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Cuvinte cheie: antibiotice, gene de rezistenta la antibiotice, compozitia comunitatilor bacteriene, ape

reziduale de la spitale, ape subterane

Capitolul I: Introducere generala

De la introducerea lor in uz clinic, agentii antimicrobieni, cum ar fi antibioticele, au avut un
impact semnificativ asupra sanatatii umane si a animalelor, si au cladit calea medicinii moderne a
bolilor infectioase. Initial, acesti compusi au fost produsi in mediul natural, de ciuperci si bacterii
capabile de a suprima alte microorganisme, dovedind astfel ca moleculele antimicrobiene ar fi existat

cu mult timp Tnainte de descoperirea lor de catre om.

Cele mai frecvente clase si grupuri de antibiotice sunt: [-lactamicele (peniciline,
cefalosporine, carbapenemue), sulfonamidele, aminoglicozidele, glicopeptidele, macrolidele,
tetraciclinele si chinolonele. Asa cum a observat Davies si colab. (2006) antibioticele au o actiune
dependentd de concentratie, la concentratii mari functiondnd ca arme bacteriene in razboiul
teritorial”, insa la concentratii scazute functioneaza ca molecule de semnalizare. Tn rolul de molecule
de semnalizare, antibioticele controleazd homeostazia comunitatilor prin reglarea exprimarii genelor
implicate in motilitate, raspunsului la stres, pigmentare, productia de metaboliti, formarea biofilmelor,
virulenta si colonizarea. Modul 1n care moleculele de antibiotice sunt utilizate in mediul lor natural
fluctuant sugereaza ca genele de rezistenta la antibiotice (ARG) pot avea de asemenea un rol protector
in gazdele lor producatoare de antibiotice (anume, sa regleze raspunsul celulelor la aceste molecule

si sd protejeze impotriva supraproductiei lor).

Rezistenta la antibiotice este capacitatea microorganismelor de a tolera efectele antibioticelor
si de a creste in prezenta acestor agenti terapeutici. Raspandirea larga a rezistentei la antibiotice in
bacterii comensale si patogene divergente din punct de vedere taxonomic este un eveniment recent,
care a urmat utilizarea masiva a antibioticelor in medicind, agricultura si horticultura. Mecanismul
principal prin care genele de rezistenta sunt mobilizate si transferate din rezervorul genomic natural
existent este transferul orizontal de gene (HGT) mediat de elemente genetice mobile (MGE).
Réaspunsul adaptiv la stresul antibiotic declanseaza o crestere in frecventa a ambelor mecanisme de
dobandire a rezistentei, adica a ratei de mutatii si a evenimentelor de recombinare si HGT. Elementele
genetice ale mecanismelor de rezistenta sunt localizate preponderent pe MGE, cu mai putin de 5%
fiind codificate cromozomial. Prima se numeste rezistenta dobandita obtinuta prin HGT, iar cea din

urma este rezistenta intrinseca naturald a bacteriilor, care poate fi transferatd numai prin ci verticale.



Plasmidele sunt printre cei mai importanti factori in transferul orizontal al ARG deoarece acestea pot
incorpora alte MGE in structura lor. Astfel, genele de rezistenta pot fi inserate intr-un integron, care
poate face parte dintr-un transpozon, care la randul lui poate fi incorporat si transportat de un plasmid.
Integronii de clasa 1 sunt cele mai raspandite tipuri de integroni. Ei au fost gasiti predominant in
cadrul clinic si au fost corelati cu majoritatea casetelor de rezistenta, cu peste 80 de diferite casete
genice descrise in aceasta clasa. Distributia lor pe scara larga se datoreaza faptului ca acestia sunt de
obicei incorporati In plasmide sau transpozoni. Majoritatea integronilor de clasa 1 au un capat 3’
conservat constand din gacEA1 (confera un nivel scazut de rezistenta la compusii cuaternari) care
este deletia functionala a casetei gacE, urmata de gena sull (rezistentd la sulfonamida) si orf5 (un
cadru deschis de citire cu o functie necunoscutd). Presiunea antropogena are un rol semnificativ in

diseminarea integronilor de clasa 1 deci pot fi considerati ’poluanti” in medii naturale.

