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REZUMATUL ETAPEI A IV-A

In cadrul acestei etape au continuat studii de epidemiologie moleculard a rezistentei la
antibiotice, care au implicat secventierea tulpinilor izolate in etapele anterioare ale proiectului
pentru analiza genelor de rezistenta la antibiotice, a subtipurilor tulpinilor rezistente, secventierea
transpozonilor si a plasmidelor si analiza metagenomici a probelor de apa. in perioada raportata
au fost secventiate 164 de tulpini bacteriene din grupul ESKAPE (52 tulpini de Acinetobacter
baumannii, 49 Enterococcus faecium, 33 Klebsiella pneumoniae, 22 Escherichia coli, 7
Enterococcus cloacae si 1 tulpina de Cronobacter sp.), provenite din infectii intraspitalicesti,
reteaua de apa uzatd si de suprafata din diverse regiuni geografice ale tarii (nord-est, sud si centru-
vest) (secventiator MiSeq Illumina, platforma MinlION, Oxford Nanopore). Datele brute obtinute
au fost supuse analizei bioinformatice, pentru identificarea/confirmarea speciei, identificarea
clonelor circulante pe baza profilului alelic a 7 gene constitutive, pentru predictia genelor care
codificd repliconi plasmidiali, predictia genelor de rezistenta la antibiotice, determinarea
subtipurilor din fiecare specie pentru analize filogenetice si predictia profilului variational pentru
fiecare clona/subtip specific.

Diversitatea subtipurilor identificate au variat in functie de specie, cele mai multe subtipuri
fiind identificate la tulpinile de K. pneumoniae (15 ST, cele mai frecvente fiind ST 258 si 101) si
A. baumannii (14 ST, dintre care 4 subtipuri necunoscute, cele mai frecvente fiind ST 2 si 492). In
cazul tulpinilor de E. faecium, majoritatea tulpinilor au apartinut ST 117, 80 si 203.

La cele 164 de tulpini secventiate au fost identificate 272 de gene unice de rezistenta, iar
subtipurile cu numarul cel mai ridicat de gene de rezistenta au fost: A. baumannii ST2, E. cloacae
ST526, E. coli ST536, E. faecium ST80 si K. pneumoniae ST258.



Distributia subtipurilor speciilor bacteriene, cat si a genelor de rezistentd la antibiotice a
variat in functie de sursa de izolare si regiunea geografica (e.g., tulpinile de A. baumannii ST2 si
cele de K. pneumoniae ST 101 si ST 258 au prezentat cea mai larga distributie, fiind prezente atat
in clinica, cat si in probele de apa uzata).

Secventierea plasmidelor a evidentiat o diversitate redusa la tulpinile de A. baumannii, la
care au fost evidentiate plasmide de tip pACICU-like, ce contine gena de rezistentd la
aminoglicozide aph(3’)-VIa in structura unui transpozon TnAphA6 si de tip pMAL-like,
purtdtoare a genei de rezistenta la carbapeneme blaOXA-72. La aceste tulpini au fost identificati
integroni de clasa 1, ce contin genele de rezistenta aac(3)-Ia, aadA1 (rezistenta la aminoglicozide)
si sull (rezistentd la sulfonamide) si transpozoni de diferite tipuri, respectiv: Tn2006, ce contine
gena de rezistentd la carbapeneme blaOXA-23, Tn6020, ce contine gena aph(3')-la, Tn9-like ce
contine gena catAl, gena sull flancata de doi transpozoni Tn6292, Tn6205 ce contine genele
aph(3")-1b, aph(6)-Id si tet(B), precum si regiuni constituite din mai multi transpozoni si gene de
rezistenta la antibiotice (blaTEM-84, catAl, tet(A), sull)

La tulpinile de E. coli au fost identificate plasmide de diferite dimensiuni: plasmide mari
de tip multireplicon (IncFII si IncFIB) ce contin multiple gene de rezistenta la antibiotice, in unele
cazuri flancate de transpozoni, precum si un integron de clasa 1, plasmide de dimensiuni mai mici
ce contin gena blaOXA-48 intr-o structura de tip ISIR — AIS10A — blaOXA-48 — IS10A, plasmide

— Incl1-I(Alpha), IncR, 7, Col(BS512) si netipabile. Plasmida IncFII prezinta gena blaOXA-48,
flancatd de un element 1S26. Plasmida IncR cuprinde Tn5403 in care se afla inserata gena
blaTEM-1. Chiar in absenta plasmidelor, una dintre tulpinile de E. coli a prezentat o regiune de
multirezistenta, continand genele de rezistenta blaTEM-1, aac(3)-11d, mph(A) flancate de multiple
insertii ale IS26, genele aadAS, sull, dfrA17 in structura unui integron de clasa 1, precum si gena
blaOXA-48, flancata de IS1R si IS10A.

Analiza metagenomica a demarat pentru 102 probe de apd, 49 probe de ape uzate
provenite din zona Bucuresti (statie epurare spital si statie epurare oraseneascd), 48 din zona lasi
(statie epurare spital si statie epurare ordsenescd) si 5 probe de apd din medii naturale. Pentru
extractia ADN bacterian s-a utilizat kit-ul DNeasy PowerWater (Qiagen), iar compozitia
bacteriana s-a stabilit pe baza analizei genei ARNr 16S (kitul Ion 16S Metagenomics si platforma
lon Torrent
PGM, Thermo Fisher Scientific). Analiza compozitiei bacteriene a probelor de apa din medii
naturale a evidentiat un numar de 108- 203 familii, 145 — 379 genuri si 217 — 448 de specii la
probele de apa din medii naturale si respectiv 43-235 familii, 61-264genuri si 97-385 specii la
probele de ape uzate analizate pana in prezent.

In probele analizate au fost evidentiati taxoni cu semnificatie clinica (5 taxoni diferiti in
probele de ape naturale si 17 in cele de ape uzate).

Analiza beta-diversitatii cu ajutorul indicelui de similitudine Bray Curtis a permis
diferentierea clara a probelor de apa din influentul si efluentul statiilor de epurare a apelor uzate.

In cadrul acestei etape, au fost publicate 6 articole ISI, in reviste Q1/Q2, 12 capitol de
carte la o editura internationald, 1 cerere de brevet, au fost prezentate 3 comunicari orale si 3
postere la conferinte nationale si internationale, iar la obtinerea rezultatelor au fost implicati 10
studenti care si-au realizat partea experimentald a lucrarilor de licenta si tezele de masterat in
cadrul proiectului.

Toate activitatile si indicatorii prevazuti pentru aceasta etapa au fost indepliniti.



A 4.3 Managementul proiectului
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