de E. coli identificate ca fiind producatoare de ESBL/AmpC;

- caracterizarea rezistentei la antibioticele non-betalactamice pentru izolatele de E.
coli prezumtiv producitoare ESBL/AmpC;

- detectia tipurilor de plasmide pe care se gisesc genele responsabile de codificarea
enzimelor ESBL;

- incadrarea tulpinilor de E. coli in grupuri filogenetice;

- caracterizarea din punct de vedere molecular a tulpinilor de E. coli izolate in urma
screening-ului ESBL, in vederea identificarii principalelor gene ce codificd enzimele beta-
lacatamaza cu spectru extins.
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CAPITOLUL VI. DETECTIA TULPINILOR DE E. COLI PRODU-
CATOARE DE ESBL IZOLATE DE LA PORCINE SI OM

CHAPTER VI.DETECTION OF ESBL PRODUCING E. COLI
STRAINSISOLATED FROM PIGSAND HUMANS

Izolarea tulpinilor de Escherichia coli (E. coli) sintetizatoare de enzime beta-
lactamaze cu spectru extins (ESBL) reprezinta o problema de sandtate publica. Mai mult,
Organizatia Mondiala a Sanatatii (OMS) recunoaste si clasifica aceste tulpini drept agenti
patogeni cu prioritate critica (OMS, 2014).

In plus, enzimele ESBL pot fi insotite de prezenta enzimelor AmpC, care au o
prevalenta in crestere (Concei¢do-Neto s.a., 2017). Aparitia si prevalenta ridicata a enzi-
melor ESBL este asociatd cu utilizarea excesiva de antimicrobiene (AM), (Liebana s.a.,
2006), precum si cu utilizarea necorespunzatoare a cefalosporinelor la animalele de pro-
ductie (Liebana s.a., 2013).

Transmiterea genelor care codifica enzimele ESBL transferabile de la animale la
oameni poate fi realizatd fie prin alimente contaminate, fie prin contact direct (Dohmen
s.a., 2015; Kola s.a., 2012). Cateva studii au semnalat prezenta E. coli sintetizatoare
ESBL, pe de o parte la animalele de productie, in special la porci, pasari de curte libere si
bovine iar pe de alta parte in produsele alimentare din intreaga lume.

6.1 Material si metoda de lucru
6.1.1 Recoltarea probelor

La probele selectate si luate in studiu s-au urmarit factorii de risc epidemiologic
pentru transmiterea E. coli ESBL. De asemenea, criteriile de includere au fost reprezentate
de varsta suinelor (sd nu depaseasca 3-8 luni), greutatea (medii spre mari) si sa nu fi fost
tratate cu antibiotice in decursul vietii. Probele analizate au fost recoltate de la suine sacri-
ficate in trei abatoare din judetele lasi, Botosani si Suceava si de la persoanele care lucrau
in fermele de provenientd a porcinelor, pe parcursul anilor 2016-2018 (fig.6.1) (tabelul
6.1). Au fost recoltate in total 200 probe de continut cecal de la porci sacrificati, cu varsta
cuprinsa intre 3 si 8 luni, precum si 32 probe coprologice de la personalul auxiliar (ingriji-
tori, medici veterinari) cu respectarea conditiilor obligatorii de recoltare sterila. Criteriile
de includere pentru personalul inclus in studiu au fost reprezentate de starea de sanatate,
administrarea anterioara de cefalosporine, expunerea la contactul cu animalele, manipula-
rea antibioticelor pentru porci §i ocupatia anterioara.

Probele au fost prelevate aleatoriu din loturile de sacrificare luate in studiu, in
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pungi sterile, intacte, fara a fi expuse la temperaturi extreme, apoi transportate si prelucra-
te bacteriologic, in timpul cel mai scurt (maxim 48 ore de la prelevare). Colectarea probe-
lor de origine umana s-a realizat cu acordul personalului, respectand regulile de etica, in
paralel cu recoltarea probelor de cecum din unitatile de abatorizare.

Botosani
N
Suceava

=
ey

Fig. 6.1 Identificarea zonelor de recoltare a probelor

Fig. 6.1 Identification of the sample collectionareas

Pe parcursul celor trei ani de studiu (2016-2018) au fost recoltate si analizate 200
probe din 3 unitati de abatorizare: lasi, 68 probe de cecumuri, Botosani, 87 probe si Su-
ceava 45 probe cecale de la suinele abatorizate.

Probele de origine umana au fost recoltate dupa cum urmeaza: 12 probe din ferma
lasi, 10 probe din ferma Botosani si 10 probe din ferma Suceava.

Tabelul 6.1/Table 6.1
Provenienta si numarul de probe recoltate
Origin and number of samples collected

Sursa probelor Anul 2016 Anul 2017 Anul 2018 Total probe
P Nr. probe Nr. probe Nr. probe recoltate
Abator Iasi 22 16 30 68
Abator Botosani 32 25 30 87
Abator Suceava 23 10 12 45
Total probe continut 77 51 7 200
cecal/an

Probe origine umana 12 10 10 32

6.1.2 Detectia tulpinilor de E. coli ESBL/AmpC

Izolarea tulpinilor de E. coli producatoare de ESBL/AmpC din probele de continut
cecal suin s-a realizat conform protocolului de lucru al Laboratorului de Referinta al
Uniunii Europene pentru Rezistenta Antimicrobiand (EURL-AR) (fig. 6.7). Probele
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recoltate au fost procesate in maxim 48 de ore de la recoltare in Laboratorul de
Bacteriologie din cadrul LSVSA Iasi.

Protocolul de lucru pentru probele de cecumuri si coproculturi a urmarit, intr-o
prima etapa, deschiderea aseptica a cecumului (fig. 6.2), preluarea continutului cu o pipeta
si cantarirea a 1+ 0,1g de proba intr-un tub Falcon de 50 ml, steril (fig. 6.3, fig. 6.4).

Fig. 6.2 Deschiderea aseptica a cecumului (original)  Fig. 6.3 Recoltarea de continut cecal (original)
Fig. 6.2 Aseptic opening of the blind (original) Fig. 6.3 Harvesting of cecal content (original)

Ulterior, a urmat etapa de preimbogatire, utilizind 9 ml de apa peptonatd
tamponatd (APT) (Oxoid, Basingstoke, Marea Britanie) addugata peste proba de continut
cecal (fig. 6.5). Tuburile se incubeaza cu dopurile usor desfiletate, in conditii de aerobioza
la 37£1°C timp de 20£2 ore.

Strategia de baza pentru a detecta producatorii ESBL/AmpC este de a folosi drept
indicator o cefalosporina (in cazul nostru cefotaxima) pentru tulpinile de E. coli prezumtiv
sintetizatoare de ESBL/AmpC, apoi sd se observe sinergii intre cefalosporine/acid cla-
vulanic, care sa distingd producdtorii ESBL sau ESBL/AmpC de tulpinile AmpC-
hiperproducitoare.

Cefalosporina ideala pentru a fi utilizatd drept indicator este una la care toate tipu-
rile de ESBL confera rezistenta chiar si atunci cand productia lor este redusa. Prin urmare,
dupéd etapa de preimbogatire, s-a realizat detectia ESBL/AmpC utilizand mediul selectiv
MacConkey (MC) (Oxoid, Basingstoke, Marea Britanie), suplimentat cu cefotaxime
(CTX) (Sigma-Aldrich) si s-a incubat peste noapte la 44°C. Din placile de agar, au fost
selectate trei colonii lactozo pozitive, de organisme producitoare de cefalosporinaza si s-
au dispersat din nou pe MacConkey suplimentat cu cefotaxim (CTX) (Sigma-Aldrich),
apoi s-au incubat la 37+1° C pentru 18-22 ore. Ulterior, se alege una dintre aceste colonii
de E. coli pentru confirmarea speciei prin testele biochimice MIU (mobilitate, indol,
uree)/TSI (glucoza, lactoza, hidrogen sulfurat, gaz) (Oxoid, Basingstoke, UK)(fig. 6.6).
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Fig. 6.4 Cantarirea continutului cecal (original) Fig. 6.5 Adaugare apa peptonata (original
Fig. 6.4 Weighing of the cecal content (original) Fig. 6.5 Adding peptoned water (original)

Fig. 6.6 Colonii (ie E. coli prezumtiv sintetizatoare de ESBL pe agar MacConkey (MC) (Oxoid, Basingstoke,
Marea Britanie) suplimentat cu cefotaxim (CTX) ) (Sigma-Aldrich) si confirmarea prin testele MIU/TSI
(Oxoid, Basingstoke, UK) a izolatelor de E. coli (original).

Fig. 6.6 E. coli colonies presumably producing ESBL on MacConkey (MC) agar supplemented with cefotaxim
(CTX) and confirmation by MIU/TSI tests of E. coli isolates (original)

Protocolul de lucru pentru probele de fecale umane a fost acelasi ca si in cazul
probelor cecale prelevate de la porci, analizate in maxim 24 de ore de la recoltare.

Coloniile care au prezentat morfologia tipica pentru E. coli prezumtiv sintetizatoa-
re de ESBL/AmpC pe mediul MacConkey (MC) (Oxoid, Basingstoke, UK) suplimentat cu
cefotaxim (fig. 6.6), au fost confirmate pe baza proprietatilor biochimice, utilizdnd testul
TSI (tri-sugar-iron agar), testul MIU (mobilitate-indol-uree), (Oxoid, Basingstoke, UK)
(fig. 6.6), testul ONPG, (O-nitrophenyl-b -D-galacto-pyranoside) iar pentru tulpinile atipi-
ce, izolatele indol negative si cele care nu fermenteaza lactoza, sunt identificate suplimen-
tar cu teste Api 20E (bioM¢érieux).

Dupa etapa de detectie a ESBL, s-a realizat confirmarea fenotipica a izolatelor ob-
tinute ca ESBL/AmpC pe baza sinergiei dintre o cefalosporina si cefalosporina potentata
cu acid clavulanic.
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Preimbogatire neselectiva

1 gram confinut cecal -+ %ml apd peptonati tarmponatd
Incubare la 37+1°C, 18-22 h

Izolare selectiva
Dispersie cu ansa de 10pL cultura din apd peptonati
tamponati pe o placi de agar MacConkey suplimentat
cu Ime/L cefotaxime (MOCHCTX)

Incubare la £44440,5°C, 18-22 h

Subcultivare
Trei colonil prezumtive £ coff dezvoltate pe MO+HCTX
dispersate, fiecare, pe cite o placik MCHCTX

Incubare 37+1°C, 18-22 h

Identificare biochimica
Testarea a trei colonii (o colonie / placa MCHCTX )
TSL MIU, ONPG

API20E (pentru tulpini cu caractere biochimice
atipice)
Testarea la antimicrobiene
Panel 1 = EUVSEC (Tabel 1 Decizia 2013/652/EL7)
Panel 2 = EUVSECZ2 (Tabel 4 Decizia 2013/652/EL)

Fig. 6.7 Reprezentarea schematicd a protocolului de lucru utilizat pentru detectia ESBL si incadrarea taxono-
micd a izolatelor obtinute (EURL-AR)
Fig. 6.7 Schematic representation of the working protocol used for ESBL screening and taxonomic classifica-
tion of the isolates obtained (EURL-AR)

6.1.3. Confirmarea fenotipica a izolatelor prezumtiv producitoare de enzime ESBL

Pentru confirmarea fenotipicd a tulpinilor de E. coli producatoare de beta-
lactamaze cu spectru extins s-au folosit metoda microdilutiei in bulion si rezultatele teste-
lor de sinergie dintre acid clavulanic si ceftazidim si/sau a acidului clavulanic si cefota-
xim.

De asemenea, conform literaturii de specialitate, detectia fenotipicd a tulpinilor
producitoare de beta-lacatamaze de tip AmpC se poate realiza prin intermediul unei cefa-
losporine AmpC stabila, asa cum este cefepima.

Pentru o interpretare corectd a rezultatelor, este esentiald identificarea in culturd purd a
speciei bacteriene si o bund cunoastere a valorilor concentratiei minime inhibitorii (MIC)
pentru antibioticele utilizate la detectia ESBL/AmpC.

Valorile concentratiei minime inhibitorii (MIC) obtinute au fost interpretate con-
form valorilor limita epidemiologice ale Comitetului European pentru Testarea Susceptibi-
litatii Antimicrobiene (eucast.org), conform criteriilor stabilite prin Decizia 2013/652/UE,
precum si conform criteriilor EFSA privind fenotipul prezumtiv ESBL/AmpC.
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Concentratiile minime inhibitorii (MIC) (mg/1) au fost determinate utilizand placi
Sensititre (TrekDiagnostic System), respectiv panouri EUVSEC ce contin urmaétoarele
antibiotice: ampicilina (AMP), timociclin (TEM), cefotaxim (CTX), ceftazidim (CAZ),
gentamicind (GEN), sulfametoxazol (SMX), trimetoprim (TMP), ciprofloxacin (CIP), acid
nalidixic (NAL), cloramfenicol (CHL), azitromicind (AZI), tigeciclind (TGC), colistina
(COL) si meropenem (MERO) (fig. 6.8).

Fig. 6.8 Placa EUVSEC, panel 1 de antibiotice (original)
Fig. 6.8 EUVSEC plaque, panel 1 of antibiotics (original)

Izolatele de E. coli beta-lactamaze cu spectru extins (ESBL) obtinute in urma de-
tectiei, dupa ce au fost testat grupul de antimicrobiene mentionate anterior si care s-au do-
vedit a fi rezistente la cefotaxim si/sau ceftazidim si/sau meropenem, au fost testate ulteri-
or cu un al doilea panel antimicrobian, respectiv EUVSEC2 (fig. 6.9). Acest panel include
testul de sinergie cefoxitin (FOX), cefepime (FEP) si clavulanat in combinatie cu cefota-
xim (CTX) si ceftazidim (TAZ) pentru detectia productiei de enzime beta-lactamaze cu
spectru extins (ESBL) si AmpC.

In plus, al doilea panou contine temocilin (TEM), imipenem (IMI), meropenem
(MERO) si ertapenem (ETP) necesare verificarii fenotipice a tulpinilor prezumtiv produ-
catoare de carbapenemaza.

Pentru anumite antibiotice incluse in panoul de antibiotice EUVSEC2, cum ar fi
cefotaxim si ceftazidim, s-a realizat testarea si in panoul suplimentar deoarece, desi majo-
ritatea ESBL confera rezistentd ambilor compusi, unele enzime ESBL conferd in primul
rand rezistentd doar la unul dintre compusi.
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Fig. 6.9. Placa EUVSEC, panel 2 de antibiotice (original)
Fig. 6.9. EUVSEC plaque, panel 2 of antibiotics (original)

De asemenea, a fost prevazuta testarea sinergiei de confirmare, astfel incat sa se
poata identifica fenotipul ESBL. Cefoxitin a fost de asemenea inclus in vederea identifica-
rii fenotipului AmpC. Antibioticele, meropenem, imipenem si ertapenem au fost incluse
pentru a identifica presupusii producitori de carbapenemaza. Eficacitatea temocilinei (6-a-
metoxi-ticarcillin) nu este afectatd de majoritatea enzimelor ESBL si AmpC si aceasta
substanta poate fi utild in special in medicina umana pentru a trata infectiile tractului uri-
nar cauzate de organismele gram-negative producatoare de ESBL (Oteo, 2008; Livermore
si Tulkens, 2009). Susceptibilitatea la temocilind permite o caracterizare fenotipica supli-
mentara a carbapenemazelor. Din rezultatele unor astfel de teste suplimentare este posibil
sd se deduca clasa prezumtiva de enzime beta-lactamaze care sunt responsabile pentru
conferirea profilului fenotipic al rezistentei la cefalosporinele de generatia a treia sau la
meropenem, furnizand informatii epidemiologice suplimentare.

Protocolul de lucru pentru testarea rezistentei la alte clase de antibiotice non-
betalactamice si confirmarea fenotipica a tulpinilor prezumtiv producatoare de ESBL, uti-
lizand cele doua placute EUVSEC, a urmarit:

a) Pregitirea culturii bacteriene: din tulpina bacteriana identificata se efectueaza
culturi pure pe un mediu solid neselectiv (Columbia, suplimentat cu 5% sange de-
fibrinat berbec) si se incubeaza la 37 + 2°C timp de 18-24 ore 1n aerobioza.

b) Pregatirea suspensiei initiale: se preleveaza cu o ansa sterila colonii izolate si se
suspenda intr-un tub cu 4-5 ml de apd demineralizata si purificata sterild. Se omo-
genizeaza bine prin rasturnare repetatd de 8-10 ori a flaconului sau prin utilizarea
unui mixer de tip vortex. Suspensia trebuie sa aiba o concentratie de aproximativ
0,5 McFarland (1,5 x 10.000.000 ufc/ml).

¢) Pregatirea inoculului: se introduce o pipetd monocanal calibrata, setata la volu-

mul de 10pl, cu varful la o adancime de cca 1 cm in suspensia de apd deminerali-
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d)

zatd si se preumple varful pipetei de 1-3 ori inainte de a prelua inoculul. Se preia
un inocul de 10ul din apa demineralizata, prin eliberarea lentd a butonului pipetei,
apoi se asteaptd 1-2 secunde si se retrage varful din lichid atingandu-1 de peretele
tubului pentru a indeparta excesul de lichid. Cei 10ul din apa demineralizata se
inoculeaza intr-un tub cu 11 ml de bulion Muller-Hinton ajustat cationic cu tam-
pon TES (CAMHB). Se omogenizeaza bine prin rasturnarea repetata de minim 8-
10 ori a flaconului.