ARG au fost identificate Tn diverse medii, cum ar fi permafrostul antic, apa subterana si apa
potabild, agricultura si zootehnia, apele uzate si apele de suprafatd. Un factor important care
favorizeaza raspandirea MGE printre bacterii si care promoveaza fixarea lor este co-selectia.
Determinantii de rezistentd pentru un poluant antropic mediaza co-selectia rezistentei celorlalti fixati
pe acelasi element mobil. Asadar, cu cat mai multi determinanti ai rezistentei sunt prezenti pe un
element, cu atdt mai probabil co-selectia va asigura un avantaj selectiv, mai ales considerand
probabilitatea mare de expunere la cel putin un agent selectiv, in special in zonele cu un nivel ridicat
de impact uman. Selectia rezistentei la dezinfectanti si metale grele fixeaza ARG legate de aceleasi
MGE. Situatia mediilor acvatice este din ce In ce mai Ingrijoratoare deoarece acestea actioneaza nu
doar ca un mediu potrivit pentru interactiunile complexe dintre agentii selectivi, MGE si determinantii
de rezistenta ai bacteriilor comensale si naturale, dar si ca o cale de raspandire a organismelor

rezistente la antibiotice inapoi la populatiile umane si animale prin consumul apei potabile.

Tn ultimul deceniu, in UE a fost inregistrati o crestere generald a consumului de antibiotice.
n Europa in 2016, consumul de antibiotice a comunitatii a variat intre 10,4 si 36,3 DDD la 1000 de
locuitori pe zi pentru Olanda si, respectiv, pentru Grecia. Deoarece consumul ridicat de antibiotice in
statele membre a UE a dus la un nivel mai ridicat de rezistentd, in cazul Romaniei, utilizarea eronata
a antibioticelor se reflecta ntr-un nivel crescut de rezistentd microbiand, in majoritatea cazurilor,
depasind media pentru UE/SEE. Rapoartele anuale EARS-Net plaseaza Romania, in mod repetat,
intre primele cinci tari problematice cu cele mai ridicate procente de bacterii rezistente din cadrul

comunitatii si sanatatii publice.



Capitolul I1: Obiectivele tezei

Scopul acestei lucrdri a fost de a explora aparitia si abundenta genelor de rezistentd la
antibiotice si determinantii rezistentei, cum ar fi reziduurile de antibiotice, elementele genetice mobile

si contaminantii microbieni in medii acvatice urbane si peri-urbane pe teritoriul Romaniei.
Obiective specifice:

- de a evalua nivelul general de antibiotice, gene de rezistentd la antibiotice, precum si
compozitia comunitatii bacteriene 1n apele reziduale din spitale;

- de a evalua potentialul de inldturare a contaminantilor al unui proces cu namol activ si
dezinfectie prin clorinare in scopul de a investiga impactul pe care o astfel de metoda
conventionald de epurare poate avea asupra efluentilor poluati;

- de a investiga relatia dintre nivelul markerilor de rezistenta la antibiotice si a poluarii
antropice in medii acvatice subterane localizate la diverse distante fata de zonele urbane;

- de a identifica gene marker de rezistenta care pot fi folosite ca indicatori specifici ai
activitatii antropice si care pot fi aplicate mai departe pentru evaluarea poludrii asociate

de rezistenta.

Capitolul III: Abundenta antibioticelor, a genelor de rezistenta la antibiotice si compozitia
comunititii bacteriene in efluentii de apa uzata din diferite spitale din Roménia

[Acest capitol a fost publicat ca: Szekeres, E., Baricz, A., Chiriac, C.M., Farkas, A., Opris, O., Soran, M.-L.,
Andrei, A.-S., Rudi, K., Balcazar, J.L., Dragos, N., Coman, C. Abundance of antibiotics, antibiotic resistance
genes and bacterial community composition in wastewater effluents from different Romanian hospitals (2017)
in Environmental Pollution: doi.org/10.1016/j.envpol.2017.01.054]

1. Introducere

Avand in vedere ca in Europa 20-30% din pacienti primesc antibiotic in timpul spitalizarii,
efluentii din spitale pot fi considerati puncte “hotspot” pentru transferul lateral de gene facilitand
transferul inter- si intraspecific al determinantilor rezistentei la antibiotice si al factorilor de virulenta.
Efluentii spitalelor reprezintd o sursa majora de poluanti precum antibiotice, metale grele si
dezinfectanti care sunt eliberati in sistemele de canalizare si/sau in apele de suprafatd, adesea fara
tratament prealabil. Doar cateva tari recomandd epurarea acestor ape uzate inainte ca ele sa fie
deversate in corpuri de apd si nu sunt prevazute restrictii nici in Directiva europeand 91/271/ECC

pentru aceastd categorie specialda de deseuri. Pe deasupra, legislatia actuald a UE nu include



reglementari specifice nici pentru prezenta ARG si a bacteriilor rezistente in aceste ape, si nici pentru

pragul de concentratie al acestora.

