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REZUMATUL ETAPEI

Cresterea prevalentei infectiilor produse de bacteriile rezistente la antibiotice constituie
una dintre cele mai importante probleme nu doar pentru sistemul medical, ci si pentru mediul
natural. Raspandirea genelor de rezistenta este favorizata de mediile cu densitati microbiene
crescute si bogate 1n nutrienti. Namolul activat din statiile de epurare a apelor uzate (SEAU)
constituie mediul ideal pentru procesele de selectie, acumulare si transfer al genelor de
rezistentd la antibiotice. Deoarece SEAU nu sunt proiectate pentru eliminarea genelor de
rezistenta la antibiotice si a bacteriilor rezistente la antibiotice, descarcarea efluentilor SEAU
in apele de suprafata reprezintad un mecanism cheie prin care genele de rezistenta la antibiotice
si bacteriile rezistente la antibiotice patrund in ecosistemul acvatic.

In cadrul acestei etape a proiectului a continuat izolarea si cuantificarea de bacterii
rezistente la antibiotice din probe de apa din SEAU (influent, efluent si ndmolul activ din
bazinul de aerare), probe de apa de suprafatd amonte si aval de punctul de deversare SEAU,
precum si din probe de apa uzata si probe clinice din unitati spitalicesti, precum si analiza
fizico-chimica, biochimica, bacteriologica si moleculara a acestora.

Analizele standard ale parametrilor microbiologici si fizico-chimici ai probelor
analizate au evidentiat faptul ca valorile se mentin in acelasi domeniu evidentiat pentru probele
prelevate si analizate in anul precedent si se Tncadreaza in limitele legale impuse de legislatia
din Romania. Din cele 106 probe din mediu analizate: 20 probe de influent, 16 probe de namol
activat, 20 de probe de efluent, 20 probe de apa uzata spital, 28 apd de suprafatd (amonte si
aval) recoltate in anul 2020, in cadrul a trei campanii de prelevare 2020 (iarnd, vard, toamna),
de la 7 SEAU, inclusiv de la compania de Antibiotice lasi si din canalul colector a 8 unitati
spitalicesti, s-a reusit izolarea si cuantificarea a 2761 de tulpini microbiene care au prezentat
11 fenotipuri bacteriene de rezistenta la antibiotice, cu relevanta clinica: E. coli producatoare
de ESBL, KESC producatoare de ESBL, non Enterobacteriaceae producatoare de ESBL,
E.coli producitoare de carbapenemaze tip OXA-48, KESC producatoare de carbapenemaze
tip OXA-48, non Enterobacteriaceae producatoare carbapenemaze tip OXA-48, E.coli
producdtoare de carbapenemaze, KESC producitoare de carbapenemaze, non
Enterobacteriaceae producatoare carbapenemaze, Enterococcus sp. rezistente la vancomicina
si MRSA. Dintre acestea, majoritatea au fost Enterobacteriaceae CPE (953 de tulpini) si ESBL
(848 de tulpini) pozitive. Tulpinile microbiene rezistente producatoare de carbapenemaze au
fost identificate prin tehnologia Maldi-TOF ca apartinand speciei: E. coli (381 de tulpini, dintre



care 284 de tulpini cu fenotipul de rezistenta OXA-48) si speciilor KESC, majoritatea K.
pneumoniae (572 de tulpini, dintre care 268 de tulpini cu fenotipul de rezistentd OXA-48).
Tulpinile de E. coli ESBL au fost cele mai abundente in probele de mediu, abundenta estimata
fiind mai mare in sezonul de iarnd, in efluent fata de influent, dar mai mica fata de probele de
namol activat, ceea ce indica faptul ca tehnologia bazata pe namolul activat a SEAU reduce
in mod semnificativ bacteriile rezistente la antibiotice. Probele de apa de suprafata din aval
de SEAU au prezentat o abundenta estimata a KESC ESBL, cu aproximativ 2-logio mai mare
de fatd de probele de apa de suprafata amonte (sezon iarnd), ceea ce indica faptul ca efluentii
SEAU contribuie la diseminarea acestor bacterii rezistente in mediu. Tulpinile CPE au fost
detectate, in ordine descrescatoare a abundentei, in probele de apa uzate prelevate de la spitale,
influentii si efluentii SEAU. Tulpinile VRE au fost detectate in probele de apa uzata spital si
influentii SEAU, la densititi medii, comparativ cu enterobacteriile. in anul 2020 au fost izolate
in aceeasi secventd spatio-temporald cu tulpinile izolate din probe de apa, in ordinea
descrescatoare a frecventei, tulpini clinice de E. coli (19), Klebsiella pneumoniae (17), S.
aureus (15), A. baumannii (12), P. aeruginosa (9), Enteroccocus sp. (7) si Proteus sp. (2).
Cele mai frecvente fenotipuri de rezistenta la tulpinile clinice au fost reprezentate in ordine
descrescatoare de Staphylococcus aureus rezistent la meticilina (MRSA), Enterobacteriaceae
producatoare de carbapebemaze (CPE) si beta-lactamaze de spectru larg (ESBL).

Enterobacteriile izolate din probele de apa uzata si clinice au prezentat niveluri ridicate
de rezistenta la cefalosporine de generatia a IlI-a (peste 90% in Bucuresti, Timisoara, Cluj,
Targoviste, Valcea, Galati, lasi), procentul de tulpini rezistente la carbapeneme fiind de 32.2 -
58.33%. Cel mai mare numar de tulpini K. pneumoniae rezistente la antibioticele testate a fost
izolat in functie de statie, din influentul spitalului sau din namolul activ si aval iar In cazul
tulpinilor E. coli, cele mai multe tulpini rezistente au fost izolate din influentul SEAU, namolul
activ, efluent sau aval. In ceea priveste genele de rezistenti la antibiotice, in toate cele 295 de
tulpini secventiate in aceasta etapa au fost identificate 325 de gene unice de rezistenta, cele mai
multe regasindu-se la K. pneumoniae.