Inocularea plicii de microtitrare, se face cu ajutorul inoculatorului automat cu
primul set de antimicrobiene, placa EUVSECI. In cazul in care, pe placa EU-
VSECI, s-a constatat rezistenta la cefotaxima sau la ceftazidima sau la merope-
nem pe baza criteriilor de interpretare (valori-limita epidemiologice) (tabelul 6.2)
s-a efectuat testarea la antimicrobiene cu al doilea set de antimicrobiene, placa
EUVSEC2.

Dupa inocularea placilor EUVSEC si EUVSEC 2 cu ajutorul inoculatorului auto-
mat, placile sunt introduse in incubator la 35-37 °C, 18-24 ore. Dupa trecerea tim-
pului de incubare, plicile sunt introduse in sertarul aparatului Biomic (fig. 6.10)
pentru citirea rezultatelor (tabelul 6.3).

Fig. 6.10 Inoculator automat, placile EUVSEC inoculate si aparatul Biomic utilizat pentru citirea MIC
Fig. 6.10. Automatic inoculator, inoculated EUVSEC plates and Biomic device used for MIC reading

Interpretarea rezultatelor privind confirmarea fenotipului (ESBL; ESBL/AmpC;

AmpC) izolatelor de E. coli s-a realizat in conformitate cu recomandarile EFSA, astfel:

fenotipul ESBL se caracterizeaza prin sinergismul pozitiv dintre cefalosporina
(cefotaxim si/sau ceftazidim) si cefalosporina potentatd cu acid clavulanic, cu sen-
sibilitate la cefoxitin;

fenotipul ESBL/AmpC se caracterizeaza prin sinergismul dintre cefalosporina
(cefotaxim sau ceftazidim) si cefalosporina potentata cu acid clavulanic si rezis-
tenta la cefoxitin;

fenotipul AmpC se caracterizeaza prin sinergie negativa dintre cefalosporina
(cefotaxim si/sau ceftazidim) si cefalosporina potentatd cu acid clavulanic, rezis-
tenta la cefoxitin.
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Prezenta doar a fenotipului AmpC in cadrul unui izolat nu exclude complet lipsa en-
zimelor ESBL, deoarece de multe ori fenotipul AmpC ascunde din punct de vedere fenoti-
pic prezenta enzimelor ESBL.

Pentru identificarea definitiva a beta-lactamazelor cu spectru extins si a enzimelor de
tip AmpC se impune testarea prin tehnici de biologie moleculara, de amplificare si secven-
tiere a genelor implicate 1n sinteza acestor enzime.

Tabelul 6.2/Table 6.2

Set de substante antimicrobiene care trebuie incluse in monitorizarea RAM, pragurile EUCAST care indica

rezistenta si intervalele de concentratie testate in cazul Salmonella spp. si E. coli indicator comensal (primul

set) decizia 652/2013

Set of antimicrobial substances tobe included in RAM monitoring, EUCAST thresholds indicating resistance
and concentration rangestested for Sa/monella spp. and E. coli commensal indicator (first set) decizia

652/2013
Praguri de interpretare a RAM Intervale de con-
(mg/l) centratii (mg/1)
Antimicrobian Specie Valoare care indici (Numirul de
ECOFF rezistenta clinica godeuri intre
(a) (b) paranteze)

Ampicilind Salmonella >8 >8 1-64 (7)
E. coli >8 >8

Cefotaxima Salmonella >0,5 >2 0,25-4 (5)
E. coli > 0,25 >2

Ceftazidima Salmonella >2 >4 0,5-8 (5)
E. coli >0,5 >4

Meropenem Salmonella >0,125 > 8 0,03-16 (10)
E. coli >0,125 >8

Acid nalidixic Salmonella > 16 NA 4-128 (6)
E. coli >16 NA

Ciprofloxacin Salmonella > 0,064 >1 0,015-8 (10)
E. coli > 0,064 >1

Tetraciclina Salmonella >8 NA 2-64 (6)
E. coli >8 NA

Colistin Salmonella >2 >2 1-16 (5)
E. coli >2 >2

Gentamicina Salmonella >2 >4 0,5-32 (7)
E. coli >2 >4

Trimetoprim Salmonella >2 >4 0,25-32 (8)
E. coli >2 >4

Sulfametoxazol Salmonella NA NA 8-1 024 (8)
E. coli > 64 NA

Cloramfenicol Salmonella >16 >8 8-128 (5)
E. coli >16 >8
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Praguri de interpretare a RAM Intervale de con-

(mg/1) centratii (mg/l)

Antimicrobian Specie ECOFF Valoare care indica (Numarul de

(2) rezistenta clinica godeuri intre

(b) paranteze)

Azitromicina Salmonella NA NA 2-64 (6
E. coli NA NA

Tigeciclind Salmonella >1(¥%) >2 (%) 0,25-8 (6)
E. coli >1 >2

(a) Valori-limita epidemiologice EUCAST.
(b) Valori EUCAST care indica rezistenta clinica.
(*) Date EUCAST disponibile pentru Salmonella Enteritidis, Typhimurium, Typhi si Paratyphi. NA: nu este

disponibil.

Tabelul 6.3/ Table 6.3

Set de substante antimicrobiene, valorile-limita epidemiologice EUCAST (ECOFF) si valorile care indica
rezistenta clinica, precum si intervalele de concentratie care trebuie utilizate doar pentru testarea izolatelor de
Salmonella spp.si E. coli indicator comensal rezistente la cefotaxima sau ceftazidima sau meropenem — (al
doilea set) Decizia 652/2013/UE
Set of antimicrobial substances, EUCAST epidemiological limit values (ECOFF) and clinical resistance valu-
es, as well as the concentration ranges tobeused only for testing Salmonella spp. si E. coli isolates commensal

indicator sheets resistantto cefotaxime or ceftazidime or meropenem - (second set) Decizia 652/2013/UE

Antimicrobian Specie Praguri de interpretare a RAM | Intervale de
(mg/l) concentratii
(mg/l) (Numa-
ECOFF ( a) Valoare care indicd | rul de godeuri
rezistentd clinicd( b) | intre paranteze)
Cefoxitina Salmonella >8 NA 0,5-64 (8)
E. coli >8 NA
Cefepima Salmonella NA NA 0,06-32 (10)
E. coli >0,125 >4
Cefotaxima + acid | Sal/monella NA (*%) NA (**) 0,06-64 (11)
clavulanic (*) E. coli NA (**) NA (**)
Cefotaxima + acid | Salmonella NA (**) NA (*%) 0,125-128(11)
clavulanic (*) E. coli NA (**) NA (**)
Meropenem Salmonella >0,125 >8 0,03-16 (10)
E. coli >0,125 > 8
Temocilina Salmonella NA NA 0,5-64 (8)
E. coli NA NA
Imipenem Salmonella >1 > 8 0,12-16 (8)
E. coli >0,5 >8
Ertapenem Salmonella > 0,06 >1 0,015-2 (8)
E. coli > 0,06 > 1
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Antimicrobian Specie Praguri de interpretare a RAM Intervale de
(mg/l) concentratii

(mg/1) (Numé-
rul de godeuri
intre paranteze)

Valoare care indica
ECOFF (2) rezistenta clinica ( b)
Cefotaxima Salmonella >0,5 >2 0,25-64 (9)
E. coli >0,25 >2
Ceftazidima Salmonella >2 >4 0,25-128 (10)
E. coli >0,5 >4

(a) Valori-limita epidemiologice EUCAST.

('b) Valori EUCAST care indica rezistenta clinica. NA: nu este disponibil.

(*) 4 mg/1 acid clavulanic.

(**) Valorile se compara cu valorile pentru cefotaxima si ceftazidima si se interpreteaza conform orientarilor
CLSI sau EUCAST privind testele de sinergie.

6.1.4. Determinarea paternului de rezistenta la alte clase de antibiotice a tulpinilor
prezumtiv sintetizatoare ESBL

Tulpinile de E. coli sintetizatoare de beta-lactamaze (ESBL), izolate din produsele
alimentare, sunt mult mai reduse fatd de cele transmise de la animalele de ferma la om.
Existad o diseminare limitatd a genelor ESBL sau AmpC plasmidice la oameni sanatosi sau
la pacienti prin transferul orizontal de gene (Borjesson s.a., 2016).

Cu toate acestea, aparitia E. coli producatoare de ESBL si/sau AmpC in flora in-
testinald a animalelor nu este de dorit, dar riscul transmiterii orizontale a genelor de rezis-
tentd in populatia umani ar trebui luat in considerare. In mod clar, epidemiologia tulpini-
lor de E. coli sintetizatore ESBL si/sau AmpC izolate de la animale, din alimente sau de la
oameni este complexad, iar monitorizarea ei aduce o contributie semnificativa la datele dis-
ponibile.

Determinarea paternului de rezistenta s-a realizat pe baza antibiogramelor de tip
concentratie minima inhibitorie (CMI), utilizand practic rezultatele obtinute la testarile cu
cele doud placute EUVSEC si EUVSEC2.

6.2. Rezultate si discutii

Acest studiu ofera informatii utile asupra epidemiologiei E. coli prezumtiv produ-
catoare de ESBL/AmpC in fermele de porci. Timp de trei ani consecutivi, 2016, 2017 si
2018, au fost examinate un total de 200 de probe de continut cecal recoltat de la suine aba-
torizate, cu varsta cuprinsa intre 3 si 8 luni. De asemenea, au mai fost examinate i 32 de
probe coprologice recoltate de la personalul auxiliar si Ingrijitori. Prin urmare, au fost pre-
lucrate un total de 232 de probe de origine animala si umana.
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In urma detectiei ESBL efectuati in perioada 2016-2018, din totalul de 232 de
probe prelucrate au fost izolate 123 (53.02%) de tulpini de E. coli prezumtiv ESBL de ori-
gine animala si umana (fig. 6.11).

Total tulpini bacteriene producitoare de ESBL

123
(53.02%)

Total probe analizate Total tulpini bacteriene obtinute
inurma screeningului ESBL

M Total probe analizate O Total tulpini bacteriene objinute in urma screeningului ESBL

Fig. 6.11 Total tulpini prezumtiv producatoare de ESBL
Fig. 6.11 Total presumptive strains producing ESBL

Raportarea rezultatelor detectate, in functie de originea probelor recoltate, a pus in
evidenta urmatoarele:
- din probele de continut cecal prelucrate (n=200) au fost obtinute 118 (59%) tulpini de E.
coli prezumtiv ESBL (fig.6.12);
- In ceea ce priveste cultivarea probelor initiale de origine umana (n=32) pe mediul Mac-
Conkey suplimentat cu cefotaxim (CTX), s-au izolat 5 (15.63%) tulpini de E. coli prezum-
tiv producatoare de beta-lactamaze cu spectru extins (ESBL) (tabelul 6.4; fig. 6.13).

Total tulpini bacteriene de origine animali prezumtiv producitoare de
ESBL

200
180
160
140
120
100 118

(59%)

40
20

Total probe de origine animald Total tulpini bacteriene de origine
analizate animald obtinute in urma
screeningului ESBL

Fig. 6.12 Total tulpini de origine animala prezumtiv producétoare de ESBL
Fig. 6.12 Total strains of animal origin presumably producing ESBL
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Total tulpini bacteriene de origine umana prezumtiv
producatoare de ESBL

5
.{15.53%} '

Total probe de origine umani Total tulpini bacteriene de
analizate origine umani objinute in urma
screeningului ESBL

Fig. 6.13 Total tulpini de origine umana prezumtiv producatoare de ESBL
Fig. 6.13 Total strains of presumed human origin producing ESBL

De asemenea, analiza rezultatelor obtinute ca urmare a testarii probelor de origine
animald pentru toata perioada luata in calcul, n functie de judetul de unde au fost recolta-
te, a evidentiat cd procentul de tulpini E. coli prezumtiv producatoare de ESBL este cu-
prins intre 51-70, dupa cum urmeaza: pentru Botosani, 51.72% (45/87), pentru Suceava,
55.56% (25/45 ), iar pentru lasi 70.59% (48/68) (tabelul 6.4). Pentru probele de origine
umana, din cele 5 tulpini de E. coli sintetizatoare de ESBL/AmpC izolate, 2 au provenit de
la ingrijitorii din judetul Iasi si 3 de la personalul auxiliar din Botosani.

Tabelul 6.4/Table 6.4
Centralizarea rezultate obtinute in urma detectiei ESBL/AmpC la abatoarele din Iasi, Botosani si
Suceava in perioada 2016-2018
Centralization of ESBL / AmpC screening results at slaughter houses in Iasi,
Botosani and Suceava during 2016-2018

Total tulpini
Anul 2016 Anul 2017 Anul 2018 2016+201742018
Sursa probe- Nr. Nr. izolate Nr. Nr. izolate Nr. Nr. izolate Nr. Nr. izolate
lor Pro- E. coli Pro- E. coli Pro- E. coli Pro- E. coli
be (MC+CTX) be (MC+CTX) be (MC+CTX) be (MC+CTX)
(n) * (n) * (m) * (m) *
Abator IS* 21 3 16 16 31 29 68 48
Abator BT* 35 20 23 13 29 12 87 45
Abator SV* 21 3 12 10 12 12 45 25
Total tulpini
E. coli de 77 26 51 39 72 53 200 18
origine ani-
mala
Total tulpini
E. coli de 12 2 10 3 10 0 32 5
origine uma-
na

*IS- Tasi; BT- Botosani; SV- Suceava; MC+CTX- MacConkey suplimentat cu cefotaxim (CTX)
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Confirmarea fenotipicd a tulpinilor prezumtiv producétoare de beta-lactamaze cu
spectru extins (ESBL) s-a realizat prin testul de sinergie intre cefotaxim si/sau ceftazidim
si aceleasi cefalosporine potentate cu acid clavulanic. Pentru izolatele de E. coli
ESBL/AmpC, impreuna cu testul de sinergie, descris anterior, s-a evaluat §i rezistenta la
cefoxitin (FOX) si cefepim (FEP).

Tabelul 6.5/ Table 6.5

Fenotipurile confirmate la izolatele de E. coli cultivate pe mediul MC+CTX"
Phenotypes confirmed in E. coli isolates cultivated on MC + CTX* medium

.. Nr. Tul- Fenotip
Sursa tulpinilor . — — -
. pini izo- Nr. tulpini Nr. tulpini E. coli .. .
de E. coli . . . Nr. tulpini E. coli feno-
irolate pe late pe E. coli fenotip fenotip tio AmpC
e CT‘;(* MC+CT  ESBL (2016 ESBL+AmpC o1 6£ ol 7p+2 o1s)
X +2017+2018) (2016+2017+2018)
Total tulpini E. 118
coli de origine 77 5 36
animala
Total Tulpini
E. coli de ori- > 3 ! !
gine umana

*MC+CTX- MacConkey suplimentat cu cefotaxim (CTX)

Rezultatele obtinute sunt sintetizate in tabelul 6.5 si au confirmat fenotipic ca 100
% din izolatele de E. coli identificate in urma detectiei sunt prezumtiv producatoare de
ESBL si/sau AmpC. Centralizarea rezultatelor la testul de sinergie realizat cu cea de a do-
ua placda EUVSEC?2 a generat urmatorul set de date: din cele 118 izolate de E. coli de ori-
gine animald obtinute in urma screening-ului ESBL/AmpC, majoritatea au prezentat feno-
tip ESBL, 77/118 (65.25%), ESBL+AmpC, 5/118 (4.23%) si 36/118 (30.50%) au prezen-
tat fenotip AmpC (tabelul 6.5; fig. 6.14).

FENOTIPURILE IDENTIFICATE LA TULPINILE DE ORIGINE
ANIMALA

36
(30.51%

5
(4.24%)

77
(65.25%)

mFenotip ESBL W Feenotip ESBL+ AmpC  ® Fenotip AmpC

Fig.6.14 Fenotipuri confirmate la izolatele de E. coli de origine animala izolate pe mediul MC+CTX
Fig. 6.14 Phenotypes confirmed in E. coli isolates of animal origin isolated on MC + CTX medium
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FENOTIPURILE IDENTIFICATE LA TULPINILE DE ORIGINE
UMANA

1

- IZ(I%)
1

(20%)

@Fenotip ESBL  LiFeenotip ESBL+ AmpC 1 Fenotip AmpC

Fig. 6.15 Fenotipuri identificate la tulpinile de E. coli de origine umana izolate pe mediul MC+CTX
Fig. 6.15 Phenotypes identified in E. coli strains of human origin isolated on MC + CTX medium

Pentru cele 5 izolate de origine umand obtinute In urma detectiei ESBL/AmpC,
majoritar a fost fenotipul ESBL 3/5 (60%), urmat de fenotipul ESBL+AmpC 1/5 (20%) si
AmpC 1/5 (20%).(tabelul 6.5; fig. 6.15).

Toate tulpinile (n=123), atat de origine animala cat si umana, izolate in urma de-
tectieci ESBL/AmpC au fost confirmate fenotipic ca fiind prezumtiv producatoare de
ESBL/AmpC.

Pentru porcine, portajul fecal cu tulpini de E. coli producatoare de enzime ESBL
prezinta diferente geografice mari, cu proportii ce variaza intre 15,2% in Elvetia (probe
cecale) si 23,4% 1n Marea Britanie (probe cecale) sau 49% in Portugalia (probe fecale)
(Geser s.a., 2011; Ramos s.a., 2013; Randall s.a., 2014).

Pentru anul 2015, conform Centrului European de Prevenire si Control al Bolilor
( ECDC/EFSA/EMA, 2017), in Romania procentul de izolate E. coli ESBL a fost de 46,6 -
peste media europeand, de 31,9%. Cea mai mare prevalentd a fost Inregistrata in Spania,
de 81,5% iar la polul opus se situeaza Finlanda, cu un procent de doar 0,3 %.

