REZUMATUL TEZEI DE DOCTORAT

Titlul tezei de doctorat: “Caracterizarea rezistomului bacterian din unele produse
alimentare comercializate pe piata romaneasca de retail”.
Cuvinte cheie: Enterobacterales, Escherichia coli, antibiorezistentad, produse

alimentare, sandtate publica.

Teza de doctorat intitulata Caracterizarea rezistomului bacterian din unele
produse alimentare comercializate pe piata romdneasca de retail cuprinde doud parti
principale: prima parte reprezintd studiul bibliografic, iar a doua parte prezintd
cercetarile proprii si rezultatele obtinute de-a lungul studiilor doctorale, fiind structurata
conform metodologiei academice. Teza contine de asemenea, cuprinsul, introducerea,
rezumatul, lista surselor bibliografice, lista abrevierilor, lista figurilor, lista tabelelor si
lista publicatiilor.

PARTEA I - Studiu bibliografic - Aceasta sectiune introductiva, structurata in
trei capitole distincte, cuprinde o sintezd a mecanismelor moleculare si a determinantilor
genetici care conferd rezistentd bacteriilor la agentii antimicrobieni. Se detaliaza, in mod
particular, genele de rezistentd asociate claselor de antibiotice precum aminoglicozidele,
B-lactaminele, cloramfenicol, glicopeptidele, fluorochinolonele, tetraciclinele si
sulfonamidele. Capitolul final exploreaza dinamica rezistentei la antibiotice n contextul
sectorului alimentar, la scard globald, europeand si nationald. Aceastd abordare
subliniaza implicatiile profunde ale fenomenului asupra sigurantei alimentare si a
sanatatii publice, conturdnd totodatd, provocdrile majore inerente proceselor de
preventie si control ale acestei probleme 1n continua exacerbare.

PARTEA A 1I-A - Cercetari proprii si rezultatele obtinute - Aceasta sectiune este
alcatuitd din trei capitole. Capitolul initial prezintd contextul institutional in care s-au
derulat investigatiile, definind explicit scopul general si obiectivele specifice ale
studiului si este urmat de cel care descrie izolarea si identificarea tulpinilor bacteriene
din produsele alimentare. Capitolele subsecvente se axeaza pe rezultatele obtinute in
urma efectudrii antibiogramelor si a testelor de biologie moleculara, continuand cu
prezentarea fenotipurilor de rezistentd si finalizand cu detectarea si caracterizarea
genelor de rezistenta relevante.

Capitolul 4 detaliazd metodologia si rezultatele obtinute in urma investigatiilor
privind izolarea si identificarea microorganismelor din diverse categorii de produse
alimentare. Obiectivul principal al acestei etape a fost evaluarea incidentei contaminarii
bacteriene la nivelul produselor alimentare de origine vegetald, concretizatd prin analiza
a 267 de probe de salate preambalate, gata de consum, si a celor de origine animala,
incluzénd 109 probe de carne de pui, 90 de probe de carne tocata de vita si 90 de probe
de branza proaspata de vaca.

Protocolul de cultivare si identificare a tulpinilor bacteriene a fost implementat
cu rigurozitate, conform standardelor internationale actuale. Procesul a inclus utilizarea

mediilor de cultura selective si diferentiale, fiind completat de aplicarea unor tehnici
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avansate de identificare biochimicd si fenotipicd, utilizdnd spectrometria de masa
MALDI-TOF. Pentru a obtine o reprezentare de ansamblu a microbiotei prezente in
aceste produse, s-a procedat la izolarea si caracterizarea fenotipica a multiple tulpini
bacteriene din fiecare proba analizata.

In urma investigatiilor, au fost identificate un total de 246 de tulpini bacteriene
din produsele de origine vegetald, cu o prevalentd semnificativdi a familiei
Enterobacteriaceae (n=116). Din produsele lactate au fost izolate 205 tulpini, dintre
care 126 au fost clasificate ca apartinand familiei Enterobacteriaceae. Carnea de pui a
reprezentat o sursd pentru 305 tulpini, 190 dintre acestea apartindnd familiei
Enterobacteriaceae. In final, din carnea tocata de vita au fost izolate 214 tulpini, cu 123
de izolate apartinand aceleiasi familii.

