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REZUMAT

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

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

Cresterea rezistentei bacteriilor zoonotice la antibiotice a devenit o problema im-
portanta de sdnétate 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 atdt in medicina umani, cét si in cea veterinard. Abordarea holistici a conceptului
»One Health” include evaluarea posibilelor legituri dintre animale, oameni si mediu.
Transmiterea bacteriilor rezistente la oamenii care triiesc in fermi sau in vecinatatea aces-
tora, precum si transmiterea la consumatorii produselor de origine animali, este dovedita
stiinific prin identificarea genelor de rezistenti la tulpini izolate atat de la oameni cat si la
animale.

Printre procesele de adaptare continua a bacteriilor se numiri §i cresterea rezis-
tenfei la antimicrobiene, ca urmare a administrarii, in unele cazuri excesiv, a acestor medi-
camente. Aparitia Enterobacteriaceaelor producitoare de ESBL in microflora fecali a
animalelor de ferma reprezinti un risc evident de contaminare a produselor alimentare, ce
pot fi vectori majori pentru transportul ESBL in populatia umand.

Depistarea si caracterizarea continui a tulpinilor de E. coli producatoare de ESBL
este necesard, sub aspectul impactului porcinelor sinitoase, 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 bazeazi pe producerea de enzime, mediatd de plasmide, care
inactiveaza acesti compusi prin hidrolizarea inelului lor beta-lactamic.

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

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

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

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

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

Capitolul 5, cuprinde ,,Scopul si obiectivele tezei”, care si-a propus de a investiga
§i 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 evalueazi 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 genetici 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: preimbogitirea neselectivi, izolarea se-
lectivé 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-
pici ca fiind producatoare de ESBL/AmpC a tulpinilor de E. coli identificate:

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

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

- incadrarea tulpinilor de E. coli in grupurile filogenetice;

- amplificarea §i secventierea genelor implicate in 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 producdtoare de ESBL izolate
de la porcine si om”, descrie etapa de izolare si identificare a tulpinilor producitoare de
ESBL/AmpC si confirmarea fenotipici 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 animali §i 5/32 de origine umana.
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Toate izolatele bacteriene (de origine umand si animald) dezvoltate pe mediul

specific agar MacConkey suplimentat cu cefotaxim (MC+CTX), au fost confirmate feno-
tipic ca fiind ESBL/AmpC.

Dupa analiza rezultatelor obfinute pe probele de origine animala, in functie de jude-
tul de origine al probelor, procentul de tulpini E. coli prezumtiv producitoare de ESBL
este cuprins in intervalul 51-70, dupad cum urmeazi: pentru Botosani, 51.72% (45/87),
pentru Suceava, 55.56% (25/45 ) iar pentru lasi - 70.59% (48/68). Pentru probele de origi-
ne umana, 2 izolate de E. coli sintetizatoare ESBL/AmpC au fost din judetul Iasi §i 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 realizirii testelor de
sinergie, dintre acid clavulanic si ceftazidim si/sau a acidului clavulanic i cefotaxim s-au
obfinut urmitoarele 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 producitoare de ESBL/AmpC, s-a stabilit si gradul de rezistentd/sensibilitate la
alte clase de antibiotice, dupa cum urmeaza: beta-lactamine (100% rezistenta la ampicili-
na), sulfonamide (rezistentd la sulfamethoxazol 96/118 (81.36%) si 76/118 (64.41%) la
trimethoprim. Cele 5 tulpini de origine umana au prezentat rezistenti la sulfamethoxazole
-3/5 (60%) si la trimethoprim -2/5 (40%).

In ce priveste categoria fluoroquinolonelor, raportarea arati ci nivelul de rezisten-
ta la ciprofloxacin si acid nalidixic a fost peste 50%, astfel ca din numdrul 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 cét 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 abatorizafi §i de la personal din Jferme”, cuprinde
analiza moleculard efectuatqi urmarind principalele gene ce codifici 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 mediata 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 urmirit
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 blacry.ay. 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 blactx.m.u,
nu au apartinut niciunuia dintre cele doud grupuri mentionate anterior.
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Prezenta genelor blasny a fost identificatd la 44/118 (37.28%) tulpini de origine
animald, in timp ce blarem doar la 2/118 tulpini (1.69%) dintre izolate, iar blagxa la o sin-
gurd tulpind de origine animala 1/118 (1,40%).