Prevalenta tulpinilor de E. coli sintetizatoare de AmpC in Romania, prezinta, un
trend ascendent, de 11,5% fatd de media europeand, care este de 9,7%. (efsa.europa.eu).

in Belgia, studiul realizat de Van Damme s.a. (2017), a pus in evidentd prezenta
tulpinilor de E. coli ESBL/AmpC pozitive in 75% din probele de fecale si in 47% din pro-
bele de amigdale recoltate la sacrificarea porcilor.

In tabelul 6.6, fenotipul predominant atat pentru tulpinile de origine animal, cat si
pentru cele de origine umana, este de tip ESBL iar prevalenta obtinuta se incadreaza in
intervalele mentionate anterior in alte studii realizate in Europa.

De asemenea, diferentele mari dintre zone din Europa pot fi justificate prin politica
fiecdrei tari privind administrarea antibioticelor la animalele de renta. in unele tari, pre-
cum Olanda, in urma prevalentelor crescute inregistrate, incepand din ianuarie 2013, vete-
rinarii au fost obligati din punct de vedere legal sa limiteze utilizarea cefalosporinelor de
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generatia a treia i a patra si a fluoroquinolonelor doar in infectii confirmate prin examene

bacteriologice si teste de susceptibilitate (Sda, 2013).

Tinand cont ca porecii, si ulterior carnea de porc, contribuie la raspandirea zoonoti-
ca a tulpinilor de E. coli ESBL/AmpC (Carmo s.a., 2014; Evers s.a., 2017; Lazarus s.a.,
2015), aceste tulpini de ESBL/AmpC pot fi izolate din tractul gastrointestinal uman timp
de pana la 5 ani (Brolund, 2014), astfel sunt necesare strategii de interventie pentru a re-
duce prezenta acestor izolate pe carcasele de porci si pentru a reduce expunerea oamenilor
la tulpinile de E. coli producatoare de ESBL/AmpC.

realizat pentru Intreaga colectie bacteriana (n=123 de izolate de E. coli) confirmata fenoti-
pic ca fiind ESBL/AmpC.

Valorile concentratiei minime inhibitorii (CMI) obtinute in urma realizarii antibio-
gramelor au fost interpretate conform valorilor limita epidemiologice ale Comitetului Eu-
stabilite prin Decizia 2013/652 / UE.

Monitorizarea si caracterizarea fenotipica a rezistentei la antibioticele non-beta-
lactamice si beta-lactamice a izolatelor prezumtiv sintetizatoare de ESBL si/sau AmpC,
furnizeaza informatii epidemiologice utile asupra rezervoarelor diferitelor paternuri de
rezistentd ale suselor de E. coli ESBL/AmpC prezente la animale de renta si ingrijitori.

In tabelul 6.6, sunt sintetizate rezultatele referitoare la numarul de tulpini ce au
fost considerate rezistente/sensibile la diverse categorii antimicrobiene: Peniciline (Beta-
lactamine), Carbapeneme (Beta-lactamine), Aminoglicozide, Sulfamide, Fluoroquinolone,
Fenicoli, Macrolide, Glicilcicline, Polipeptide ciclice.

Tabelul 6.6/ Table 6.6
Sinteza rezultatelor referitoare la numarul de tulpini ce au fost considerate rezistente/sensibile la diverse cate-
gorii antimicrobiene beta-lactamice/non-beta-lactamice
Summary of the results regarding the number of strains that were considered resistant / sensitive to variousanti
microbial categories beta-lactam/non-beta-lactam

Tulpini sensibile Tulpini rezistente
Categoria antimicro- o Nr. izo-
biani Antibiotic late de Nr. izolate Nr. izolate de Nr. izolate
origine umane origine animala umane
animala
Peniciline ampicilina 0 0 118 5
(Beta-lactamine) temocilina 118 5 0 0
Carb meropenem 118 5 0 0
arbapeneme
P . imipenem 118 5 0 0
(Beta-lactamine)
ertapenem 118 5 0 0
Aminoglicozide gentamicina 63 4 55 1
Sulfamide sulfametoxazol 22 2 96 3
trimetoprim 42 3 76 2
. ciprofloxacin 52 2 66 3
Fluorochinolone
acid nalidixic 44 2 74 3
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Tulpini sensibile Tulpini rezistente
Categoria antimicro- e . N izo- . . .
biani Antibiotic late de Nr. izolate Nr. izolate de Nr. izolate
origine umane origine animald umane
animala
Fenicoli cloramfenicol 62 4 56 1
Macrolide azitromicina 82 5 36 0
Glicilcicline tigeciclina 118 5 0 0
Polipeptideciclice colistin 115 5 3 0

In urma investigatiilor realizate cu scopul de a stabili gradul de rezisten-
td/sensibilitate la alte clase de antibiotice pentru tulpinile confirmate fenotipic ca produca-
toare de ESBL/AmpC, s-a observat ca nivelul de rezistenta atit pentru izolatele de origine
animald, cat gi pentru cele de origine umana este crescut pentru antibioticele din clasele:
beta-lactamine (100% rezistenta la ampicilind), sulfonamide (rezistenta la sulfamethoxa-
zole 96/118 (81.36%) si 76/118 (64.41%) la trimethoprim (fig. 6.17); respectiv pentru izo-
latele umane 3/5 (60%) rezistenta la sulfamethoxazole si 2/5 (40%) la trimethoprim
(fig.6.18).

In ce priveste categoria Fluoroquinolonelor, raportarea arati ca nivelul de rezisten-
ta la ciprofloxacin si acidul nalidixic a fost peste 50%, astfel cd din numarul total de tul-
pini de origine animala testate, 66/118 (55.93%) au fost rezistente la ciprofloxacin iar pen-
tru acidul nalidixic (NAL) 74/118 (62.71%) tulpini au fost rezistente. Dintre izolatele de
origine umana, atat pentru ciprofloxacin, cat si pentru acidul nalidixic, s-au inregistrat 3/5
(60%) tulpini rezistente.

Dupa cum era de asteptat, cele mai multe izolate rezistente la ciprofloxacind au
fost rezistente si la acidul nalidixic, atunci cand s-a utilizat ECOFF ca praguri interpretati-
ve ale rezistentei. Existd o corelatie, frecvent intalnitd intre cele doud fluorochinolone (ci-
profloxacin si acidul nalidixic): daca ciprofloxacinul este rezistent, iar acidul nalidixic este
sensibil pe placa testati, se considerd a fi un fenotip rar. In urma testarii s-au obtinut 2/118
astfel de tulpini de origine animala cu fenotip rar.

Pentru tulpinile de origine animald s-a inregistrat o rezistenta crescutd la gentami-
cind (aminoglicozide) si scdzuta la colistin (Polipeptideciclice), respectiv = 55/118
(46.61%) izolate rezistente la gentamicind si 3/118 (2.54%) izolate la colistin. Degi numa-
rul de tulpini rezistente la colistin este mic, rezultatele obtinute fenotipic sugereaza practic
administrarea acestui antibiotic in fermele de porcine. Colistinul este antibiotic de ultima
linie utilizat in terapia infectiilor bacteriene multidrog rezistente de origine umana. Desco-
perirea genelor mer-1, mer-2, mer-3 a schimbat complet optica asupra rezistentei antimi-
crobiene. Aceste gene favorizeaza transmiterea rezistentei mediata plasmidic la colistin si
practic raspandirea cu rapiditate si pe scard larga a acesteia.

Colistinul trebuie sa raména antibiotic de rezerva pentru medicina umand si in
acest sens utilizarea colistinului la porcine ca promotor de crestere si in scopuri profilacti-
ce ar trebui interzisa iar implementarea masurilor durabile in fermele de porci pentru pre-
venirea infectiilor microbiene ar trebui sa fie incurajata si finantatd in mod activ. Cerceta-
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rea stiintifica privind rezistenta antimicrobiana la porcine ar trebui Incurajata pentru a ge-

nera date care sa ajute la reducerea exacerbarii rezistentei la colistin la porci si in gunoiul
de grajd. De asemenea, trasarea unor directii care sd asigure o utilizare terapeutica judici-
o0asa a colistinului in ferme este de o importanta cruciala.

Pentru tulpinile de origine umana, a fost raportata o singura tulpina rezistenta la
gentamicind si toate cele 5 izolate analizate au fost sensibile la colistin.

Rezistenta la azitromicind a izolatelor de origine animala a fost, In general, scazuta
36/118 (30.50%) in timp ce la cloramfenicol a fost inregistrata o rezistentd medie 56/118
(47.46%). Pentru izolatele de origine umana nu au fost raportate tulpini rezistente la azi-
tromicina iar la cloramfenicol o singura tulpina a fost rezistenta.

Pentru grupa glicilcicline, ce contine tigeciclina nu s-a inregistrat rezistenta, toate
metoda poate fi influentatd de oxidarea reactivilor de testare. Au fost descrise mai multe
mecanisme de rezistentd la tigeciclina a Enterobacteriaceaelor si acestea includ: activita-
tea crescutd a pompelor de eflux (AcrAB), mutatia proteinei ribozomale S10 si modifica-
rea sistemului Mla implicat in transportul fosfolipidelor in membranele celulare (He s.a.,
2016).

Toate tulpinile analizate, atat de origine animala, cat si cele de origine umana, au
fost sensibile la grupa Carbapenemelor (meropenem, ertapenem, imipenem), ceea ce in-
seamnd ca fenotipic aceste tulpini nu produc enzime carbapenemaze care confera rezisten-
ta la aceasta grupa de antibiotice. De asemenea, rezultatele noastre sunt in conformitate cu
literatura de specialitate care mentioneazd cd tulpinile producatoare de enzime
ESBL/AmpC sunt sensibile la carbapeneme.

Toate izolatele de origine umana si animala au fost sensibile la timociclin, antibio-
tic din clasa penicilinelor (Beta-lactamine) care este utilizat in tratarea infectiilor determi-
nate de bacterii producatoare de beta-lactamaze.

Conform lui Magiorakos si col., o tulpina bacteriana ce prezintd rezistenta la anti-
bioticele din cel putin 3 clase diferite este consideratd a fi multidrog-rezistenta (Ma-
giorakos s.a., 2012). Atat izolatele prezumtiv ESBL/AmpC, de origine animald, cat si cele
de origine umana, sunt asociate cu rezistenta la Peniciline, Fluoroquinolone si Sulfonami-
de. Prin urmare, coreland criteriile mentionate de Magiorakos, cu rezultatele obtinute de
noi, s-a observat ca 55/118 (46.61%) tulpini de origine animala sunt cu rezistenta multipla
la antibiotice (RMA si 2/5 (40%) de origine umana.

La nivelul UE, exista un foarte mare interes 1n ceea ce priveste studiul rezistentei
la antimicrobiene a unor specii bacteriene cu caracter zoonotic, printre care si E. coli.
Reteaua europeand de supraveghere a consumului de antimicrobiene (ESAC-Net) a rapor-
tat, Tn 2015, faptul cad Romania s-a situat pe locul doi in ceea ce priveste consumul de an-
tibacteriene de uz sistemic.

Centrul European de Prevenire si Control al Bolilor si EFSA supravegheaza perio-
dic gradul de utilizare a antibioticelor in medicina veterinard. Raportul intocmit de acestia
in anul 2015 si publicat in 2017, arata ca in Romania au fost izolate tulpini de E. coli cu
rezistentd peste media europeana (fig. 6.16).
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Rezistenta antimicrobiana a izolatelor de origine animala in Europa $i Roméania pe 2015
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Fig. 6.16 Rezistenta antimicrobiand a izolatelor de origine animala in Europa si Romania pe 2015(original)
Fig. 6.16 Antimicrobial resistance of animal isolates in Europe and Romania in 2015(original)

Centrul European de Prevenire si Control al Bolilor si EFSA supravegheaza perio-
dic gradul de utilizare a antibioticelor in medicina veterinara. Raportul intocmit de acestia
in anul 2015 si publicat in 2017, arata ca in Romania au fost izolate tulpini de E. coli cu
rezistenta peste media europeana (fig. 6.16).

Rezultatele obtinute de noi pentru izolatele de origine animald si umana sunt in
concordanti cu literatura de specialitate si, mai mult decat atat, ele sunt coroborate cu sta-
tisticile privind clasele de antibiotice ce sunt utilizate cel mai frecvent in Romania In me-
dicina veterinarad. Conform raportului European Medicines Agency (EMA), in anul 2016
exista un nivel ridicat de consum pentru antibioticele din clasele beta-lactamine, sulfo-
namide si aminoglicozide (European Medicine Agency, 2016).

Caracterizarea rezistentel/ sensibilititii la antibiotice a izolatelor de origine animali
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Fig. 6.17 Characterization of antibiotic resistance / sensitivity of animal isolates
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Caracterizarea rezistentei/sensibilitiitii la antibiotice a izolatelor de origine umani

(]._:

0
SMX TMP CIP NAL GEN CHL AZI TGC COL IMI \1LR ETP AMP TME

m Tulpini sensibile 2 3 2 2 4 4 5 5 5 ] 5 5 0 5
Tulpini rezistente = 3 2 3 3 1 1 0 0 0 0 0 0 5 0

Flg. 6.18 Characterization of antlblotlc res1stance / sensitivity of isolates of human origin

6.3.Concluzii partiale

1.

In urma prelucririi probelor de origine animali, au fost izolate 118/200 (59%)
tulpini de E. coli prezumtiv sintetizatoare ESBL/AmpC, procent care situeaza Roma-
nia peste media europeana (31,9 %).

La tulpinile de origine umana, in urma detectiei ESBL/AmpC, au fost identificate
5/32 (15.62%) izolate de E. coli prezumtiv sintetizatoare ESBL/AmpC.

Toate tulpinile (de origine umana si animald) identificate pe mediul specific, agar
MacConkey suplimentat cu cefotaxim (MC+CTX), au fost confirmate fenotipic ca fi-
ind ESBL/AmpC.

Indiferent de originea probei, fenotipul de rezistentd majoritar identificat a fost cel
ESBL, cu 77/118 (65.25%) pentru izolatele de origine animald, respectiv 3/5 (60%)
pentru izolatele umane.

Prevalenta crescuta, de 59%, a tulpinilor de E. coli producatoare ESBL/AmpC
provenite de la suinele abatorizate, sugereaza ca utilizarea intensa si inadecvati a cefa-
losporinelor in productia animalierd favorizeaza sau poate fi asociatd cu aparitia aces-
tor tulpini la animale. De asemenea, prin intermediul alimentelor (crude sau insufici-
ent preparate termic) sau prin contactul direct, existd posibilitatea de transmitere a
acestor tulpini de la animale la om.

Desi numarul de tulpini rezistente la colistin este mic, rezultatele obtinute in urma
caracterizarii fenotipice sugereaza, practic, administrarea in continuare a acestui anti-
biotic in fermele de porcine. In acest context, trasarea unor directii care sa asigure o
utilizare terapeutica judicioasa a colistinului in ferme este de o importanta cruciala.
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CAPITOLUL 7. CARACTERIZAREA SUBSTRATULUI MOLECU-
LAR AL TULPINILOR DE E. COLI ESBL POZITIVE I1ZOLATE DE
LA PORCI ABATORIZATI SI PERSONAL DIN FERME

CHAPTER 7. CHARACTERIZATION OF THE MOLECULAR SUB-
STRATE OF E. COLL ESBL POSITIVE ISOLATED FROM ABA-
TORIZED PIGS AND FARM STAFF

7.1 Material si metoda de lucru

In urma analizei fenotipice, tulpinile de E. coli sintetizatoare ESBL/AmpC (118
de origine animala si 5 de origine umana) izolate din trei judete (Iasi, Botosani si Suceava)
in perioada 2016-2018, au fost supuse analizei prin PCR. Scopul acestei etape a fost de a
caracteriza din punct de vedere molecular tulpinile de E. coli ESBL/AmpC izolate in urma
detectiei ESBL. Astfel, sunt descrise tehnici PCR folosite pentru identificarea principale-
lor gene ce codificd enzimele ESBL/AmpC, identificarea altor markeri genetici asociati cu
rezistenta mediatd plasmidic la fluroquinolone sau colistin si incadrarea izolatelor de E.
coli in principalele grupuri filogenetice.

Extractia ADN-ului bacterian din tulpinile izolate.

Prima etapd de lucru a fost extractia ADN-ului bacterian prin tehnica ,,boiled
preps”. Aceastd etapd are acelasi protocol de lucru pentru toate tulpinile confirmate feno-
tipic. Tehnica presupune recoltarea a 3-5 colonii de E. coli prezumtiv sintetizatoare de
ESBL/AmpC de pe mediul Agar Columbia sange (Oxoid) si suspendarea lor intr-un milili-
tru de apa ultrapura.

Fig. 7.1 Extractia ADN-ului bacterian prin metoda ,,boiled preps” (original)
Fig. 7.1 Extraction of bacterial DNA bythe “boiled preps” method (original)
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Dupa omogenizarea culturii, urmatoarea etapa implicd mentinerea timp de 10 mi-

nute pe termomixer, la o temperaturd de 90°C, dupa care centrifugarea pentru 2 minute la
10.000 de rotatii/minut. in urma centrifugarii s-au extras 0,9 ml supernatant pentru fiecare
tulpina. (fig. 7.1)

Markerii genetici au fost identificati prin metoda PCR clasic, respectind protoco-
lul de lucru pentru fiecare gena.

7.1.1 Identificarea principalelor gene ce codifica enzimele ESBL

Beta-lactamazele cu spectru extins (ESBL) sunt frecvent mediate de genele
blacrx-wm, blatem, blasuy s blaoxa iar pentru identificarea lor au fost dezvoltate numeroase
metode de detectie moleculara, bazate pe teste PCR.