Analiza probelor de origine vegetala a relevat o incidentd a contaminarii cu
Escherichia coli de 2%, n timp ce Enterococcus faecium si Enterococcus faecalis au
fost detectate Th 2,4%, respectiv 4,1% din probe. Un procent semnificativ dintre salatele
analizate prezentau contaminare microbiologica (60%), indicand un risc potential pentru
siguranta alimentard. Aceastd situatie este agravatd de lipsa transparentei din partea
producatorilor privind originea materiilor prime, informatiile limitdndu-se adesea la
indicatii generice. In ciuda diversitatii denumirilor comerciale si a punctelor de achizitie,
o analizd logisticd a sugerat o posibild centralizare a procesarii si ambalarii salatelor in
unitdti comune, urmatd de o diferentiere ulterioara a etichetarii. Aceastd ipoteza este
sustinutd de similaritatea rezultatelor microbiologice intre diversele tipuri si loturi de
salate, sugerand o provenientd comund a materiilor prime.

Pentru produsele din branza de vaca, datele au indicat o incidenta a contaminarii
cu E. coli de 55%, cu E. faecium de 2,4% si de 4,1% pentru E. faecalis. Carnea de pui a
demonstrat cea mai ridicata ratid de contaminare cu E. coli, atingdnd la 79,2%, urmata de
E. faecium (59%) si E. faecalis cu un procent identic. in cazul cirnii de vitd, s-a
inregistrat o rata de contaminare de 57% cu E. coli, 50% cu E. faecium si 42% cu E.
faecalis. Pe langa E. coli, au fost identificate si alte specii bacteriene cu potential
patogen, inclusiv Klebsiella oxytoca, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis si
Acinetobacter baumannii. Prezenta acestor tulpini, multe dintre ele avand posibilitatea
de a manifesta rezistenta la antibiotice, amplifica riscul de infectii severe, in special la
subiectii imunocompromisi. Aceste rezultate subliniaza ca produsele alimentare
investigate pot reprezenta un potential risc pentru sanatatea publica, in special in
contextul unor practici de procesare si stocare necorespunzatoare.

De asemenea, pentru a pozitiona rezultatele obtinute in contextul stiintific
global si a valida pertinenta acestora, am inclus in prezentul capitol o analiza
comparativa a studiilor similare desfasurate in diverse regiuni geografice.

Aceastd abordare a permis evaluarea corelarii si a discordantelor dintre
profilurile de contaminare bacteriand identificate in esantioanele noastre si cele raportate



la nivel international, oferind perspective suplimentare asupra epidemiologiei
microorganismelor de interes pentru siguranta alimentara.

Capitolul 5 este dedicat caracterizarii fenotipice a profilurilor de rezistenta la
efectuatd prin tehnica difuzimetrici Kirby-Bauer, utilizand discuri cu concentratii
standardizate pentru urmatoarele antibiotice: Gentamicina (10 pg), Amikacind (30 pg),
Ampicilina (10 upg), Piperacilind/Tazobactam (36 pg), Ciprofloxacind (5 ug),
Amoxicilind/Acid clavulanic (30 pg), Aztreonam (30 pg), Cloramfenicol (30 ug),
Meropenem (10 pg), Moxifloxacina (5 ng), Tigeciclind (15 ug), Cefoxitina (30 ug),
Cefotaxim (5 pg) si Trimetoprim/Sulfametoxazol (25 pg). Interpretarea diametrelor
zonei de inhibitie a fost realizatd in conformitate cu criteriile stabilite de European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST), procesul de citire fiind
automatizat cu ajutorul sistemului ADAGIO (Bio-Rad, SUA).

in cazul celor 108 izolate bacteriene din salate »Zata de consum” s-a evidentiat
un profil de rezistenta la antibiotice complex, cu cateva exceptii notabile. S-a observat o
rezistentd foarte de ridicatd la peniciline, precum ampicilind (63%) si amoxicilind/acid
clavulanic (44,4%), in special la speciile E. ludwigii si K. oxytoca, dar si o rezistenta
semnificativa la cefalosporine, cu o prevalentd de 37% la cefoxitin. In schimb, rezistenta
a fost moderata la fluoroquinolone (12%) si scazuta la clase precum aminoglicozide, sub
2%, unde doar doud izolate au demonstrat rezistentd. Combinatia piperacilina-
tazobactam a prezentat cu o rata de rezistentd de doar 4,6%.

