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1. OBIECTIVE/ACTIVITATI PREVAZUTE

Recoltarea probelor si analiza fizico-chimica, biochimica, bacteriologica si moleculara
ETAPA 2.
a acestora
Activitatea 2.1 Recoltatea probelor de apa, namol si peste (statii de epurare, amonte si aval)
Particinant INSTITUTUL NATIONAL DE CERCETARE -DEZVOLTARE PENTRU ECOLOGIE
articipan INDUSTRIALA - ECOIND
Participant INSTITUTUL NATIONAL DE BOLI INFECTIOASE "PROF.DR.MATEI BALS"




Activitatea 2.2

Analiza fizico-chimici si bacteriologica a probelor recoltate

INSTITUTUL NATIONAL DE CERCETARE -DEZVOLTARE PENTRU ECOLOGIE

Participant INDUSTRIALA - ECOIND
Participant UNIVERSITATEA POLITEHNICA DIN BUCURESTI
Activitatea 2.3 Izolarea tulpinilor microbiene rezistente la antibiotice din probe clinice
Participant INSTITUTUL NATIONAL DE BOLI INFECTIOASE "PROF.DR.MATEI BALS"
Activitatea 2.4 Izola_lrea si cuantificarea tulpinilor microbiene rezistente la antibiotice din probe de
mediu
Participant UNIVERSITATEA DIN BUCURESTI
Partici INSTITUTUL NATIONAL DE CERCETARE -DEZVOLTARE PENTRU ECOLOGIE
articipant INDUSTRIALA - ECOIND
. Identificarea tulpinilor microbiene rezistente la antibiotice izolate din proble clinice si
Activitatea 2.5 .
de mediu
Participant UNIVERSITATEA DIN BUCURESTI
Participant INSTITUTUL NATIONAL DE BOLI INFECTIOASE "PROF.DR.MATEI BALS"
Participant INSTITUTUL NATIONAL DE CERCETARE-DEZVOLTARE MEDICO-MILITARA

,CANTACUZINO”

Activitatea 2.6

Participant

Participant

Participant

Determinarea profilurilor de rezistenta la antibiotice a tulpinilor microbiene rezistente
izolate din proble clinice si de mediu

UNIVERSITATEA DIN BUCURESTI

INSTITUTUL NATIONAL DE BOLI INFECTIOASE "PROF.DR.MATEI BALS"

INSTITUTUL NATIONAL DE CERCETARE-DEZVOLTARE MEDICO-MILITARA
,CANTACUZINO”

Activitatea 2.7

Detectia si cuantificarea produsilor farmaceutic activi si poluantilor in probele
prelevate

INSTITUTUL NATIONAL DE CERCETARE -DEZVOLTARE PENTRU ECOLOGIE

Participant INDUSTRIALA - ECOIND
Participant UNIVERSITATEA POLITEHNICA DIN BUCURESTI
Activitatea 2.8 Analize bloch_lmlce si moleculare privind influenta poluantilor identificati in activitatea
7 asupra pestilor
Participant UNIVERSITATEA DIN BUCURESTI
Particioant INSTITUTUL NATIONAL DE CERCETARE -DEZVOLTARE PENTRU ECOLOGIE
articipan INDUSTRIALA - ECOIND

Participant

UNIVERSITATEA POLITEHNICA DIN BUCURESTI




Activitatea 2.9

Participant

Participant

Participant

Extractia ADN din probele de mediu prelevate
UNIVERSITATEA DIN BUCURESTI

INSTITUTUL NATIONAL DE BOLI INFECTIOASE "PROF.DR.MATEI BALS"

INSTITUTUL NATIONAL DE CERCETARE-DEZVOLTARE MEDICO-MILITARA
.CANTACUZINO”

Activitatea 2.10

Participant

Participant

Participant

Detectia genelor de rezistenta la antibiotice la tulpinile microbiene izolate
UNIVERSITATEA DIN BUCURESTI