Identificarea substratului genetic al beta-lactamazelor cu spectru extins (ESBL) a
avut la baza identificarea prin PCR a principalelor gene de rezistentd blacrx-m. Enzimele
ESBL de tipul CTX-M au fost clasificate in 5 grupuri principale: CTX-M-1, CTX-M-2,
CTX-M-8, CTX-M-9 si CTX-M-25. Cercetdrile noastre s-au bazat pe identificarea genelor
ce codificd enzimele din cele doud grupuri mai frecvent intalnite, CTX-M-1 si CTX-M-9.

De asemeni, protocolul de lucru a urmarit si identificarea genelor blarem , blasuv si
blaoxa ce codifica enzimele beta-lactamaze cu spectru extins.

Detectia genelor blatewm, blasnv si blaoxa s-a realizat prin PCR multiplex, iar rezul-
tatele obtinute au fost confirmate ulterior prin PCR simplex, pentru fiecare gena in parte.

Testul PCR clasic pentru identificarea CTX-M.

Materialele folosite au fost:
- Kit MyTaq™HSRedMix (Bioline), mix utilizat pentru PCR multiplex;

- —
Fig. 7.2 Kit MyTaq™HSRedMix (Bioline (original)
Fig. 7.2 Kit MyTaq™HSRedMix (Bioline (original)

- primerii specifici pentru fiecare gena, reconstituiti conform fisei tehnice si redati
schematic in tabelul 7.1.
Toti reactivii au fost scosi de la congelator si depozitati pe gheatd pana la utiliza-
re. Inainte de utilizare au fost vortexati, apoi centrifugati.
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Tabelul 7.1/ Tabele 7.1
Primerii utilizati pentru identificarea celor mai importante gene ce codifica enzimele CTX-M, TEM, SHV,

OXA
Primers used to identify the most important genes encoding the enzymes CTX-M, TEM, SHV, OXA
Gena Primeri Marimea Referinte
ampliconulu
(bp)
blacmear: | CTX-MUL: ATGTGCAGYACCAGTAARGTKATGGC. 503
CTX-MU2: TGGGTRAARTARGTSACCAGAAYCAGCGG
blacman | CTX-M-1FATGGTTAAAAAATCACTGCG 876 Wedley s.a., 2011
CTX-M-1R: TTACAAACCGTCGGTGAC
blacress | CTX-M-9F: ATGGTGACAAAGAGAGTGCAAC 876
CTX-M-9R : TTACAGCCCTTCGGCGATG
blaze MultiTSO-T_for: CATTTCCGTGTCGCCCTTATTC 800
MultiTSO-T_rev: CGTTCATCCATAGTTGCCTGAC
blas MultiTSO-S_for: AGCCGCTTGAGCAAATTAAAC 713 Dallenne s.a.. 2010
MultiTSO-S_rev: ATCCCGCAGATAAATCACCAC
blagr, MultiTSO-O_for: GGCACCAGATTCAACTTTCAAG 564
MultiTSO-O_rev: GACCCCAAGTTTCCTGTAAGTG

Cuplarea ADN-ului bacterian extras cu Master-mixul.

In tuburi Eppendorf s-a amestecat cantitatea de 23l master-mix de reactie si 2pl
ADN bacterian extras, pentru genele blacrx-m.u, blactxm-1, blactx-m.9. Pentru genele bla-
tem, blasuv i blaoxa s-au folosit 45 pul de master-mix de reactie, amestecati cu 5 pl de
ADN bacterian. Omogenizarea amestecurilor a fost facuta prin pipetare pe gheata.

Validarea etapei de cuplare a fost facutad prin introducerea in paralel a unui martor
pozitiv de control al mixului (o probda de ADN certificat pozitiv, extras anterior dintr-un
standard de extractie pozitiv) si al unui martor negativ de control al mixului (apa). Ampli-
ficarea s-a realizat in thermocycler (Bio Rad). (fig. 7.3 )

Fig. 7.3 Etapa de cuplare si amplificare in Icycler (original)
Fig. 7.3 Coupling and amplification stage in Icycler (original)

Tuburile cu amestecul de reactie sunt introduse mai apoi in Icycler, urmand cursul
programului de amplificare.

Temperaturile specifice pentru fiecare etapd PCR sunt redate schematic in tabelul
7.2.
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Tabelul 7.2 /Table 7.2
Parametrii de amplificare prin PCR pentru identificarea genelor ce codifica enzimele beta-lactamaze cu spec-
tru extins

PCR amplification conditions for the identification of genes encoding extended-spectrum beta-lactamaze
enzymes
Gena Conditiile Referinte
94°C- 3 minute
94°C- 60 secunde
CTX-M-U 58°C- 60 secunde Wedley s.a., 2011
72°C- 60 secunde 30
72°C- Sminute

94°C- 3 minute

CTX-M1 94°C- 60 secunde

58°C- 60 secunde 30 Wedley s.a., 2011
CTX-M-9 72°C- 60 secunde

72°C- 7 minute

94°C- 10 minute

Multiplex 94°C- 40 secunde

TEM/SHV/OXA | 60°C- 40 secunde 30 Dallennes.a.,2010
72°C- 60 secunde

72°C- 7 minute

Electroforeza in gel de agaroza.

Gelul de agaroza se prepara (1.5% agaroza in TBE) din 1.35 g agaroza si 90 ml
TBE 1 X (cantitatea este pentru un gel mare). Recipientul cu aceste cantitati a fost intro-
dus 1n cuptorul cu microunde pentru dizolvarea agarozei, timp de 2 min. Solutia obtinutd a
fost racita sub un jet de apa rece, pana la o temperatura de aproximativ 50-60°C, dupa care
s-au adaugat 7.5 microlitri EtBr 10mg/ml. Agaroza obtinuta a fost turnatd imediat in tavifa
de electroforeza, inserata in suportul ,,casting gel” unde sunt fixati pieptenii. S-au eliminat
bulele de aer cu ajutorul unui tips si apoi gelul a fost lasat sd polimerizeze (racirea gelului
si intarirea sa, aproximativ 20 min). Gelul obtinut a fost fixat pe tavita din cuva de electro-
foreza ce contine TBE 1X, dupa care a urmat incarcarea probelor. Godeurile gelului de
agaroza din cuva de electroforezi au fost incarcate cu cate 9ul din amestec de reactie. In
primul godeu a fost incércat markerul molecular.

Dupa terminarea incércarii gelului in cuva de electroforeza, s-a adaugat EtBr
10mg/ml — 12,5ul in tamponul TBE 1X de migrare, in zona anodului. Derularea progra-
mului de electroforeza incepe, doar dupa fixarea capacul aparatului si apoi a parametrilor
sursei la 100 V, 1,5A, timp de 40 min. Dupa terminarea electroforezei, gelul a fost analizat
la UV in aparatul GelDoc (Bio-Rad). (fig.7.4).
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Fig. 7.4 Incarcarea produsilor PCR in gelul de agarozi si analiza in GelDoc (original)
Fig. 7.4 Loading PCR products into agarose gel and GelDoc analysis (original)

Pentru testul PCR, rezultatele de ,,pozitiv” sau ,,negativ”’ s-au stabilit in urma ana-
lizei benzilor specifice obtinute prin electroforeza. Testul s-a considerat validat cand mar-
torii pozitivi (de extractie si mix) au fost confirmati pozitivi, iar martorii negativi (de ex-
tractie si mix) au fost confirmati negativi.

7.1.2 Identificarea principalelor gene AmpC

Principala diferentd dintre enzimele AmpC si ESBL este lipsa de activitate a en-
zimelor AmpC impotriva cefalosporinelor de generatia a patra (de exemplu cefepim) si
incapacitatea de realiza reversia rezistentei utiliznd acidului clavulanic (Woodford s.a.,
2007). Enzimele AmpC beta-lactamaze mediate de plasmide conduc la cresterea rezisten-
tei la cefoxitin dar nu interfereaza cu inhibitorii beta-lactamazei ce ofera rezistenta la car-
bapeneme. (Bush s.a.,1995).

Tulpinile de E. coli produc enzime AmpC beta-lactamaze utilizind doud meca-
nisme. In primul rind, toate tulpinile au gene cromozomiale ce codifici pentru productia
de enzime AmpC (Olsson s.a., 1983). Nivelul acestei productii este strict controlat si se
regdseste la un nivel atat de scazut incat sa nu produci rezistentd detectabild. (Caroff s.a.,
2000). in al doilea rand, tulpinile de E. coli pot dobandi informatia genetica pentru codifi-
carea enzimei AmpC de la alte specii. Plasmidele purtatoare de gene AmpC sunt derivate
de la specii precum Enterobacter sp. si Citrobacter sp.

Prima gena plasmidica ce codifica pentru AmpC a fost caracterizatda de Bauernfe-
ind s.a. (1989), fiind identificata la o tulpind de Klebsiella pneumoniae. Mai térziu, Papa-
nicolaou s.a. (1990) a identificat o gend plasmida numitd MIR-1, profilul de inhibare indi-
cand o enzima beta-lactamaza.

Genele AmpC beta-lactamaze mediate plasmidic reprezintd o noud amenintare la
sanatatea publica, deoarece ele confera rezistenta la cefamicine si nu sunt afectate de inhi-
bitorii de beta-lactamaze. Acest mecanism de rezistenta a fost identificat pe intreg mapa-
mondul, fiind implicat in aparitia de focare nosocomiale si pare sa aiba o prevalenta cu
crestere progresiva.
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Identificarea genelor AmpC beta-lactamaze la tulpinile analizate s-a realizat prin

tehnici de biologie moleculara, prin PCR simplex.
Testul PCR clasic pentru identificarea genei AmpC.
Materialele folosite au fost:
- Kit MyTaq™HSRedMix (Bioline), mix gata de utilizare pentru PCR multiplex;
- primerii specifici pentru gena blacit-m, reconstituiti conform fisgei tehnice: blacir-m:
F: 5°-TGG CCA GAA CTG ACA GGC AAA-3’ si
blacrrm: R: 5’-TTT CTC CTG AAC GTG GCT GGC-3°.
Toti reactivii au fost scosi de la congelator si depozitati pe gheatd pana la utilizare.
Inainte de utilizare au fost vortexati, apoi centrifugati.

Cuplarea ADN-ului bacterian extras cu Master-mixul.

In tuburi Eppendorf de 0,2 ml se pipeteaza cantitatea de 23l mix de reactie si 2ul
ADN bacterian extras pentru gena blacit-v, amestecul omogenizandu-se prin pipetare pe
gheata.

Etapa de cuplare a fost validata prin introducerea in paralel a unui martor pozitiv
de control al mixului (o proba de ADN certificat pozitiv, extras anterior dintr-un standard
de extractie pozitiv) si un martor negativ de control al mixului (apa).

Tuburile cu amestecul de reactie sunt introduse mai apoi in Icycler (Bio Rad), ur-
mand etapa de amplificare, conform tabelului 7.3

Tabelul 7.3/Table 7.3
Parametrii de amplificarea prin PCR pentru identificarea genelor ce codifica enzimele AmpC beta-lactamaze

PCR

Amplification conditions for identification of gene sencoding AmpC beta-lactamaze enzymes
Gena Conditiile Referinte

94°C- 3 minute

94°C- 30 secunde Kao 5.a.,2010
CIT-M 64°C- 30 secunde X25

72°C- 1 minut

72°C- 7 minute

Lungimea ampliconilor obtinuti in urma etapei de electroforeza a fost de 593 pe-
rechi de baze (bp).

7.1.3 Identificarea unor markeri genetici asociati cu rezistenta mediata plasmidic la
Fluoroquinolone/Colistin

Genele qnrA, qnrB si qnrS codifica rezistenta mediatd plasmidic la fluorochinolo-
ne iar mer-1 si mer-2 sunt genele care codifica rezistenta mediata plasmidic la colistin.
Identificarea acestora a fost facuta prin PCR multiplex, iar rezultatele obtinute au
fost confirmate ulterior prin PCR simplex, respectand conditiile de lucru pentru fiecare
gend. Ampliconii obtinuti in urma reactiei PCR au fost cititi prin electroforeza.
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Testul PCR clasic pentru_identificarea gnrA, gnrB, gnrS, mer-1 si mer-2.
Materialele folosite au fost:
0 Kit MyTag™HSRedMix (Bioline), un mix gata de utilizare pentru PCR
multiplex;

O primerii specifici pentru genele fluorochinolone qnrA, qnrB, qnrS (Bioli-
ne), conform tabelulu 7.4;
O primerii specifici pentru genele colistin mcr-1 i mer-2 (Bioline), reconsti-
tuiti conform fisei tehnice.
Toti reactivii, dupa decongelare, sunt depozitati pe gheata pana la utilizare. Inainte
de utilizare au fost vortexati, apoi centrifugati.

Tabelul 7.4/Table 7.4
Primerii utilizati pentru identificarea celor mai importante gene ce codificd rezistenta mediata plasmidic la
Fluoroquinolone si Colistin
Primers used to identify the most important genes encoding plasmid-mediated resistance to Fluoroquinolone
and Colistin

Gena Primeri Mirimea Referinte
ampliconului (bp)

qurA | F:5'- ATTTCTCACGCCAGGATTTG-3’ 516
R:5-GATCGGCAAAGGTTAGGTCA-3’

qurB | F:5-GATCGTGAAAGCCAGAAAGG-3’ 469 Robicsek g.a., 2006
R:5- ACGATGCCTGGTAGTTGTCC-3

qurS | F:5-ACGACATTCGTCAACTGCAA-¥ 417
R:5’-TAAATTGGCACCCTGTAGGC-3’

mer-1 | CLR5-F:5°-CGGTCAGTCCGTTTGTIC-3’ 309 Liuga., 2016
CLR5-R:5-CTIGGTCGGTCTGTAGGG-3’

mer-2 | MCR2-F:5"-TGGTACAGCCCCTTIATT-3 190 Xavier s.a., 2016
MCR2-R:5-GCTTGAGATTGGGTTATGA-3’

Cuplarea ADN-ului bacterian extras cu Master-mixul.

In tuburi Eppendorf de 0,2 ml se pipeteaza cantitatea de 45ul mix de reactie si Sul
ADN bacterian extras pentru genele qnrA, qnrB, qnrS si cantitatea de 23ul amestec de
reactie si 2ul ADN bacterian extras pentru genele mcr-1 si mer-2. Omogenizarea ameste-
cului s-a facut prin pipetare pe gheata.

Etapa de cuplare a fost validata prin introducerea in paralel a unui martor pozitiv
de control al mixului (o proba de ADN certificat pozitiv, extras anterior dintr-un standard
de extractie pozitiv) si un martor negativ de control al mixului (apa).

Tuburile cu amestecul de reactie sunt introduse mai apoi in Icycler (Bio Rad), ur-
mand etapa de amplificare, conform tabelului 7.5.

Benzile specifice obtinute prin amplificarea genomului bacterian au o dimensiune
in concordanta cu tabelul 7.5.
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Tabelul 7.5/Table 7.5
Parametrii de amplificare prin PCR pentru identificarea genelor ce codifica enzimele AmpC beta-lactamaze

PCR
Amplification conditions for identification of genes encoding AmpC beta-lactamaze enzymes
Lungimea
Gena Conditiile ampliconului Referinte
(bp)
Multiplex | 94°C- 10 minute
qnrA, 94°C- 45secunde 516
58°C- 45secunde X30
qnrB, 72°C- 1 m?nut 469 Robicsek s.a.,
72°C- 7 minute 2006
417
qnrS
94°C- 15 minute
94°C-30secunde
mcr-1 58°C- 90secunde X25 309 Liu s.a., 2016
72°C- 60 secunde
72°C- 10 minute
94°C- 2 minute
94°C- 3 minute .
mer-2 | 58°C- 30secunde X33 190 Xav;g;g'a"
72°C- 1 minut
72°C- 10 minute

7.1.4 incadrarea izolatelor de E. coli in principalele grupuri filogenetice

Anumite specii bacteriene prezintd o specificitate a gazdei sau a comportamentu-

lui, limitandu-si ecologia la situatii precise si stereotipuri.

Testul PCR a fost descris de Clermont s.a, in 2000, dar clasificarea si nomencla-
tura grupurilor a fost descrisa ulterior (Branger s.a, 2005).

Primerii pentru cele 3 secvente cautate, conditiile de amplificare si lungimea am-
pliconilor sunt descrise in tabelele 7.6 si 7.7.

Clasificarea grupurilor va fi urmatoarea:

L.

gupa filogenetica A (-/-/),

2. grupa filogenetica B1 (-/1+),
3. grupa filogenetica B2 (+/+/),
4. grupa filogenetica D (+/-).
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Fig. 7.5 Incadrarea in filogrupuri a unei tulpini de E. coli prin utilizarea genelor chuA si yjaA si a fragmentului
de ADN TSPE4.C2. prin amplificare PCR (conform Clermont, 2000)
Fig. 7.5 Classification of an E. coli strain by phylogroups using the chuA and yjaA genes and the TSPE4.C2
DNA fragment. By PCR amplification (according to Clermont, 2000)

Testul PCR clasic pentru identificarea genelor ChuA., YjaA, TspE4.C2.
Materialele folosite au fost:
- Kit MyTagq™HSRedMix (Bioline), un mix gata de utilizare pentru PCR multi-
plex;

- primerii specifici pentru genele ChuA, YjaA si fragmentul de ADN cromozomial
TspE4.C2 (Bioline), reconstituiti corespunzator fisei tehnice, tabel 7.6.

Tabelul 7.6 / Table 7.6
Parametrii de amplificare prin PCR pentru identificarea genelor ChuA, YjaA si a fragmentului de ADN

TspE4.C2

PCR amplification parameters for gene identification ChuA, YjaA and the TspE4.C2 DNA fragment
Gena Conditiile Referinte
o -
Multiplex Zjog gommute;
ChuA, YijaA, | .., ooocoonee
55°C- 30secunde X30 Clermont s.a., 2000
TspE4.C2

72°C- 30secunde
72°C- 7 minute
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Benzile specifice obtinute prin amplificarea genomului bacterian au o dimensiune

potrivit tabelului 7.7.