Analiza fenotipica a 103 izolate bacteriene obtinute din branzeturi proaspete de
vaca a evidentiat profile de rezistentd semnificative. S-a observat o rezistenta crescuta la
antibioticele B-lactamice, cu 76 de izolate (73,8%) rezistente la cel putin un antibiotic
din aceasta clasd. Ratele specifice de rezistentd au fost: 69,7% pentru ampicilina si
amoxicilinad/acid clavulanic la E. coli si 100% pentru aceste antibiotice la K. oxytoca.
Rezistenta la piperacilind/tazobactam a fost redusa (2,2%) la E. coli, dar semnificativa
(50%) la K. oxytoca. Tn cazul aminoglicozidelor, rezistenta a atins 27,2% la gentamicina
si 2,9% la amikacina. La fluorochinolone - 11,7% dintre izolate au fost rezistente atat la
ciprofloxacina, cit si la moxifloxacina. Rezistenta la cefalosporine a fost semnificativa -
19,1% dintre izolate fiind rezistente la cefotaxim si/sau cefoxitini. In ceea ce priveste
alte clase de antibiotice, s-a inregistrat o rezistentd ridicata la trimetoprim-
sulfametoxazol (35%) si cloramfenicol (27,2%), in timp ce toate izolatele s-au dovedit
sensibile la meropenem. Rezistenta la tigeciclina a fost detectata la 4,9% dintre izolate.

Analiza fenotipica a 171 de izolate de Escherichia coli provenite din carnea de
pui a evidentiat un profil de rezistenta extins la antimicrobiene. S-a Tnregistrat o
prevalentd ridicata a rezistentei la ampicilind (83,6%), trimetoprim-sulfametoxazol
(50,3%) si fluorochinolone: ciprofloxacina (68,4%) si moxifloxacina (73,7%).
Rezistenta la amoxicilind/acid clavulanic a fost de 41,5%, iar la gentamicina de 27,5%.

Rezistenta la antibiotice cu spectru restrans sau combinatii cu inhibitori de beta-
lactamaza a fost mai scizutd: amikacind (6,4%), piperacilind/tazobactam (6,4%) si

3



cefotaxim (1,2%). Au fost detectate tulpini cu rezistentd la antibiotice de importantd
critica, precum tigeciclina (11,7%). Studiul a identificat modele de co-rezistentd, cu
38% dintre izolate rezistente concomitent la ampicilind si amoxicilind/acid clavulanic, si
57% rezistente la ambele fluorochinolone testate. Aceste rezultate indicd prezenta unor
mecanisme complexe de rezistentd si un potential risc de transmitere a acestora.

In cazul celor 87 de izolate bacteriene provenite din carnea tocatd de vita,
analiza fenotipica a evidentiat un profil de rezistenta eterogen la antimicrobiene. S-a
observat o prevalenta ridicatd a rezistentei la antibioticele pB-lactamice (peste 30%), in
special la ampicilind si amoxicilind/acid clavulanic. In schimb, rata de rezistenti la
piperacilind/tazobactam a fost mai scazuta (9,2%). Rezistenta la aminoglicozide a fost
limitatd, cu 12,6% izolate rezistente la gentamicind si nicio tulpind cu rezistenta
detectata la amikacind. La fluorochinolone, prevalenta rezistentei a fost moderata: 5,7%
la ciprofloxacina si 9,2% la moxifloxacind. Rezistenta la cefalosporine de generatia a
I11-a a fost prezenti la 9,2% dintre izolate pentru cefotaxim si 12,6% pentru cefoxitin. In
ceea ce priveste alte clase de antibiotice, s-a Tnregistrat o rezistentd semnificativa la
trimetoprim-sulfametoxazol (34,5%) si cloramfenicol (12,6%). Toate izolatele s-au
dovedit sensibile la meropenem si aztreonam, iar rezistenta la tigeciclind a fost minora
(3,4%). Aceste rezultate indicad prezenta unor mecanisme de rezistentd selectivd in
comunitatile bacteriene din carnea de vita.