INSTITUTUL NATIONAL DE BOLI INFECTIOASE "PROF.DR.MATEI BALS"

INSTITUTUL NATIONAL DE CERCETARE-DEZVOLTARE MEDICO-MILITARA
,CANTACUZINO”

Activitatea 2.11

Participant

Participant

Participant

Secventierea unor gene de rezistenta la antibiotice evidentiate la tulpinile microbiene
izolate

UNIVERSITATEA DIN BUCURESTI

INSTITUTUL NATIONAL DE BOLI INFECTIOASE "PROF.DR.MATEI BALS"

INSTITUTUL NATIONAL DE CERCETARE-DEZVOLTARE MEDICO-MILITARA
,CANTACUZINO”
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Participant

Participant

Participant

Participant

Participant

Managementul proiectului

UNIVERSITATEA DIN BUCURESTI

INSTITUTUL NATIONAL DE CERCETARE -DEZVOLTARE PENTRU ECOLOGIE
INDUSTRIALA - ECOIND

INSTITUTUL NATIONAL DE BOLI INFECTIOASE "PROF.DR.MATEI BALS"

UNIVERSITATEA POLITEHNICA DIN BUCURESTI

INSTITUTUL NATIONAL DE CERCETARE-DEZVOLTARE MEDICO-MILITARA
.CANTACUZINO”




REZUMATUL ETAPEI

Tn cadrul etapei a doua de implementare a proiectului national RADAR intitulati Recoltarea probelor si
analiza fizico-chimica, biochimica, bacteriologica si moleculara a acestora au fost efectuate minim una si maxim
trei campanii sezoniere de prelevare a probelor de apa uzata (influent, efluent si namol biologic activ din tancul de
aerare), de la 9 statii de epurare orasenesti (SEAU) localizate In Bucuresti, lasi, Cluj, Timisoara, Galati, Rm. Valcea,
Targoviste si Constanta si de la unitatile spitalicesti care deverseaza apele uzate spitalicesti ih respectivele statii de
epurare, probe de apa de suprafata din amonte si aval de SEAU, precum si probe de apa de suprafata, sediment si
peste Carassius gibelio) din lacurile limitrofe municipiului Bucuresti si din Delta Vacaresti. De asemenea, in cadrul
unitatilor spitalicesti participante la studiu au fost colectate tulpini bacteriene din grupul ESKAPE izolate din diferite
produse patologice, n aceeasi secventa temporala.

Probele de apa uzata si de suprafatd au fost analizate din punct de vedere microbiologic (numar total de
bacterii dezvoltate la 22°C si la 37°C, numar total de microorganisme heterotrofe aerobe/anaerobe, bacterii
coliforme totale, Escherichia coli, enterococi, Pseudomonas aeruginosa, numar total de microorganisme apartinand
unor grupe fiziologice implicate in circuitul elementelor biogene din natura) si fizico-chimic (metale, conductivitate,
pH, sulfati, nitrati, etc). Rezultatele obtinute ih urma analizei fizico-chimice si microbiologice a probelor arata, in
general, o eficienta buna a SEAU 1in eliminarea incarcaturii microbiene, cu o reducere de péana la 4 unitati
logaritmice Tn efluent fata de influent. Tn general, s-a observat o reducere a incarcaturii microbiene n sezonul de
toamna, comparativ cu cel de primavara-vara, in special in namolul biologic activ din tancul de aerare. Concentratia
metalelor in influent, efluent si in namolul activ a fost relativ constanta de-a lungul anului si in limite legale, valorile
n interiorul SEAU fiind, similar cu incarcatura microbiana, semnificativ mai mari comparativ cu cele determinate in
amonte si aval, probabil datorita factorului de dilutie.