Tabelul 7.7 / Table 7.7
Lungimea ampliconilor(bp) obtinuti in urma testului PCR
The length of the amplicons (bp) obtained afterthe PCR test

Lungimea Tempera-
. . Secventele de nucleotide . . tura de
Primeri ’ ampliconului L.
5-3 (bp) aliniere
specifica
ChuA.1: 5’-GACGAACCAACGGTCAGGAT-3’
ChuA ChuA.2: 5°-TGCCGCCAGTACCAAAGACA-3’ 279
YjaAl: 5°-TGAAGTGTCAGGAGACGCTG-3’ 550C
YjaA YjaA2: 5’-ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC-3’ 211
TspE4. | TspE4.C2.1: 5°~-GAGTAATGTCGGGGCATTCA-3’
C2 TspE4.C2.2: 5’-CGCGCCAACAAAGTATTACG-3’ 152

7.2 Rezultate si discutii

7.2.1 Prevalenta tulpinilor E. coli ESBL caracterizate molecular prin genele ce codi-
fica enzimele CTX-M, TEM, SHV si OXA

Primele tulpini de tip beta-lactamaze cu un spectru extins de activitate au aparut
ca urmare a mutatiilor de la nivelul genelor ce codifica enzimele TEM-1 si SHV-1; frec-
vent intdlnite ca enzime native la Enterobacteriaceae. Aceste enzime noi (de exemplu,
SHV-2 si SHV-5) au fost numite beta-lactamaze cu spectru extins datoritd capacitatii lor
de a hidroliza cefalosporinele de generatia a treia, dar nu si cefamicinele. In ultimul dece-
niu, a existat o schimbare semnificativd in ceea ce priveste prevalenta diferitelor tipuri
ESBL, enzimele TEM si SHV fiind in mare parte inlocuite de enzimele CTX-M (Liver-
more s.a., 2007). Cele mai semnificative gene B-lactamazice sunt variante ale CTX-M,
SHV, TEM si OXA, prezenta acestora marind specificitatea substratului impotriva cefta-

zidimei, cefotaximei si ceftriaxonului (Pfeifer s.a., 2010)
Tabelul 7.8 /Table 7.8
Principalele gene identificate la izolatele de E. coli ESBL
The main genes identified in E. coli ESBL isolates

Gena bla Nr de izolate/ grup
Porc n=118 Om n=5
CTX-M-U 72/118 4/5
CTX-M-1 44/72 3/4
CTX-M-9 18/72 0/4
SHV 44/118 1/5
TEM 2/118 0/5
OXA 1/118 0/5
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In vederea diferentierii principalelor gene ce codifici enzimele beta-lactamaze cu
spectru extins au fost analizate, prin tehnica PCR, 123 tulpini de E. coli, din care 118/123
de origine animala si 5/123 de origine umana. S-a urmarit izolarea principalelor gene ce
codifica enzimele ESBL: CTX-M, TEM, SHV si OXA. De asemeni, pentru enzimele co-
date de genele blacrx-m.u, s-a realizat caracterizarea acestora in raport cu doua din cele 5
grupuri principale: CTX-M-1, CTX-M-9.

Procentajul izolatelor bacteriene de origine animali la care au fost identificate
genele ce codifica enzimele ESBL

Tulpini bacteriene
BlaTEM pozitive
1.6%%

=

Tulpini bacteriene
blaOXA pozitive
1 0.84%

Tulpini bacteriene
blaSHV pozitive |__

37.28%

Tulpini bacteriene

blaCTX-M-U pozitive
61%

® Tulpini bacteriene blaCTX-M-U pozitive m Tulpini bacteriene blaSHV pozitive
Tulpini bacteriene blaTEM pozitive B Tulpini bacteriene blaOXA pozitive

Fig.7.6 Principalele gene identificate la tulpinile de E. coli izolate de la porcii abatorizati
Fig. 7.6 The main genes identified in E. coli strains isolated from slaughtered pigs

Din cele 118 tulpini de origine animala analizate, testele de biologie moleculara
au evidentiat la 72/118 (61 %) tulpini prezenta genei blacrx-m.u (fig. 7.6, tabelul 7.8 si fig.
7.7).

1 2 3 4 5§ 68 T 89 101112131415 1617 18 19

—— — T ——— =

20 21 22 23 24 25 26 2T 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38

Fig. 7.7 Rezultatele testului PCR pentru gena blactx-m-u
Fig. 7.7 PCR test results for blactx-m-u gene
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Caracterizarea grupurilor CTX-M la tulpinile de origine animala a semnalat pre-
zenta grupului CTX-M-1 la 44/72 (61.11%) dintre tulpinile analizate, acesta fiind grupul
dominant (fig.7.8), in timp ce grupul CTX-M-9 a fost identificat la 18/72 (25 %) dintre
tulpini. De asemenea, 10/72 (13.89%) tulpini de origine animalad cu semnal pozitiv pentru
gena blacrxv-u nu au apartinut niciunuia din cele doud grupuri mentionate anterior
(fig.7.9).

YIIABETE HIGINITII A 189647 1R 19
B QI INIZ 12141518 1716 19

- e e T ——————

= e e ———

Fig. 7.8 Rezultatele testului PCR pentru gena blactx-m1 si blactx-m-9
Fig. 7.8 PCR test results for blactx-m1 si blactx-m-9 gene

Procentajul grupurilor de enzime CTX-M identificate la tulpinile de origine
animala

Alte Genotipuri
13.89%

Genotip  CTX-M-9

2% Genotip CTX-M-1

61.11%

N Genotip CTX-M-1  EGenotip CTX-M-9  HAle Genotipur

Fig.7.9 Procentajul grupurilor de enzime CTX-M identificate la tulpinile de origine animala
Fig.7.9 Percentage of groups of CTX-M enzymes identified in strains of animal origin

Enzimele ESBL cu spectru extins fac parte in principal din categoria enzimelor
TEM si SHV, cu unele mici exceptii si anume: TEM-1, TEM-3 si TEM-13 (Ewers s.a.,
2011; Livermore, 1995). Dintre enzimele OXA, doar OXA-2, OXA-10 si derivatii acesto-
ra sunt producatoare de enzime beta-lactamaze, restul fiind de tip non-ESBL (Ewers s.a.,
2011).
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Prezenta genelor blasuv a fost identificata la 44/118 (37.28%) tulpini de origine
animald, In timp ce prezenta genelor blatem la doar 2/118 tulpini (1.69%) dintre izolate iar
blaoxa la o singura tulpina de origine animala - 1/118 (1,40%) (fig.7.6) (fig.7.10).

101112121415 1617
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Fig. 7.10 Rezultatele testarii prin PCR multiplex utilizand primerii TEM, SHV si OXA
Fig. 7.10 Results of multiplex PCR testingusing TEM, SHV et OXA

Prezenta genelor ce codifica enzimele beta-lactamaze cu spectru extins in tulpinile
de E. coli de origine animala confirma utilizarea in fermele de porcine a antibioticelor din
categoria beta-lactamine sau a fluoroquinolonelor.

Studiul realizat de noi privind caracterizarea substratului molecular al tulpinilor de
E. coli ESBL pozitive izolate de la porcii abatorizati este primul de acest fel realizat in
NE-ul Romaniei.

Analizand comparativ prevalenta (61%) genelor de tip blactx-mu, izolate de la
porcii abatorizati, cu prevalenta acelorasi gene obtinutd de Maciuca si col. n 2014 pentru
puii broiler In Roménia, observam cé prevalenta obtinuta de noi este considerabil mai ma-
re, fatd de 36,95% obtinutd in studiul amintit anterior. De asemenea, studii similare din
Europa (Danemarca, Olanda) au pus in evidenta prezenta genelor din grupurile CTX-M-1
si CTX-M-9 ca fiind predominante (Hansen K.H., 2013; Dohmen, 2017).

Ca si in cazul izolatelor de origine animald, cele 5 tulpini de E. coli de origine
umana obtinute Tn urma screening-ului ESBL au fost analizate molecular.

Prevalenta genelor blacrx.m.u pentru izolatele umane este de 4/5 (80%). Tulpinile
pozitive pentru gena blactx-w-u au fost caracterizate molecular din punct de vedere al
apartenentei la doud din cele 5 grupuri principale de enzime CTX-M. Pentru grupul de
enzime CTX-M-1 au fost identificate pozitive 75% (3/4) dintre tulpini iar pentru grupul
CTX-M-9 nu au fost identificate tulpini pozitive De asemenea, ca si in cazul izolatelor de
origine animald, o tulpind (25%) nu a apartinut niciunuia din cele 2 grupuri de enzime
analizate (fig. 7.11; fig. 7.12).

86



Teza de doctorat 2021

PRINCIPALELE GENE IDENTIFICATE LA TULPINILE DE E.COLI PRODUCATOARE DE
ESBL IZOLATE DE LA PERSONALUL DIN FERME

B Tulpini bacteriene blaCTX-M-U
pozitive

® Tulpini bacteriene blaSHY pozitive

Fig.7.11 Principalele gene identificate la tulpinile de E. coli pentru izolatele umane
Fig.7.11 The main genes identified in . coli strains for human isolates

CARACTERIZAREA GENOTIPURILOR CTX-M
IDENTIFICATE LAIZOLATELE DE LA PERSONALUL
DIN FERME

m Genotip CTX-M-1
EAle genotipuri CTX-M

Fig.7.12 Principalele genotipuri CTX-M identificate la izolatele de origine umana
Fig.7.12 The main CTX-M genotypes identified in isolates of human origin

Identificarea genelor blatem, blasuv si blaoxa pentru tulpinile de origine umana au
condus la urmétoarele rezultate:
-gena blarem s1 blaoxa nu a fost identificata la nicio tulpina analizata;
-gena blasnvy a fost identificata la 1/5 (20%) din izolatele de E. coli (tabelul 7.9; fig.7.11).
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Tabelul 7.9 /Table 7.9

Prevalenta si combinatia genelor identificate in izolatele de E. coli de origine umana si animala

The prevalence and combination of genes are identified in E. coli isolates of human and animal origin

Combinatia de gene bla

Nr. de izolate/grup

Porc n=118 Om n=5

Total grup CTX-M-U 72/118 (61%) 4/5 (80%)

Total Grupul CTX-M-1 44/72 (61.11%) 3/4 (75%)
Grupul CTX-M-1, SHV 25/118 0/5
Grup CTX-M-1, SHV, CIT-M 1/118 1/5
Grup CTX-M-1, OXA 1/118 0/5
Grupul CTX-M-U, TEM, qnr A 1/118 0/5
Grupul CTX-M-U, TEM, SHV, gnr S 1/118 0/5
Grupul CTX-M-U, CTX-M-1, SHV,qnr B 1/118 0/5

Tabelul 7.10/Table 7.10

Sinteza rezultatelor privind caracterizarea substratului molecular al izolatelor de
E. coli CTX-M pozitive
Synthesis of the results regarding the characterization of the molecular substrate of
E. coli isolates CTX-M positive

Sursa | Nr. Izolate Tip CTX-M Gene de rezistenta asociate
porc 17 CTX-M-1 -
om 2 CTX-M-1 -
porc 25 CTX-M-1 SHV
om 1 CTX-M-1 SHV
porc 1 CTX-M-1 OXA
porc 1 CTX-M-1 qnrS
porc 1 CTX-M-9 -
porc 17 CTX-M-9 SHV
porc 6 CTX-M-U -
om 1 CTX-M-U -
porc 2 CTX-M-U TEM
porc 1 CTX-M-U SHV
porc 1 CTX-M-U qnrB

Atat pentru izolatele de origine animala, cat si pentru cele de origine umana, gene-
le blactx-m-u au fost identificate fie singure, fie in combinatie cu genele blatem, blasuv sau

blaoxa. Rezultatele obtinute sunt sintetizate in tabelul 7.10.

Desi numarul de tulpini producatoare de ESBL de origine umana analizate este
mic, rezultatele obtinute de noi pentru identificarea spectrului de gene blacrx-m-u in popu-
latia de E. coli de origine umana sunt in concordantd cu rezultatele altor studii realizate in
Romaénia pe tulpini de enterobacterii ESBL pozitive de origine umana. De exemplu, in
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anul 2012, Miftode si colaboratorii au realizat un studiu prospectiv de cohortd ce a urmarit

caracterizarea grupurilor de enzime CTX-M prezente la tulpinile de E. coli izolate de la

pacienti cu varste mai mici de 50 de ani iar rezultatele au indicat ca izolatele producatoare
de CTX-M-15 (ce face parte din grupul CTX-M-1) au avut frecventa cea mai crescuta,
urmate imediat de izolatele producatoare de CTX-M-9 (Miftode s.a., 2012). De asemenea,
Maciuca L., in anul 2014, a semnalat prezenta genelor ce codificd enzimele beta-lactamaze
cu spectru extins din grupurile CTX-M-1 (grupul dominant), CTX-M-9 si CTX-M-2 la
tulpini de E. coli izolate din cazuri clinice umane (Maciuca, 2014).

Aparitia bacteriilor producatoare de ESBL la diferite animale producétoare de
alimente a fost semnalatd din ce In ce mai mult in ultimii ani (Carattoli, 2008, Li., 2007).
CTX-M-1 a fost primul tip descoperit si raportat in Danemarca, la porc in 2005.

Daca raportam rezultatele obtinute de noi la cele existente in partea de est a Euro-
pei, acestea sunt similare cu cele din literatura de specialitate care mentioneaza grupul de
enzime CTX-M-1 (CTX-M-15; CTX-M-3) ca fiind grupul cel mai frecvent izolat din
aceasta regiune.

Atat pentru izolatele de origine animala, cat si pentru cele de origine umana, gene-
le dominante ce codificd enzimele ESBL au apartinut grupului CTX-M-U (CTX-M-1 si
CTX-M-9), 61 % pentru izolatele animale, respectiv 80% pentru cele umane. De aseme-
nea, caracterizarea grupurilor CTX-M-U, pentru intreg lotul de izolate de E. coli, a semna-
lat prezenta grupului CTX-M-1 ca fiind cel mai prevalent (61.11% la animale si 75% pen-
tru izolatele umane). Grupul CTX-M-9 de enzime a fost identificat doar la tulpinile izolate
de la porcii abatorizati (25 %). Zece (13,89%) tulpini de origine animald din totalul de 118
analizate cu semnal pozitiv pentru gena blacrx-v-u nu au apartinut niciunuia din cele doua
grupuri mentionate anterior.

De asemenea, din tabelul 7.9 se observa ca atat pentru izolatele animale cat si pen-
tru izolatele umane genele blacrx-m-u au fost identificate fie singure, fie in combinatie cu
genele blasyv (majoritatea) sau blarem (doar pentru izolatele de la porcine). Gena blaoxa a
fost identificata la o singura tulpina izolata de la porcine.

7.2.2 Prevalenta tulpinilor AmpC izolate

Prezenta tulpinilor de E. coli prezumtiv sintetizatoare de AmpC constituie de
asemeni o problema emergenta atit in medicina umand cat si in medicina veterinara, cu
atat mai mult cu cét prezenta acestor gene este semnalatd frecvent impreuna cu genele ce
codifica enzimele beta-lactamaze cu spectru extins si de cele mai multe ori mascheaza
fenotipic prezenta ESBL-urilor.

Cele 123 de tulpini bacteriene, care s-au dezvoltat pe mediul MacConkey supli-
mentat cu cefotaxime (MC+CTX) utilizat pentru detectia ESBL, au avut fie fenotip ESBL,
fie AmpC, fie ESBL/AmpC. Conform literaturii de specialitate, prezenta fenotipului
AmpC mascheaza de cele mai multe ori fenotipul ESBL.
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Prevalenta tulpinilor de origine animala
CIT-M pozitive

Genotip AmpC
(CIT-M)

29.66%

= Tulpini de origine animald
negative pentru gena CIT-M
Tulpini de milz,innu.{-""m.lp AmpC (CIT-M)
animald negative
pentru gena CIT-M
70.34%

Fig. 7.13 Prevalenta izolatelor de origine animald CIT-M
Fig. 7.13 Prevalence of CIT-M animal isolates

Pentru cele 118 tulpini de origine animala analizate, testele de biologie moleculara
au evidentiat prezenta genei blacit-m, pentru 35/118 (29.66 %) tulpini (fig.7.13) iar pentru
izolatele de origine umana a fost identificata 1/5 (20%) tulpini (fig. 7.14).

Prevalenta tulpinilor de origine umana
CIT-M pozitive
Genotip AmpC
(CIT-M)

20%

Tulpini de origine
umani negative
pentru gena CIT-M
B0%a

Tulpini de origine umand negative pentru gena CIT-M
Genotip AmpC (CLT-M)

Fig. 7.14 Prevalenta izolatelor de origine umana CIT-M
Fig. 7.14 Prevalence of CIT-M human isolates

7.2.3 Prevalenta tulpinilor purtitoare de gene asociate cu rezistenta mediata plasmi-
dic la Fluoroquinolone si Colistin

Acidul nalidixic a fost prima chinolona introdusa pentru utilizare clinica la ince-
putul anilor 1960 (Ball, 2000).

Ciprofloxacina, fluoroquinolona cu molecula bactericida, cu un spectru larg de ac-
tivitate in vitro si care este deosebit de activa impotriva bacteriilor din familia Enterobac-
teriaceae, a fost ea insasi disponibila in clinici 1n anii 1980 (Paton s.a, 1988). Conform
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literaturii de specialitate, plasmidele care poartd genele ce determind rezistenta la beta-

lactamine pot transfera si rezistenta la alte clase de antibiotice, cum ar fi fluoroquinolonele
(Eftekhar s.a., 2015).
O situatie particulard o reprezinta rezistenta izolatelor la colistin (polimixin), un

antimicrobian considerat ca o ultima solutie In tratamentul cu antibiotice pentru bacteriile
gram-negative multidrog rezistente (RMA) (Olaitan s.a., 2016). Colistinul nu este admi-
nistrat doar In medicina umand, utilizarea sa a fost descrisa si in medicina veterinard, in
dietele de ferma, unde s-a demonstrat ca Tmbunatateste sanatatea si promoveaza cresterea.
Mai mult, s-a sugerat ca utilizarea necontrolata a colistinului la animale a jucat un rol im-
portant 1n aparitia rezistentei mediatd de plasmide la colistin (Collignon s.a., 2016).