Prevalenta genelor blactx-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 §i in cazul izolatelor de origine animala, o
tulpind (25%) nu a apartinut niciunuia din cele 2 grupuri de enzime analizate.

Identificarea genelor blarem, blasuy si blaoxa pentru tulpinile de origine umana au
condus la identificarea genei hlasuv, in proportie de 20% (1/5), iar genele blarem si blaoxa
nu au fost identificate la nicio tulpini analizata.

Datoritd faptului ca prezenta fenotipului AmpC mascheazi de cele mai multe ori
fenotipul ESBL, prevalenta tulpinilor AmpC pozitive a fost calculatd consecutiv testirii
moleculare. in urma investigatiilor efectuate la nivel molecular, avand ca tint3 gena blacir-
m, pentru 35/118 (29.66 %) izolate de origine animala i 1/5 (20%) de origine umani au
fost obtinute rezultate pozitive.

Toate tulpinile au fost testate molecular pentru genele blagua, blagys §i blags, ce
codificd rezistenta la fluoroquinolone i mcr-1 si mer-2, care codifica rezistenta mediata
plasmidic la colistin.

Numirul total de tulpini de origine animala rezistente la fluorochinolone a fost de
22/118, dintre care 1/118 (0.85 %) pozitiva pentru gena blagua, 3/118 (2,54 %) pozitive
pentru gena blag.s si 18/118 (15.25 %) pozitive pentru gena blags.

Spre deosebire de tulpinile de origine animali analizate, in cazul izolatelor umane nu a
fost pusd in evidenfa nicio tulpina pozitiva pentru genele blagua, blagus, blagus.

In ceea ce priveste rezistenfa la colistin, s-a observat ci 3/118 (2.54%) tulpini de
E. coli de origine animald 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 doui gene.

Mai mult, tulpinile pozitive pentru gena mcr-1 au fost analizate din punct de vede-
re molecular §i pentru prezenfa genelor ce codifica grupul CTX-M-1, gene SHV si gnrS,
ceea ce inseamnd ca 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 aritat ca toate tulpinile de E. coli
se incadreaza in cele 4 grupuri principale: A, B1, B2 si D, conform combinatiei a trei
markeri genetici.

Tulpinile de E. coli sintetizatoare ESBL de provenienta 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,
BI) este mai mare decat proportia tulpinilor extraintestinale, 36.43% (B2, D). in conclu-
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zie, cele doua tipuri de tulpini evolueazi concomitent in cadrul fermelor de unde au fost

abatorizate suinele luate in acest studiu.

Din cele 5 tulpini de origine umana 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 filogeneticd a genelor ce codificd 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 codificid enzimele
CTX-M, 17 de origine animala §i 4 de origine umana. Secventierea s-a realizat prin tehni-
ca Sanger, externalizati catre laboratorul Macrogen Europa.

in urma analize secventelor obtinute, s-a observat ¢ 11/17 (64.7%) din tulpini
sunt purtitoare ale genei blacrx-w-1, restul tulpinilor prezentand genele blacrx.m.s (1/17),
blacrxm3(1/17), blacrx-ms (1/17) si blacrxm (1/17). Pentru 2 tulpini nu am obtinut rezul-
tate in urma secventierii. Pentru izolatele de origine umani, la toate cele 4 tulpini secven-
tiate s-a identificat gena blactx.m..

Gena blacrx-m.1 a fost cea mai predominantd in determinarea rezistentei mediat
plasmidic la cefalosporine de generaia a 3-a la izolatele de E. coli de la porcii abatorizati
si in izolatele de E. coli de origine umana.

Gena blacrx-m.s, care este in general raportatd rar, a fost identificati in lotul nostru
de tulpini de la porcii abatorizafi, aceasta fiind prima raportare in regiunea de Nord-Est a
Romaniei.

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