Pentru izolarea bacteriilor rezistente din apa, sediment si namol activ, probele au au fost diluate, filtrate si
nsamantate pe medii selective, suplimentate cu antibiotice, respectiv Agar ChromID ESBL pentru izolarea
tulpinilor de Enterobacteriaceae si non-Enterobacteriaceae producatoare de beta-lactamaze cu spectru extins
(ESBL), Agar ChromlD OXA-48 si Agar ChromlD CARBA pentru Enterobacteriaceae producitoare de
carbapenemaze (CRE), ChromID VRE pentru tulpinile de Enterococcus sp. rezistente la vancomicina si ChromID
MRSA pentru tulpini de Staphylococcus aureus rezistent la meticilina. Tulpinile izolate (n=3540) au fost identificate
cu ajutorul sistemului MALDI-TOF-MS Bruker. Pind in prezent, colectia de tulpini ESKAPE confirmate si
identificate include 3313 tulpini. Marea majoritate a tulpinilor ESKAPE, mai ales cele Gram-negative prezinta
fenotip MDR. Prezenta fenotipurilor ESKAPE a fost evidentiata Tn toate statiile analizate, cu o prevalenta mai mare
n Bucuresti, lasi si Galati cu predominanta tulpinilor de bacili Gram negativi (BGN) producitori de ESBL si a
tulpinilor de BGN non-fermentativi si KESC rezistente la carbapeneme.

Studiul la nivel molecular a demarat pentru 47 de tulpini de K. pneumoniae ESBL pozitive si rezistente la
carbapeneme (18 din influent, 16 din efluent si 13 din mediul clinic) care au fost secventiate integral (Next
generation sequencing, Nextera DNA Flex Library Prep Kit, Illumina). Tulpinile de K. pneumoniae au apartinut
majoritar la tipurile ST 101, ST 258 si ST219, fiind de asemenea, cele in care au fost detectate cel mai frecvent

secvente de integroni de clasa I.



n probele din influent, genele de rezistenta la antibiotice (GRA) cu prevalenta > 50% sunt cele care
confera rezistentd la aminoglicozide, biseptol, antiseptice si antibiotice beta-lactamice: ant(2") la, gacEdeltal, sull,
aac (6') lid, aadAl, fosA, blactxm-15, blarem1, dfrAl4, aph (3") b, aph (6) Id, sul2. Tn izolatele de efluent, dintre
GRAInalt prevalente, opt au fost similare cu cele identificate in influent, respectiv: ant (2 ") la, qacEdeltal, sull, aac
(6 ") lid, aadAl, fosA, blactxms, blarem1, Tn timp ce patru au fost mai frecvente in efluent (ogxA, ogxB, fosA6 si
mphA). La izolatele clinice, GRA cu prevalentd > 50% sunt diferite fata de cele din mediu: ant (2 ") la,
A7J11 02581, fosA, blactxm1s, blarem1, dfrAl4, oqxAl0, catB3, blaoxa1, aac (3) lla, oqxB17, blasHv-10e,
diversitatea GRA fiind mult mai redusa, comparativ cu cea a tulpinilor acvatice. Cele mai frecvente GRA pentru p-
lactamaze sunt blastv, blaoxa, blarem si blactxwm, iar pentru carbapenemaze blanom1, blaoxaas, blakec2, prezente in
toate tipurile de izolate, in timp ce blaoxa1s2 a fost prezenta exclusive la tulpinile acvatice. Rezistenta la quinolone a
fost asociata cu prezenta genelor qnrS1, gnrD1, gnrB, ogxA/B, gacEdeltal. Au fost identificate GRA pentru biseptol
(dfrA, sull si sul2), tetracicline (tetAsi D), cloramfenicol (catAl si catB3, cat2, cml A5 si aac (6 ') Ib), fosfomicina,
(fosA), macrolide (mphA, mphE si msrE) si rifampina (arr2 si 3). De asemnea, un numar total de 75 de gene de
virulenta au fost identificate la tulpinile analizate, dintre care 34 cu prevalenta de peste 50%. Cel mai mare numar de
gene de virulenta (n = 75) a fost evidentiat la tulpinile izolate din influent. GRA mai frecvente la tulpinile acvatice
sau clinice ar putea constitui markeri potentiali pentru supravegherea AR in mediul acvatic (blastv-145, gacEdeltal,
sull, aadAl, aadA2) si respectiv clinic (blaoxa-1, blasmv-106, blatemso, aac (3) lia, dfrAl4, ogxAl10; ogqxB17, catB3,
tetD), Tn timp ce RGA (0gxAl0; blastv-145; blaskv-100, @ac (6 ") Il, aph (3" VI, armA, arr2, cmlA5, blacmy-4, mphE,
msrE, ogxB13, blaOXA-10) a caror prevalenta a scazut semnificativ in effluent fata de influent ar putea fi utilizate
ca markeri pentru eficienta eliminarii bacteriilor rezistente si a GRA asociate.