Cresterea numarului de bacterii multidrog rezistente (RMA), precum si lipsa de
antimicrobiene noi, au determinat medicii umani sa utilizeze substante antimicrobiene mai
vechi, cum ar fi colistinul (polimixina E). De exemplu, consumul de polimixine a crescut
semnificativ Tn Danemarca, Ungaria si Italia in perioada 2010-2014 (European Centre for
Disease Preventionand Control, 2015).

Din punct de vedere al importantei, in prezent colistinul este o optiune de trata-
ment de ultima linie pentru infectiile cauzate de Enterobacteriaceae Gram-negative pro-
ducatoare de carbapenemaze (E. coli, Klebsiella spp.). Pe de alta parte, colistinul a fost
utilizat pe scara larga timp de mai multi ani Tn medicina veterinara si are o importanta te-
rapeutica pentru tratamentul infectiilor enterobacteriene la animale de renta, cum ar fi
porci, pui de carne, curci, bovine, oi, caprine si iepuri de carne (EMA, 2016).

Toate tulpinile ce au fost caracterizate molecular pentru gene ce codifica enzimele
de tip ESBL, au fost testate si pentru izolarea genelor blagnea, blagn B, blagns, gene ce codi-
fica rezistenta la fluorochinolone (Enrofloxacin).

Procentajul izolatelor de origine animald purtdtoare de gene ce codificd
rezistenta mediatd plasmidic la Fluoroguinolone
gnrA _‘qulB

0.85% 2.54%

qnrs

15.25%

tlpini negative la

genele qnrA, gnrB,
qnrs

81.36%

gnri gqnrB qnrS = tulpini negative la penele gnrA, qnrB, gnrS

Fig.7.15 Procentajul izolatelor de origine animala purtitoare de gene ce codifica rezistenta mediata plasmidica
la Fluoroquinolone
Fig.7.15 Isolated percentage of animal origin carrying genes encoding plasmid mediated resistance to Fluoro-
quinolone
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In urma testelor PCR realizate cu scopul de a caracteriza rezistenta la fluoroquino-
lone pentru tulpinile de origine animala, 1/118 (0.85 %) a fost pozitiva pentru gena qnrA,
3/118 (2,54 %) au fost pozitive pentru gena qnrB si 18/118 (15.25 %) au fost pozitive pen-
tru gena qnrS (fig.7.15).

Aceasta asociere intre tulpinile pozitive pentru genele mentionate anterior cu pre-
zenta genelor ce codificd enzimele beta-lactamaze cu spectru extins: blacrx-m-u, blatem,
blasuy si blaoxa, a mai fost descrisa si in alte studii similare (Maciuca s.a., 2015).

Spre deosebire de tulpinile de origine animala analizate, In cazul izolatelor umane
nu a fost pusa in evidenta nici o tulpina pozitiva pentru genele blarem, blasuy si blaoxa.

In urma investigatiilor moleculare efectuate, s-a observat ca 3/118 (2.54%) tulpini
de E. coli prezumtiv sintetizatoare ESBL/AmpC izolate de la porcii sacrificati sunt rezis-
tente la colistin (mcr-1) (fig.7.16). De asemenea, nu a fost identificatd nici o tulpind de
origine animala pozitiva pentru gena mcr-2 iar pentru izolatele de origine umana nu a fost
identificata niciuna din cele doud gene. Desi numarul de tulpini de origine animala rezis-
tente la colistin este scdzut, rezultatele obtinute sugereaza practic administrarea acestui
antibiotic 1n fermele de porci. Mai mult, tulpinile pozitive pentru gena mcr-1 sunt caracte-
rizate molecular si prin prezenta genelor ce codifica grupul CTX-M-1 de enzime, a gene-
lor ce codificd enzimele SHV si a genelor ce codifica rezistenta mediata plasmidic la fluo-
roquinolone (qnrS), ceea ce Inseamna cd aceste izolate sunt rezistente nu doar la colistin,
ci si la antibiotice beta-lactamine, inclusiv la cefalosporine de generatia a treia sau la fluo-
roquinolone.

Prevalenta tulpinilor de origine animala purtatoare de gene ce
codifica rezistenta mediata plasmidic la Colistin

mcer-1
2.54%

tulpini negative
pentru
gena mer-1
97.46%

= Total tulpini bacteriene de origine animala negative pentru gena mer-1

= Total tulpini bacteriene de origine animala pozitive mer-1

Fig.7.16 Prevalenta tulpinilor de origine animala purtitoare de gene ce codificd rezistenta mediata plasmidic la
Colistin
Fig.7.16 Prevalence of strains of animal origin carrying genes encoding plasmid-mediated resistance to
Colistin
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Desi literatura de specialitate mentioneaza ca rezistenta la colistin determinata de

prezenta genei mcr-1 este mai ridicata, prevalenta obtinutd de noi este mult mai scazuta,
insd destul de alarmanta, colistinul apartinand antibioticelor de importanta critica pentru
tratamentul infectiilor grave la om, astfel ca situatia actuala trebuie evaluata cu atentie. De
asemenea, studii similare realizate in regiunea de Nord-Est a térii au constat in identifica-
rea tulpinilor de E. coli izolate de la pui broiler cu identificarea portajului de gene ce codi-
fica rezistenta mediata plasmidic la colistin (mcr-1). Aceste investigatii au avut ca rezultat
evidentierea unei prevalente crescutd a acestora, respectiv 11.9% (Maciuca s.a., 2019).
Intrucat distributia pe ruta plasmidica pare si joace un rol mai mare decat raspandirea clo-
nald a bacteriilor portante ale genei mcr-1, rezultatele obtinute in prezentul studiu pot fi
utilizate pentru evaluarea strategiilor de interventie constand 1n utilizarea prudenta a anti-
bioticelor in cresterea animalelor precum si in medicina umana.

Liu s.a., (2016) relateaza ca, in perioada 2011-2014, majoritatea speciilor de E.
coli izolate de la animale (21%), din carne cruda (15%) si de la oameni (1%) au fost purta-
toare ale genei mcr-1.

De fapt, studii similare au relevat faptul ca prezenta genelor blacrx-m-u si mcr-1 pe
aceeasi plasmida faciliteazd diseminarea tulpinilor rezistente la colistin prin presiunea se-
lectivd odata cu administrarea colistinului precum si prin utilizarea antibioticelor non-
beta-lactamice (Dandachi s.a., 2018).

Alte studii asemanatoare, efectuate in Europa, au relevat, de asemenea, prezenta
tulpinilor E. coli ESBL/AmpC si asocierea intre rezistenta la antibiotice beta-lactamice si
respectiv rezistenta la antibiotice non-beta-lactamice (Ojer-Usoz s.a., 2013; Stefani s.a.,
2014).

Desi numarul de tulpini izolate de la personalul din ferma si confirmate molecular
ca fiind purtitoare de gene ce codifica rezistenta plasmidica la beta-lactamine este mic,
identificarea si caracterizarea lor genetica indica circulatia activa a tulpinilor de E. coli
ESBL in populatia de origine umanad, evidentiindu-se ocupatia ca un potential factor de
risc 1n portajul acestor tip de tulpini bacteriene. Epidemiologia si mecanismele de aparitie
si raspandire a rezistentei antimicrobiene si a bacteriilor rezistente la antibiotice sunt di-
verse si existd mai multe cdi posibile de transmitere a lor. Literatura de specialitate (Da
Costa, s.a., 2013; Argudin, s.a., 2017) mentioneaza ca au fost detectate aceleasi subtipuri
de tulpini in populatia umana si a animalelor de rentd sau in populatia animalelor de com-
panie, sugerand un posibil schimb de bacterii sau gene bacteriene.

Utilizarea antibioticelor fara reteta reprezintd o amenintare si este din ce in ce mai
clar ca aplicarea nepasatoare a antimicrobienelor in timpul ciclului de productie poate am-
plifica aparitia bacteriilor rezistente in ferme, in special in perioada de ,,crestere”, imediat
dupd intércare. Presiunea selectiva cauzatd de consumul de antibiotice se adauga la apari-
tia si raspandirea rezistentei bacteriene; in acest sens, porcii sunt considerati ca o sursa
potentiala de bacterii rezistente (Burow s.a., 2014). Sinteza rezultatelor obtinute in urma
analizei PCR a lotului de tulpini investigate, este prezentata in tabelul 7.11.
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Rezultatele obtinute la testarea PCR pentru tulpinile ESBL/AmpC incluse in studiu
Results obtained in PCR testing for ESBL / AmpC strains included in the study

Tabel 7.11/ Table 7.11

Nr. Cod proba FENOTIP CTX-M-U | CTX-M-1 CTX-M-9 | TEM | SHV OXA CIT-M qonr | qonrB | qnrS mer-1 mer-
Crt A 2
1 BTI ESBL CTX-M-U | - CTX-M-9 | - - - - - - - R -
2 BT2 ESBL CTX-M-U | CTX-M-1 - - - - - - - - - -
3 BT3 ESBL CTX-M-U | CTX-M-1 - - SHV - - - - qnrS mer-1 -
4 BT4 ESBL CTX-M-U | CTX-M-1 - - - - - - - - - -
5 BTS ESBL CTX-M-U | CTX-M-1 - - - - - - - qnrS - -
6 BT6 ESBL CTX-M-U | - - - SHV - - - - qnrS - -
7 BT7 AmpC - - - - - - - - - R -
8 BT8 AmpC - - - - - - - - - - - N
9 BT9 ESBL CTX-M-U | CTX-M-1 - - SHV - - - - qnrS mer-1 -
10 BT10 ESBL/AmpC | CTX-M-U | CTX-M-1 - - SHV - - - - - mer-1 -
11 BTI11 ESBL CTX-M-U | CTX-M-1 - - - - - - - - - -
12 BT12 AmpC - - - - - - CIT-M - - qnrS - -
13 BT13 ESBL - - - - - - CIT-M - - - - -
14 BT14 ESBL CTX-M-U | CTX-M-1 - - - - - - - qnrS - -
15 BT15 ESBL CTX-M-U | CTX-M-1 - - - - - - - - R -
16 BT16 ESBL - - - - - - CIT-M - - - - -
17 BT17 ESBL CTX-M-U | CTX-M-1 - - - - - - - - - -
18 BT18 ESBL - - - - - - CIT-M - - - - -
19 BT19 ESBL/AmpC | CTX-M-U | CTX-M-1 - - - - - - - - R -
20 BT20 ESBL/AmpC | - - - - - - CIT-M - - - - -
21 BT21 ESBL/AmpC | CTX-M-U - - - - - - - - - - -
22 BT22 ESBL CTX-M-U - - - - - - - - - - -
23 BT23 ESBL CTX-M-U | - - - - - - - - - R -
24 IS1 AmpC - - - - - - CIT-M - - qnr S - -
25 IS2 AmpC - - - - - - CIT-M - - - - -
26 1S3 AmpC - - - - - - CIT-M - - - - -
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Nr. Cod proba FENOTIP CTX-M-U | CTX-M-1 CTX-M-9 | TEM | SHV OXA CIT-M qonr | qonrB | qnrS mer-1 mer-
Crt A 2
27 1S4 AmpC - - - - - - CIT-M - R - - -
28 ISS AmpC - - - - - - CIT-M - - - - -
29 IS6 AmpC - - - - - - - - - - R -
30 1S7 AmpC - - - - - - CIT-M - - - - -
31 IS8 AmpC - - - - - - CIT-M - - - - -
32 1S9 AmpC - - - - - - CIT-M - - - - -
33 IS10 AmpC - - - - - - CIT-M - - - - -
34 IS11 AmpC - - - - - - CIT-M - - - - -
35 IS12 AmpC - - - - - - - - - - - -
36 IS13 AmpC - - - - - - - - - R _ N
37 IS14 AmpC - - - - - - - - - - - N
38 IS15 AmpC - - - - - - CIT-M - - - - -
39 IS16 AmpC - - - - - - CIT-M - - - - -
40 IS17 AmpC - - - - - - CIT-M - - - - -
41 IS18 AmpC - - - - - - CIT-M - - - - -
42 IS19 AmpC - - - - - - CIT-M - - - - -
43 1S20 AmpC - - - - - - CIT-M - - - - -
44 1S21 AmpC - - - - - - CIT-M - - - - -
45 1S22 AmpC - - - - - - CIT-M - - - R N
46 1S23 AmpC - - - - - - CIT-M - - - - -
47 1S24 AmpC - - - - - - CIT-M - - - - -
48 1S25 AmpC - - - - - - CIT-M - - - - -
49 1S26 AmpC - - - - - - CIT-M - - - - -
50 1S27 AmpC - - - - - - CIT-M - - - - _
51 [S28 AmpC - - - - - - CIT-M - - - - -
52 [S29 AmpC - - - - - - CIT-M - - - - -
53 1S30 ESL CTX-M-U | CTX-M-1 - - - - - - - - R -
54 IS31 ESBL/AmpC | CTX-M-U | CTX-M-1 - - - - - - - - - -
55 IS32 ESBL CTX-M-U - - - - - - - - - - -
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Nr. Cod proba FENOTIP CTX-M-U | CTX-M-1 CTX-M-9 | TEM | SHV OXA CIT-M qonr | qonrB | qnrS mer-1 mer-
Crt A 2
56 IS33 ESBL CTX-M-U | CTX-M-1 - - - - - - - - - -
57 1S34 AmpC - - - - - - CIT-M - - - - -
58 IS35 ESBL CTX-M-U | CTX-M-1 - - SHV - - - - - - -
59 1S36 ESBL CTX-M-U | CTX-M-1 - - - - - - - - - -
60 1S37 ESBL CTX-M-U | CTX-M-1 - - SHV - - - - - - -
61 IS38 ESBL CTX-M-U | CTX-M-1 - - SHV - - - - - - -
62 1S39 ESBL CTX-M-U | CTX-M-1 - - SHV - - - - - - -
63 1S40 ESBL CTX-M-U | - - TEM SHV - - - - qnr S - -
64 1S41 ESBL CTX-M-U | CTX-M-1 - - SHV - - - - - - -
65 1S42 AmpC - - - - - - CIT-M - qnr B | - - -
66 1S43 AmpC - - - - - - CIT-M - - - - -
67 1S44 ESBL CTX-M-U | CTX-M-1 - - - - - - - - - -
68 1S45 ESBL CTX-M-U | CTX-M-1 - - SHV - - - - - - -
69 IS46 ESBL CTX-M-U | CTX-M-1 - - SHV - - - - - - -
70 1S47 ESBL CTX-M-U | CTX-M-1 - - - - - - - - - -
71 1S48 ESBL CTX-M-U | CTX-M-1 - - - - - - - - - -
72 1S49 ESBL CTX-M-U | CTX-M-1 - - - OXA | - - - - - -
73 IS50 ESBL CTX-M-U | CTX-M-1 - - - - - - - - - -
74 IS51 ESBL - - - - - - - - - - - -
75 IS52 ESBL CTX-M-U | CTX-M-1 - - - - - - - - - -
76 1S53 ESBL CTX-M-U | CTX-M-1 - - SHV - - - - - - -
77 1S54 ESBL CTX-M-U | CTX-M-1 - - SHV - - - qnrB | - - -
78 IS55 ESBL CTX-M-U | CTX-M-1 - - SHV - - - - qnr S - -
79 IS56 ESBL CTX-M-U | CTX-M-1 - - SHV - - - - qnr S - -
80 IS57 AmpC CTX-M-U CTX-M-1 - - SHV - CIT-M - - - - -
81 SV1 ESBL CTX-M-U - CTX-M-9 | - SHV - - - - - - -
82 SV2 ESBL CTX-M-U | - CTX-M-9 | - SHV - - - - qnr S - -
83 SV3 ESBL CTX-M-U | - CTX-M-9 | - SHV - - - - qnr S - -
84 Sv4 ESBL CTX-M-U - CTX-M-9 | - SHV - - - - - - -
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Nr. Cod proba FENOTIP CTX-M-U | CTX-M-1 CTX-M-9 | TEM | SHV OXA CIT-M qonr | qonrB | qnrS mer-1 mer-
Crt A 2
85 SVs ESBL CTX-M-U | - CTX-M-9 | - SHV - - - - - - -
86 SVe6 ESBL - - - - - - - - - - - -
87 Sv7 ESBL CTX-M-U | - CTX-M-9 | - SHV - - - - - - -
88 SV8 ESBL CTX-M-U | - - - - - - - - - - -
89 SV9 ESBL CTX-M-U | - CTX-M-9 | - SHV - - - - - - -
90 SV10 ESBL CTX-M-U | - CTX-M-9 | - SHV - - - - - - -
91 SVi1 ESBL CTX-M-U | - CTX-M-9 | - SHV - - - - - - -
92 SVi2 ESBL CTX-M-U | - CTX-M-9 | - SHV - - - - - - -
93 Sv13 ESBL CTX-M-U | - CTX-M-9 | - SHV - - - - - - -
94 Svi4 ESBL CTX-M-U | - CTX-M-9 | - SHV - - - - - - -
95 SV15 ESBL CTX-M-U | - CTX-M-9 | - SHV - - - - - - -
96 SV16 ESBL CTX-M-U | - CTX-M-9 | - SHV - - - - - - -
97 SV17 ESBL CTX-M-U | - CTX-M-9 | - SHV - - - - - - -
98 SV18 ESBL CTX-M-U | - CTX-M-9 | - SHV - - - - - - -
99 SV19 ESBL CTX-M-U | - CTX-M-9 | - SHV - - - - - - -
100 | SV20 ESBL CTX-M-U | CTX-M-1 - - - - - - - - - -
101 | Sv21 ESBL CTX-M-U | CTX-M-1 - - SHV - - - - qnr S - -
102 | SV22 ESBL CTX-M-U | CTX-M-1 - - SHV - - - - qnr S - -
103 | SV23 ESBL CTX-M-U | CTX-M-1 - - SHV - - - - - - -
104 | SV24 ESBL CTX-M-U | CTX-M-1 - - SHV - - - - - - -
105 | SV25 ESBL CTX-M-U | CTX-M-1 - - SHV - - - - - - -
106 | BT24 ESBL - - - - - - - - - qnr S - -
107 | BT25 ESBL CTX-M-U | CTX-M-1 - - SHV - - - - - - -
108 | BT26 ESBL - - - - - - - - - - - -
109 BT27 ESBL CTX-M-U CTX-M-1 - - SHV - - - - - - -
110 | BT28 ESBL CTX-M-U | CTX-M-1 - - - - - - - - - -
111 | BT29 ESBL CTX-M-U | CTX-M-1 - - SHV - - - - - - -
112 | BT30 ESBL - - - - - - CIT-M - - qnr S - -
113 | BT31 ESBL CTX-M-U | - - TEM - - - qnr | - - - -
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Nr. Cod proba FENOTIP CTX-M-U | CTX-M-1 CTX-M-9 | TEM | SHV OXA CIT-M qonr | qonrB | qnrS mer-1 mer-
Crt A 2
A
114 | BT32 ESBL CTX-M-U | CTX-M-1 - - SHV - - - - qnr S - -
115 | BT33 ESBL CTX-M-U | CTX-M-1 - - SHV - - - - - - -
116 | IS58 ESBL - - - - - - - qnr S - -
117 | IS59 ESBL - - - - - - - - - -
118 | IS60 ESBL CTX-M-U | - - - - - qur B | - - -
119 | om/IO V. AmpC CTX-M-U | CTX-M-1 - - SHV - CIT-M - - - - -
120 | om/BO C. ESBL CTX-M-U | - - - - - - - - - - -
121 | om/ E.C. | ESBL CTX-M-U | CTX-M-1 - - - - - - - - - -
0127
122 | om/E.C.732 | AmpC - - - - - - - - - - - -
123 | om/ E.C. A | ESBL CTX-M-U | CTX-M-1 - - - - - - - - - -
727
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7.2.4 Rezultate si discutii privind incadrarea tulpinilor de E. coli in grupuri filogene-