Analiza enterococcilor izolati din produse alimentare a evidentiat o prevalentd
eterogena a rezistentei la vancomicina, cu variatii semnificative intre specii si produsele
alimentare analizate. In salatele ,,gata de consum”, Enterococcus faecium a prezentat cea
mai mare rata de rezistenta (33,3%, 2/6 izolate), urmat de E. casseliflavus si E. faecalis
(30,0%, 3/10 fiecare). Tn schimb, E. hirae a inregistrat o prevalenta redusi (3,4%, 2/59).
In branza, rezistenta a fost detectatd la E. faecium (18,2%, 2/11) si E. faecalis (12,2%,
6/49). In carnea de pui, prevalenta a fost de 9,0% pentru E. faecium (4/49) si 12,0%
pentru E. faecalis (6/48). In carnea tocatd de vitd, ratele au fost mai scizute: 10,0%
pentru E. faecium (5/45) si 8,0% pentru E. faecalis (3/39).

Analiza bacteriilor izolate din salatele ,,ready-to-eat” a evidentiat prezenta unor
specii cu potential patogen si fenotipuri de rezistentd multipla la antibiotice, In special la
beta-lactamine, fluorochinolone si tetracicline. Rezistenta redusd la aminoglicozide
poate fi explicatd prin limitarile biologice ale acestor antibiotice, costurile metabolice
asociate mecanismelor de rezistentd si restrictiile legislative privind utilizarea lor in
zootehnie, 1n timp ce prevalenta ridicata a rezistentei la beta-lactamine reflecta utilizarea
lor intensa.

In capitolul 6, cercetarea se concentreazi pe caracterizarea moleculard a
mecanismelor de rezistenta la antimicrobiene pentru un lot de 24 de izolate bacteriene,
in principal Escherichia coli si Klebsiella pneumoniae, provenite din diverse produse
alimentare de origine animala si vegetala.



Identificarea taxonomicd de precizie a fost realizatd prin tehnologia MALDI-
TOF MS, obtinandu-se scoruri de corelatie ridicate (>2.0) care au asigurat acuratetea
speciilor determinate Tnainte de screening-ul molecular. Rezultatele, centralizate sub
forma unui heatmap cu clustering ierarhic, au evidentiat o prevalentd remarcabild a
determinantilor de rezistentd, confirmand genotipic profilurile fenotipice de
multirezistentd observate anterior.

Analiza a relevat un grup majoritar de probe, dominat de izolate de E. coli din
carne, caracterizat prin prezenta universala a genelor blaTEM si sull (100%), adesea
asociate cu blaCTX—M, aac—6—1Ib si qnrB, fapt ce sugereaza diseminarea unor plasmide
multirezistente in lantul alimentar.

Tn contrast, izolatele de K. pneumoniae din lactate au prezentat o specializare
adaptativa prin detinerea genelor blaSHV si ogxB, in timp ce tulpina de Enterobacter
ludwigii din salata a demonstrat un risc critic prin prezenta genei gnrS intr-un produs
consumat fara tratament termic.

Desi s-a observat o acumulare Ingrijordtoare de gene de tip PMQR si ESBL,
absenta totald a carbapenemazelor KPC, OXA-48, MBL confirmd mentinerea acestor
antibiotice ca optiuni de rezerva, in acord cu tendintele raportate de EFSA.

Discutiile subliniazd fenomenul de co-selectie robusta, unde presiunea selectiva
exercitatd de sulfonamide mentine indirect genele de rezistentd la cefalosporine,
transformand alimentele in vectori de diseminare a rezistentei in cadrul abordarii "One
Health".
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