Tn majoritatea probelor de apa analizate prin HPLC, cu exceptia a doua probe recoltate in martie 2019,
concentratia de ceftazidim si imipenem a fost sub limita de detectie a metodei HPLC.

Tn aceasta etapa a demarat evaluarea prin diferite metode biochimice a efectelor poluantilor acvatici
asupra activitatii enzimelor antioxidante hepatice si homeostaziei redox celulare la indivizi de Carassius gibelio
proveniti din 6 populatii diferite: Nucet (Targoviste), lasi, Delta Vacaresti, Chitila, Lacurile Tei si Floreasca
(Bucuresti). Datele obtinute atat prin metode biochimice, dar si electroforetice 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. Modificarile oxidative observate la pesti pot indica un potential
pericol al apelor uzate pentru sanitatea organismelor acvatice din aceste medii. In plus, rezultatele obtinute in urma
analizei microbiotei intestinale si a abundentei GRA sugereaza faptul ca microbiota pestilor prelevati din lacurile
Floreasca si Tei are o diversitate redusa si contine GRA, precum blaoxas si vanA.

Pe baza masuratorilor efectuate si a descriptorilor numerici furnizati de catre parteneri a fost aplicata o
tehnica de statistica multi-variata (analiza redundantei — Redundancy Analysis), ipoteza testata fiind daca prezenta
unor bacterii rezistente la antibiotice este influentata de prezenta unor metale sau a unor specii bacteriene in
esantioanele analizate. Rezultatele preliminare confirma aceasta ipoteza (de exemplu aparitia E.coli ESBL, KESC
ESBL pare a fi corelatd cu prezenta Fe si a Salmonella sp.). Aceste rezultate vor fi confirmate prin analize

suplimentare h urmatoarele etape de implementare a proiectului.



Rezultatele obtinute au fost diseminate partial prin 3 lucrari I1SI (2 articole publicate si 1 articol acceptat
pentru publicare), 4 articole BDI, 1 prezentare orala in cadrul unei conferinte nationale (premiul pentru cea mai buna
prezentare orala) si 14 prezentari de tip poster la conferinte internationale (ECCMID, IWA Health Related Water
Microbiology, ISTA19, International Conference of the Chemical Societies of the South-Eastern European
Countries, CEEC-TAC5 & Medicta). Toate obiectivele si activitatile propuse pentru aceasta etapa au fost indeplinite
in totalitate.
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Whole genome sequencing snapshot of multi-drug resistant Klebsiella pneumoniae strains from
hospitals and receiving wastewater treatment plants in Southern Romania, Dan Otelea, Marius
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Mobile genetic elements involved in the horizontal transfer of antibiotic resistance genes, Popa Laura
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1. NGS analysis workflows to generate ARGs profiles between clinical and waste water K pneumoniae
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Talapan, Carmen Chifiriuc, Dan Otelea Zilele stiintifice ale Institutului National de Boli Infectioase "Prof
Dr. Matei Bals" - editia XV, 30 oct-01 nov 2019, Bucuresti — premiul pentru cea mai buna prezentare
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