tice

Printre agentii patogeni oportunisti, £. coli, atdit comensala cat si patogena, este un
model deosebit de interesant prin frecventa si responsabilitatea sa in aparitia infectiilor
comunitare si nosocomiale, intra si extraintestinale (precum tractul urinar, infectii septi-
cemice, meningite si pneumonii la om si animale) cat si prin cunostintele acumulate pe
acest model bacterian in ceea ce priveste filogenia si structura populatiei de bacterii (Tou-
chon s.a., 2009).

Din aceste motive, E. coli este candidatul ideal pentru a studia tranzitia dintre co-
mensalism si patogenitate oportunistd (Pinheiro s.a.., 2007) sau chiar modul in care legatu-
ra dintre o bacterie si gazda sa poate fluctua intre mutualism, comensalism, patogeneza
oportunista sau patogeneza specifica.

E. coli este una dintre cele mai versatile specii bacteriene, alternand intre habitatul
sdu primar, intestinul vertebratelor, unde ea traieste ca un comensal (Tenaillon s.a., 2010)
si habitat secundar, apa si sedimentele (Savageau, 1983). Poate sd functioneze ca agent
patogen intra- si extraintestinal la oameni si alte specii de animale (Kaper s.a., 2004).

Aceasta diversitate a stilurilor de viata se realizeaza printr-un grad ridicat de plas-
ticitate a genomului, cu pierderi si castiguri de gene, prin transfer orizontal (Rasko s.a.,
2008; Touchon s.a., 2009). E. coli are un genom de baza aproximativ de 2200 de gene, dar
continud sa ramana un model deschis de pangenom cu un rezervor de peste 13.000 de ge-
ne. (Rasko s.a., 2008; Touchon s.a., 2009). Astfel, diversele fenotipuri observate rezulta in
principal dintr-un numér mare de combinatii de gene diferite.

Majoritatea tulpinilor de E. coli sunt comensale inofensive din intestinele oameni-
lor si animalelor, unde constituie o proportie mare din microbiota anaeroba facultativa
(Tenaillon s.a., 2010; Herrero-Fresno s.a., 2015).

Mai multe studii au aratat ca tulpinile patogene de E. coli pot fi derivate din tul-
pini comensale prin achizitionarea de operoni cromozomiali sau de virulentd extracromo-
zomala (Johnson s.a., 2001; Johnson s.a., 2003; Finlay s.a., 1997).

Aplicand regulile de determinare pentru identificarea gruparilor filogenetice, tul-
pinile de E. coli sunt clasificate in patru grupuri filogenetice principale: A, B1, B2 si D
(Selander s.a., 1987; Herzer s.a., 1990). A si B1 sunt asociate cu bacteriile comensale si
celelalte 2 grupuri B2 si D, care au fost asociate mai frecvent cu infectiile extraintestinale
(Bingen s.a.,1998; Picard s.a., 1999; Johnson s.a., 2000).

Desi determinantii de virulenta sunt considerati a fi mobili, a fost raportata o lega-
turd intre filogenia tulpinii si virulentd. Tulpinile extraintestinale virulente apartin in prin-
cipal grupului B2 si intr-o mésurd mai mica, grupului D, in timp ce majoritatea tulpinilor
comensale apartin grupelor A si B1. Johnson si colaboratorii, au constatat ca tulpinile din
filogrupurile B2 si D contin mai multi factori de virulentd decét tulpinile din filo-grupele
A si Bl. (Johnson s.a., 2007; Duriez s.a., 2001; Boyd, s.a., 1998).

Este cunoscuta legatura dintre gradul de virulenta al unei tulpini si filogrupul ge-
netic din care face parte si de aceea, din acest punct de vedere, este importantd incadrarea
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tulpinilor de E. coli izolate intr-un anumit filogrup prin PCR simplex, interpretat dupa
schema lui Clermont (Clermont s.a., 2000).

Grupurile filogenetice ale izolatelor noastre de E. coli producitoare de beta-
lactamaze (ESBL si AmpC) au fost determinate conform metodei PCR multiplex dezvol-
tatd de Clermont (Clermont s.a., 2000) (fig. 7.5). Analiza filogenica a aratat ca toate tulpi-
nile de E. coli se incadreaza in cele 4 grupuri filogenetice principale: A, B1, B2 si D, con-
form combinatiei a trei markeri genetici: gena ChuA (implicatd in transportul grupului
hem), gena yjaA (implicata in raspunsul celular la peroxidul de hidrogen) si fragmentul de
ADN TspE4.C2 (care contine o gend putativa pentru esteraza lipazei 909, 921 sau 984bp
in functie de tulpind) (Clermont s.a., 2000; Cherry Lee, 2011; Gordon s.a., 2008).

Tabelul 7.12/Table 7.12
Filogrupurile identificate la izolatele de E. coli
Phylogroups identify E. coli isolates

. Nr de izolate/ grup
Filogrup Porc n=118 Om n=5
A 37/118 (31.24%) 2/5 (40%)
B1 25/118 (21.18 %) 0
B2 20/118 (16.94%) 2/5 (40%)
D 23/118 (19.49%) 0
Neidentificat 13/118 (11.15%) 1 (20%)

123456 7 8910111213141516171819
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Fig. 7.17 Rezultatele testarii prin PCR pentru genele ChuA, YjaA, TspE4.C2
Fig. 7.17 PCR test results for ChuA, YjaA, TspE4.C2 genes

Colectia noastra de izolate a constat in 123 tulpini de E. coli (din care 118 de la
suine si 5 de la personalul din ferma), toate fiind analizate prin PCR. Dupa analiza filoge-
netica, tulpinile de E. coli producitoare de beta-lactamaze cu spectru extins (ESBL) au
fost incadrate in toate cele 4 grupuri. In urma analizei PCR, tulpinile de E. coli ESBL au
fost atribuite in principal grupului filogenetic A, 37/118 (31.24%), filogrupului B1, 25/118
(21.18 %), urmate de filogrupul D, 23/118 (19.49%) si filogrupul B, 22/118 (16.94%).
Alte 13/118 (11.15%) sunt tulpini neincadrate (fig. 7.17, fig. 7.18, fig. 7.19, tab.7.12).
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Distributia grupurilor filogenetice identificate la tulpinilede
E. coli producatoare de beta-lactamaze izolate de la suine

mA mB1l B2 mD m Filogrupuri neidentificate

Fig.7.18 Distributia grupurilor filogenetice intre tulpinile de £. coli producatoare beta-lactamaze izolate de la
suine
Fig.7.18 Distribution of phylogenetic groups among E. coli strains producing beta-lactamases isolated from

pigs

Se poate observa ca pentru izolatele de la suine, proportia de 52,42 % a tulpinilor
comensale (A, B1) este mai mare decat proportia tulpinilor extraintestinale (B2, D), care
este de 36.43%. In concluzie, deoarece nu exista o diferenti considerabila intre procentul
tulpinilor patogene si cel al tulpinilor comensale, putem mentiona cé in cadrul fermelor de
unde au fost abatorizate suinele luate in acest studiu, cele doua tipuri de tulpini evolueaza
concomitent.

E. coli este un locuitor comensal al tractului gastrointestinal la oameni si, de ase-
menea, poate provoca diverse boli intestinale si extraintestinale (Donnenberg, 2002 ).
Tulpinile care provoaca infectii contin numerosi factori de virulenta codificati de plasmi-
de, bacteriofagi sau cromozomul bacterian. (Donnenberg, 2002 )

In cazul tulpinilor umane, filogrupurile detectate au fost A si B2, in procente egale
de 40% iar filogrupurile B1 si D nu au fost identificate. De asemenea, din cele 5 tulpini de
origine umana analizate, una (20%) nu a apartinut niciunui filogrup. Dacé ludm in consi-
derare izolatele de la personalul din ferma, grupul filogenetic B2 a fost detectat in tulpinile
E. coli ESBL izolate din fecalele persoanelor clinic sdnatoase si nu de la persoane cu sem-
ne clinice de boala. (fig. 7.19).

Raportarea rezultatelor privind filogrupurile identificate in functie de fenotipul
tulpinilor de E. coli (ESBL, ESBL/AmpC, AmpC) de origine animald a pus in evidenta
faptul ca, pentru fenotipul ESBL, distributia in cadrul filogrupurilor este relativ similara,
cu diferente aproape nesemnificative Intre filogrupurile A (n=11), B1 (n=19), B2 (n=18) si
D (n=22). De asemenea, pentru fenotipul ESBL/AmpC au fost identificate doar grupurile
A (n=3) si B2 (n=2), in timp ce pentru fenotipul AmpC majoritar a fost filogrupul A
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(n=23), urmat de B1 (n=6) si D (n=1). Pentru cele 13 tulpini care nu au apartinut niciunui
filogrup, 8 au fost cu fenotip AmpC si 5 cu fenotip ESBL(fig.7.20).

Distributia grupurilor filogenetice identificate la
tulpinile de E. coli producitoare de beta-lactamaze
izolate de la om

A mB2 = Filogrupuri neidentificate

Fig.7.19 Distributia grupurilor filogenetice intre tulpinile de E. coli produciatoare beta-lactamaze din izolatele
umane

Fig.7.19 Distribution of phylogenetic groups among E. coli strains producing beta-lactamases from human
isolates

Filogrupurile identificate la izolatele de origine animald in functie de fenotip
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Fig. 7.20 Distributia filogrupurilor identificate la izolatele de origine animala in functie de fenotip
Fig. 7.20 Distribution of identified phylogroups to animal isolates by phenotype

Fata de tulpinile comensale care fac parte din filogrupurile A si B1, tulpinile de E.
coli producitoare de ESBL/AmpC din filogrupurile B2 si D au un pronuntat caracter zoo-
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notic, o patogenitate crescutd, rezistenta la antibiotice, fiind o permanenta amenintare pen-

tru sanatatea animalelor precum si sanatatea publica.

In ceea ce priveste distributia filogrupurilor in functie de fenotip, in cadrul colec-
tiei de E. coli de origine umana, in filogrupul A a fost Incadrata o tulpina cu fenotip ESBL
si una cu fenotip AmpC iar din filogrupul B2, doui izolate au avut fenotip ESBL si una
fenotip AmpC. De asemenea, tulpina de origine umand pentru care nu s-a identificat filo-
grupul are fenotip AmpC (fig. 7.21).

Filogrupurile identificate la izolatele de origine umand in functie de
fenotip

A B2 Filogrup neidentificat
mESBL mAmpC

Fig. 7.21 Distributia filogrupurilor identificate la izolatele de origine umana in functie de fenotip
Fig. 7.21 Distribution of identified philogroups to isolates of human origin by phenotype

Aceste dovezi sugereaza ca izolatele de E. coli patogene oportuniste identificate in
ferme au potential zoonotic si pot infecta oamenii (Cornick si Vukhac, 2008; Trotz-
Williams s.a., 2012). Prin urmare, este important sa intelegem modurile de transmitere a
acestor tulpini zoonotice, pentru a reduce riscul de propagare prin lantul de productie catre
populatie.

7.3. Concluzii partiale

1. La izolatele de origine animala studiate de noi, genotipul cel mai frecvent a fost
ESBL CTX-M, predominant fiind grupul de enzime CTX-M-1(61.11%). La izola-
tele de origine umana, a fost identificat doar grupul de gene blacrxm-1.

2. Dacé raportam rezultatele obtinute de noi la cele existente in partea de est a Euro-
pei, acestea sunt similare cu cele din literatura de specialitate, care mentioneaza
grupul de enzime CTX-M-1 (CTX-M-15; CTX-M-3) ca fiind grupul cel mai frec-
vent izolat din aceasta regiune.

3. Investigatiile realizate pentru identificarea grupurilor de enzime TEM, SHV si
OXA la tulpinile de origine animala, au pus 1n evidentd cd grupul dominant este
SHV (37.28%).

4, Gena SHYV a fost identificata la o singura tulpina izolata de la om, in timp ce ge-
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

nele TEM si OXA nu au fost identificate la nici un izolat.

Desi numarul de tulpini de origine umana analizate este mic, identificarea genelor
ce codifica enzimele ESBL confirma prezenta acestor enzime in populatia autoh-
tond de tulpini de E. coli de origine umana.

Prevalenta crescutd a tulpinilor de E. coli purtatoare de gene ce codifica enzimele
ESBL provenite de la suinele abatorizate sugereaza ca utilizarea excesiva a anti-
microbienelor si utilizarea inadecvatd a cefalosporinelor in productia animaliera
favorizeaza sau poate fi asociata cu aparitia acestor tulpini la animale. De aseme-
nea, prin intermediul alimentelor (crude sau insuficient preparate termic), sau prin
contactul direct, existd posibilitatea de transmitere a acestor tulpini de la animale
la om.

Tulpinile testate molecular pentru identificarea principalului grup de gene CIT-M
ce codifica enzimele AmpC, au fost identificate atat la animale, in proportie de
29.66% cat si la om, In procent de 20%.

Rezultatele obtinute de noi pentru identificarea spectrului de gene blactx-mu in
populatia de E. coli de origine umana sunt in concordanta cu rezultatele altor stu-
dii realizate In Romaénia pe tulpini de enterobacterii ESBL pozitive de origine
umana.

Conform rezultatelor acestui studiu, o parte din izolatele producédtoare de ESBL
si/sau AmpC fac parte din grupurile B2 (16.94%) si D (19.49%), care sunt asocia-
te cu tulpini de E. coli cu o patogenitate crescuta.

Fata de tulpinile comensale care fac parte din filogrupurile A si B1, tulpinile de E.
coli producitoare de ESBL/AmpC din filogrupurile B2 si D au un pronuntat ca-
racter zoonotic, o patogenitate crescuta si rezistentd la antibiotice, fiind o perma-
nentd amenin{are pentru sanatatea animalelor precum si pentru sanatatea publica.
Prin urmare, este important sa intelegem modurile de transmitere a acestor tulpini
zoonotice, pentru a reduce riscul de propagare prin lantul de productie alimentara
catre populatie.

Tulpinile producatoare de ESBL confirmate molecular au fost pozitive si la mar-
kerii de rezistentd la alte clase de antibiotice, cum ar fi fluoroquinolonele.
Prezenta genelor ce codifica enzimele beta-lactamaze cu spectru extins in tulpinile
de E. coli de origine animala confirma utilizarea in fermele de porcine a antibioti-
celor din categoria beta-lactaminelor sau a fluoroquinolonelor.

Studiul realizat de noi, privind caracterizarea substratului molecular al tulpinilor
de E. coli ESBL pozitive izolate de la porcii abatorizati, este primul de acest fel
realizat In regiunea de nord-est a Romaniei.