In cadrul proiectului RADAR au fost secventiate (MiSeq Illumina) pana in acest
moment un numir de 295 de tulpini bacteriene ESKAPE. In paralel cu secventierea intregului
genom folosind platforma de a doua generatie de secventiere Illumina, au fost efectuate si
experimente de secventiere folosind platforma de a treia generatie MinlON, de la Oxford
Nanopore pe 20 de tulpini ESKAPE. Tulpinile ESKAPE au prezentat o mare diversitate de
tipuri si subtipuri: A. baumannii (6 subtipuri, si cel putin 1 — maxim 5 subtipuri necunoscute),
E. cloacae (3 subtipuri), E. coli (21 subtipuri), E. faecium (8 subtipuri), K. oxytoca (1 subtip
necunoscut), K. pneumoniae (27 de subtipuri, plus minim 1 — maxim 3 subtipuri necunoscute),
P. aeruginosa (9 subtipuri, plus maxim 2 subtipuri necunoscute) si S. aureus (2 subtipuri).

In ceea priveste plasmidele, pentru cele 295 de tulpini au fost identificate gene replicon
corespunzitoare pentru 94 de (variante de) plasmide. Speciile la care s-au identificat cei mai
multi repliconi sunt E. coli, E. faecium si K. pneumoniae, iar tulpinile de E. cloacae si E.
faecium prezinta cele mai multe gene replicon plasmidiale.

Pana in prezent, au fost prelucrate pentru analize metagenomice filtre incarcate cu
material microbian provenit din 239 (217 in anul 2020) de probe de apa, recoltate in anii 2019
s1 2020, din Bucuresti, Cluj, Galati, Glina, Iasi, Targoviste, Timisoara si Valcea. Extractia ADN
s-a realizat manual, folosind un kit de extractie de ADN bazat pe tehnologia de separare si
purificare pe coloana cu membrana de silice (DNeasy PowerWater Kit, Qiagen). Cuantificarea
ADN din probe s-a realizat cu instrumentul Qubit® 3.0 Fluorometer si kit-ul Qubit dSDNA HS
Assay Kit (Life Technologies). Markerul taxonomic utilizat pentru analiza metagenomica (Ion
Torrent Personal Genomic Machine) este gena codificatoare pentru ARNr 16S, amplificata cu
kitul 16S Metagenomic kit (Ion Torrent). Pana la acest moment au fost realizate biblioteci de
ADN pentru 77 de probe, recoltate in anul 2019. In microbiota acvatici s-au identificat intre 18



si 187 familii, 21-184 genuri, respectiv 26-244 specii bacteriene, diversitatea microbiana
depinzand de tipul de proba investigata.

Detectia cantitativa a antibioticelor, pesticidelor si metalelor grele din apele uzate s-a
realizat prin metode diferite de procesare a probelor, urmate de analiza de spectrometrie de
masa cu plasma cuplata inductiv (ICP-MS)- pentru monitorizarea elementelor (metalelor), LC-
MS -pentru monitorizarea antibioticelor si GC-MS — pentru monitorizarea pesticidelor. Analiza
elementald prin ICP-MS a evidentiat diferente mari din punct de vedere al concentratiilor
elementelor (cationilor metalici) in probele analizate. Pentru Al s-au obtinut continuturi
extreme in probele de apd din amonte SEAU, tanc aecrare SEAU, namol activ, canal colector
spital, pentru Cr si As, mai ales din probele de ndmol activ si tanc de aerare, pentru Cd In
probele din tanc de aerare, canal colector si o proba de apa de robinet, iar pentru Pb din namol
activ. Toate probele analizate contin pesticide, nivelul detectat fiind alarmant in unele probe
recoltate din canalul colector, influent SEAU, efluent spital, amonte SEAU, care au avut un
continut cumulat de pesticide de peste 100ug/l. Dintre antibioticele analizate, au fost
identificate niveluri ridicate pentru sulfametoxazol, trimetoprim si clindamicina. In cazul a doud
probe de apd uzatd de spital s-a obtinut nivelul cel mai ridicat de Al, sulfametoxazol,
trimetoprim si clindamicind, dar si continutul cumulat cel mai mare de pesticide.

Datele obtinute prin metode biochimice privind efectele poluantilor acvatici identificati
asupra enzimelor antioxidante, peroxidarii lipidice si homeostaziei redox celulare au aratat
faptul ca apele uzate netratate din lacurile Tei, Floreasca si Chitila au provocat un stres oxidativ
semnificativ prin dereglarea sistemulului antioxidant al indivizilor de Carassius gibelio. De
asemenea, s-a putut observa o diferenta neta intre cele doud organe analizate (rinichi si branhie),
tesutul cel mai afectat fiind branhia.

In cadrul acestei etape a proiectului au fost publicate 10 articole 1SI, 2 articole BDI, 6
prezentari orale si 6 postere la conferinte nationale si internationale; studensii de la nivelul
diferitelor cicluri de de pregatire au fost integrati in colectivele de cercetare ale partenerilor
implicati, rezultatele obtinute contribuind la realizarea unei teze de doctorat finalizate, a 2
lucrari de disertatie si 6 lucrari de licenta.
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