Rezultatele obtinute in prezentul studiu pot fi utilizate pentru evaluarea strategiilor
de interventie privind utilizarea prudenta a antibioticelor in cresterea animalelor
precum si in medicina umana.
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CAPITOLUL 8. ANALIZA FILOGENETICA A GENELOR CE CO-
DIFICA ENZIMELE ESBL IDENTIFICATE LA TULPINILE DE
E. COLI

CHAPTER 8. PHYLOGENETIC ANALYSIS OF GENES CODING
ESBL ENZYMES IDENTIFIED IN E. COLI STEMS

Contributii majore la monitorizarea raspandirii genelor ESBL, intre diferite specii,
au fost realizate prin utilizarea, alaturi de testarea traditionald fenotipica, a metodelor de
diagnostic molecular, precum PCR si secventierea Sanger, care vizeaza genele ESBL. Mai
mult decat atat, avansul tehnologiei de secventiere si facilitarea diseminarii rezultatelor
prin baze de date privind suportul genetic al rezistentei antimicrobiene, au condus la pro-
movarea analizei genelor implicate in RAM 1n diverse izolate.

8.1. Material si metoda de lucru

Secventierea ampliconilor. Ampliconii au fost purificati cu kitul de purificare
PCR Qiaquick (Qiagen), conform protocolului specificat de producétor. Secventierea, in
ambele sensuri, a fost efectuatad in cadrul Macrogen Europe B.V

In urma analizei produsilor de amplificare obtinuti, au fost selectate 21 de tulpini
pentru a fi secventiate. Secventierea a fost realizata prin tehnica Sanger, fiind externalizata
catre Macrogen Europa. Pentru a realiza incadrarea in grupurile de enzime beta-lactamaze
cu spectru extins — de tip CTX-M, fiecare secventd nucleotidica obtinuta a fost analizata
individual, din punct de vedere bioinformatic. in urma analizei cromatogramelor, secven-
tele curatate au fost introduse 1n platforma Basic Local Alignment Serch Tool (BLAST) a
National Center for Biotechnology Information (NCBI), pentru compararea cu alte sec-
vente din aceastd baza informatica.

8.2. Rezultate si discutii

Au fost secventiate selectiv un total de 21 tulpini de E. coli caracterizate molecu-
lar prin prezenta genelor ce codificd enzimele CTX-M, 17 de origine animala si 4 de ori-
gine umana.

In urma analizei izolatelor de origine animali, s-a observat faptul ca 11/17
(64.7%) tulpini sunt purtatoare ale genei blacrxm.1, iar genele blacrx-m-1s, blactxwas,
blacrxs 81 blactxmee au fost identificate in céte o tulpina analizata.
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Tabel 8.1/Tabel 8.1

Rezultatele secventierii produsilor PCR obtinuti in urma amplificarii pentru genele ce codifica enzimele CTX-

MU, CTX-MI1, CTX-M9

Sequencing results of the PCR products obtained after amplification of the regions encoding the CTX-MU,

CTX-M1, CTX-M9 enzymes

Nr. proba Nr. 1denf1ficare PCR Rezultat secventiere
tulpina (amorse)
CTX-MUI1 F blactx-M-1
1 BT6
CTX-MU1 R blactxM-1
2 BT22 CTX-MU1 R blactx-m-1
CTX-MUI1 F blactx-M-1
3 BT23
CTX-MU1 R blactx-M-1
4 1S32 CTX-MU1 R blactx-M-1
CTX-MUI1 F blactx-Mm-1
5 1S33
CTX-MU1 R blactx-M-1
CTX-MUI1 F blactx-m-8
6 1S40
CTX-MU1 R blactxm-8
CTX-MUI1 F blactx-M-1
7 BT31
CTX-MU1 R blactx-M-1
CTX-MUI1 F blactx-M-1
8 1S60
CTX-MU1 R blactx-Mm-1
CTX-MUI1 F blactx-Mm-1
9 OM SP. BO.I
CTX-MU1 R blactx-M-1
CTX-M1F blactx-M-1
10 BT3
CTX-M1R blactx-M-1
CTX-M1F blactx-Mm-1
11 BT10
CTX-M1R blactx-M-1
CTX-M1F blactx-M-1
12 BT11
CTX-M1R blactx-M-1
CTX-M1F blactx-m-15
13 1S49
CTX-M1R blactx-Mm-15
CTX-M1F blactx-Mm-3
14 1S56
CTX-M1R blactx-m-3
CTX-M1F blactx-M-1
15 BT32
CTX-M1R blactx-M-1
CTX-M1F blactxMm-1
16 OMIO.V.
CTX-M1R blactx-Mm-1
CTX-M1F blactx-Mm-1
17 OM EC. 0127
CTX-M1R blactxMm-1
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B Nr. identificare PCR .
Nr. proba . Rezultat secventiere
tulpina (amorse) ’
CTX-M1F blactx-Mm-1
18 OM EC. A727
CTX-M1R blactx-M-1
CTX-M9 F blactx-Mm-14
19 SV20
CTX-M9 R blactx-M-14
CTX-MUI1 F
20 BT21 Fara rezultat
CTX-MU1 R
CTX-M1F
21 BT9 Fara rezultat
CTX-M-1 R

Pentru 2 tulpini nu s-au obtinut rezultate in urma secventierii. De asemenea, pen-
tru doua tulpini izolate de la suine, BT13 si C133, numai secventa anti-sens a putut fi ana-
lizata. In randul izolatelor de origine umani, la toate cele 4 tulpini secventiate s-a identifi-
cat gena blacrx-m-1 (fig.8.1).

Rezultatele obfinute la secveniierea selectiva a izolatelor de origine animald si
umanda

10
B
5]
4
UIIIIII

CTX-M-1  CTX-M-3  CTX-M-15  CTX-M-9  CTX-M-8 N‘*jde'e’“ﬁ‘a‘

o Tulpini de origine animali 11 1 1 1 1 2
B Tulpini de origine umani 4 0 0 {0 o 1]

(=]

Fig. 8.1 Rezultatele obtinute la secventierea selectiva a izolatelor de origine animala si umana
Fig. 8.1 Results obtained at the selective sequencing of isolates of animal and human origin

La nivel global, cu diferente geografice in distributia variantelor CTX-M, au fost
semnalate din ce in ce mai frecvent tulpini ESBL, 1n special tulpini CTX-M-1, CTX-M-
14, TEM-52 si/sau SHV-12, identificate la izolatele de E. coli de la animalele de renta sau
din produsele alimentare (Ewers s.a., 2012).

Pana in prezent, pe baza unor similitudini ale aminoacizilor, au fost recunoscute
cinci grupuri CTX-M (CTX-M-1, -2, -8, -9 si -25), fiecare incluzand mai multe variante.
De exemplu, in Danemarca, CTX-M-1 (66%) si CTX-M-14 (7%) sunt variantele ESBL
cel mai des raportate la tulpinile izolate de la porcii danezi (Agerso s.a, 2012). Din grupul
CTX-M-9, CTX-M-14 este singura gena de rezistentd asociatd cu porcii danezi, iar la ni-
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vel global, la porci, au mai fost identificate doar cateva variante suplimentare (CTX-M-9,
-27, -65 si -98) (Zheng s.a., 2012; Tamang s.a., 2013; Liu s.a., 2018).

Gena blactx-wm-1, predominanta si in studiul nostru, este cea mai frecvent implicata
in aparitia antibiorezistentei prin mecanismul enzimelor ESBL la porcii abatorizati, in Eu-
ropa (Mesa s.a., 2006; Ewers s.a., 2012; Hammerum s.a., 2014; Schmithausen s.a., 2015).

Desi gena blacrx-m-15, respectiv blacrx-m-14 sunt cel mai frecvent implicate n de-
terminarea antibiorezistentei enterobacteriilor de origine umana si animala, conform litera-
turii de specialitate, gena blactx.m-15 €ste mai rar asociatd aparitiei rezistentei prin ESBL la
porci, in Europa, fiind mai frecvent raportata in Asia (Liu s.a., 2018).

In Romania, intr-un alt studiu realizat pe izolate de la pui ce proveneau din ace-
easi zona de studiu (nord-estul tarii), gena blacrx-m-15 a fost cea mai prevalenta din grupul
CTX-M-1, urmata de gena blactx-m-3 $i blacrx-m-1 iar din grupul CTX-M-9 a fost identifi-
cata doar gena blacrx-m-14 (Maciuca s.a., 2015).

Dupa Song s.a. (2020), izolatele de E. coli de la porci, ce contin gena blacrx-m-3,
sunt identificate cu o frecventa redusa, fapt observat si in studiul nostru.

Informatiile privind distributia genei blacrx.w.s sunt putine la nivel global. In gene-
ral, aceastd gend este raportati cu o frecventa scizuti. In Japonia a fost raportat un studiu
care s-a axat pe caracterizarea genei blacrx-m-s, identificata la tulpini de E. coli izolate de
la pacienti umani si din carnea de pui (Norizuki s.a., 2017).

De asemenea, in Filipine, gena blacrx-m-s a fost identificatd cu o prevalenta foarte
scazuti la izolatele de E. coli de la pui (Gundran s.a., 2019). In Brazilia, CTX-M-8 a fost
implicata in infectii nosocomiale cu Enterobacter aerogenes si Enterobacter cloacae. in
Europa (Spania), gena blacrx-m-g a fost identificata la tulpini de E. coli izolate de la pesca-
rusi (Stedt s.a., 2015).

De asemenea, la nivel national, gena blacrxm-s nu a fost identificata in celelalte
doua studii realizate pe izolate de la pui si de la animale de companie, tot in zona de Nord-
Est a Romaniei, aceste cercetari fiind singurele de o amploare mai mare, care s-au realizat
in sfera medicinii veterinare Tn Romania (Maciucd, 2014; Cozma, 2017).

Concluzionam astfel ca rezistenta mediata plasmidic la cefalosporinele de genera-
tia a 3-a are un substrat genetic divers, cele mai multe gene identificate in studiul nostru
fiil’ld blaCTx_M_l,

8.3 Concluzii partiale

1.Gena blacrx-m-1 a fost predominantd in determinarea rezistentei mediate plasmi-
dic la cefalosporine de generatia a 3-a, la izolatele de E. coli de la porci abatorizati.

2. Gena blactx-m-s, care a fost semnalata rar in literatura de specialitate, a fost iden-
tificatd in lotul nostru de tulpini de la porci abatorizati, aceasta constituind prima raportare
in Romania.

3. Rezultatele obtinute confirma datele din literatura de specialitate cu privire la
fenomenul de antibiorezistentd prin mecanismele ESBL, la porci abatorizati.
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4. Rezultatele secventierii selective a izolatelor de E. coli de origine umana au pus

in evidenta prezenta genei blacrx-m-1 la tulpinile de E. coli izolate din materiile fecale ale

personalului clinic sandtos din abator, aspect ce subliniaza riscul zoonotic existent privind
transmiterea tulpinilor sintetizatoare de ESBL.
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CAPITOLUL 9. CONCLUZII FINALE

CHAPTER 9. FINAL CONCLUSIONS

Aceasta lucrare a avut ca scop investigarea, izolarea si caracterizarea tulpinilor de

Escherichia coli producdtoare de ESBL/AmpC in probe de origine animald (suine) si

umana. In urma indeplinirii obiectivelor propuse pot fi formulate urmatoarele concluzii
finale:

1.

Dintr-un total de 232 de probe (200 de origine animala si 32 de origine umana) culti-
vate pe mediu agar MacConkey suplimentat cu cefotaxim (MC+CTX), la mai mult de
jumatate dintre acestea (53.02%) au fost identificate si izolate tulpini de E. coli pre-
zumtiv ESBL/AmpC.

Prevalenta crescutd a tulpinilor de E. coli producatoare de ESBL/AmpC (59%) izolate
din probele recoltate de la suine abatorizate, sugercaza utilizarea intensa si neadec-
vata a cefalosporinelor in sistemele de crestere intensiva a animalelor.

Prevalenta tulpinilor de E. coli producdtoare de ESBL/AmpC izolate din probele de
origine umana (15,62%) evidentiaza posibila transmitere interspecifica a antibiore-
zistentei si pericolul pentru saniatatea publica.

Fenotipul de rezistentd majoritar identificat a fost cel ESBL, avand o prevalenta de
65.25% pentru izolatele de E. coli din probele de origine animala si de 60% pentru
izolatele de origine umana. Prevalenta tulpinilor cu fenotipul AmpC a fost de 30.50%
la animale, respectiv 20% in probele de origine umana. Fenotipul mixt, de tip
ESBL+AmpC a fost detectat la 4.23% dintre probele de origine animala si respectiv
in 20% dintre probele de origine umana.

Analiza tulpinilor izolate 1n ceea ce priveste rezistenta la principalele grupe de an-
tibiotice a evidentiat prezenta de izolate E. coli rezistente la peniciline beta-lactamice,
sulfamide, fluorochinolone, fenicoli, aminoglicozide, macrolide si polipeptideciclice.

Rezistenta multipli la antibiotice (RMA) a fost evaluata pentru toate tulpinile izola-
te (n=123), inregistrandu-se un procent ridicat de izolate RMA, respectiv 46.6% pen-
tru tulpinile de origine animala si 40% pentru cele de origine umana.

Tulpinile ESBL/AmpC izolate si confirmate au fost rezistente la ampicilind (100%),
urmate de sulfomethoxazol (81.36%), trimethoprim (64.41%), acid nalidixic (62,71%)
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10.

11.

12.

13.

14.

si ciprofloxacin (55.93%). Se confirma astfel gama larga de antibiotice utilizate cu
scopul mentinerii sandtatii animale, fara a lua in calcul implicatiile pe termen lung
asupra caracterelor genetice ce codifica rezistenta antimicrobiand a bacteriilor.

Toate tulpinile izolate au fost identificate ca fiind sensibile pentru antibioticele din
clasa carbapenemelor si glicilciclinelor (tigeciclina), concluzionindu-se astfel ca
acestea nu sunt utilizate in terapia uzuala a animalelor de ferma, ramanand ca me-
dicamente de rezerva pentru terapia umana.

Monitorizarea si caracterizarea fenotipicad a rezistentei la antibioticele non-beta-
lactamice si beta-lactamice pentru izolatele de Escherichia coli prezumtiv sintetizatoa-
re de ESBL si/sau AmpC oferd informatii epidemiologice utile asupra rezervoarelor
diferitelor tulpini posesoare de gene de rezistenta circulante in populatia animald sau
umana.

Caracterizarea substratului molecular pentru rezistenta tulpinilor de Escherichia coli
mediatd plasmidic la cefalosporine de generatia a treia a evidentiat preponderenta ge-
nelor CTX-M-1 si SHV. Astfel, pentru tulpinile de origine animala, prevalenta ge-
nelor CTX-M-1 a fost de 61.11% iar pentru genele SHV a fost de 37.28%. La tulpini-
le de origine umana, predominant a fost grupul de gene CTX-M-1 (75%), urmat de
SHV (20%). Genele TEM si OXA nu au fost identificate la niciunul dintre izolatele
de E. coli.

in urma testarii moleculare a tulpinilor ESBL/AmpC, principalul grup de gene CIT-M
(ce codifica AmpC beta-lactamazele) a fost identificat atat la animale (29.66%) cat si
la om (20%), confirmand astfel posibilitatea transmiterii interspecifice si caracte-
rul zoonotic al fenomenului.

Gena blacrx-ma, predominanta in determinarea rezistentei mediatd plasmidic la cefa-
losporine de generatia a 3-a, a fost identificatd la tulpinile de E. coli izolate atat din
probe de origine animald, cat si de origine umana, rezultat ce sustine circulatia si po-
sibilitatea transmiterii interspecifice a tulpinilor bacteriene antibiorezistente de Es-
cherichia coli ESBL.

Gena blactx-ms, care este intalnitd rar, a fost identificata si raportati pentru prima
data in regiunea de Est a Romaniei, fiind prezenta la tulpini de E. coli izolate de la
porci abatorizati. Acest fapt evidentiaza riscul posibil de transmitere orizontala de
noi gene de rezistentd de la animale la om.

Detectia prin metode moleculare a genelor qnrS (15.25% ), qnrB (2.54%) si qnrA
(0.85%) la tulpinile de E. coli producatoare de ESBL/AmpC izolate din probele de
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15.

16.

17.

18.

origine animala indica utilizarea necorespunzitoare a fluoroquinolonelor in cadrul
filierei de crestere intensiva a suinelor.

Gena mcr-1, predominant implicatd in determinarea rezistentei mediata plasmidic la
colistin, a fost identificata la 2,54% din tulpinile de E. coli izolate din probele de ori-
gine suina. Colistinul este considerat un antibiotic de ultima linie in medicina umana
pentru terapia infectiilor cu bacterii rezistente la carbapeneme, recomandandu-se a fi
limitata utilizarea in domeniul veterinar.

Tulpinile de Escherichia coli producitoare de ESBL si/sau AmpC izolate si caracteri-
zate molecular au fost incadrate in filogrupurile patogene (B2, D) reprezentand un
procent de 36,43% . De asemenea, de la suinele abatorizate au fost izolate si tulpini
comensale (52,42%) ce au fost incadrate in filogrupurile A si B1, evidentiindu-se as-
tfel circulatia concomitenta si posibilul risc de transmitere a elementelor plasmi-
dice codificatoare de antibiorezistenta.

Analizand rezultatele prin prisma conceptului ,,One Health”, o atentie deosebita trebu-
ie acordata tulpinilor de Escherichia coli producatoare de ESBL si/sau AmpC incadra-
te in filogrupurile B2 si D, acestea fiind in majoritate tulpini cu o patogenitate ri-
dicati, ce posedd mai multi factori de virulentd In comparatie cu tulpinile comensale.

Rezultatele cercetarilor noastre evidentiaza o frecventa crescuta a tulpinilor de Es-
cherichia coli producitoare de ESBL in fermele de suine, cu posibilul transfer atat
de tulpini bacteriene antibiorezistente cat si de elemente plasmidice intre suine si per-
sonalul din ferme. Astfel, controlul emergentei si raspandirii antibiorezistentei trebuie
sd reprezinte o prioritate pentru toti actorii din sinéitatea publici, la nivel national
si mondial.
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