Scopul acestui studiu a fost de a determina prezenta si abundenta antibioticelor, a ARG,
precum si compozitia comunitatii bacteriene in apa reziduald din diferite spitale situate in judetul
Cluj, Roménia. Am folosit abordari independente de cultivare pentru a oferi 0 mai buna intelegere
asupra compozitiei si functiei comunitatii bacteriene. Unul dintre spitalele selectate aplicd un proces
de epurare cu namol activ si dezinfectie prin clorinare Thainte de a elibera efluentul in colectorul
municipal. Au fost colectate probe de apa reziduala tratata si netratatd pentru a determina potentialul

de inlaturare a poluantilor studiati.

2. Materiale si metode

¢ Probele de apa reziduala au fost colectate in junie 2015, in triplicat, de la spitale din diferite orase
a judetului Cluj, Romania. Dintre spitalele selectate spitalul 1 (H1) are un profil oncologic si un
numar de 535 de paturi; spitalul 2 (H2) este un spital mic, general cu 113 de paturi care ofera servicii
pentru 30.000 de locuitori; spitalul 3 (H3) are un profil general cu 453 de paturi pentru 43.472 de
locuitori. Efluentul din H1 este epurat cu un proces conventional cu ndmol activ si clorinare inainte
de a fi deversat in colectorul municipal. Probele de apa reziduala (H1) si tratata (HITWW) au fost
colectate Tn scopuri comparative.

e Cuantificarea antibioticelor a fost efectuat utilizand un sistem de cromatografie lichida de inalta
performanta (HPLC) echipat cu detector cu sir de diode si spectrometrie de masa.

e Pentru a colecta biomasa microbiana, probele au fost filtrate, in triplicat, prin membranele filtrante
din esteri ai celulozei cu dimensiune a porilor de 0,2 um (Fioroni, Franta) (cate 150 mL pentru
fiecare). Filtrele au fost tdiate in bucdti mici si utilizate pentru extractie totala de ADN folosind un
kit comercial numit ZR Soil Microbe DNA kit (ZymoResearch, SUA).

e Saisprezece gene au fost cuantificate din cele 36 de gene testate in procesul de evaluare
preliminara, din care 14 gene confera rezistenta la diferite clase de antibiotice cum ar fi B-lactamice
(blaVIM, blaSHV), aminoglicozide (aacC2), cloramfenicol (catAl, floR), MLSB (ermA, mefA),
sulfonamide (sull, sulll) si tetracicline (tetA, tetB, tetC, tetO si tetC), o gena din regiunea conservata
3’ a integronului de clasa 1 care conferd rezistentd la compusii cuaternari de amoniu (qacEA1) si

un element de transpozon (tnpA). De asemenea, a fost cuantificatd si gena ARNr 16S pentru



normalizarea abundentei genelor tinta si pentru a evalua populatia bacteriana totala din probele de
apa reziduala din spitale.

o ADN-ul genomic a fost extras in triplicat, replicatele au fost unite, si secventializate pe o platforma
[llumina, vizand regiunea VV3-V4 a genei ARNr 16S amplificata anterior utilizand primeri universali
pentru bacterii PRK341F/PRK806R.

3. Rezultate si discutii

Mai multi compusi antibiotici au fost detectati in apele reziduale colectate din cele trei spitale
din judetul Cluj (Romania) cu concentratii diferite, cuprinse intre 3,36 si 53,05 pug/L (Figura 1). Cele
mai abundente clase de antibiotice au fost B-lactamicele, glicopeptidele si trimetoprimul. Ampicilina
a fost depistata in toate probele de apa reziduald cu cea mai mare concentratie in H1 (53,05 pg/L).
Variatiile in antibioticele administrate la fiecare unitate, numarul de paturi, cantitatea de apa
consumata sau tipul de servicii medicale furnizate pot fi reflectate in prezenta antibioticelor

identificate pentru probele de apa reziduala din spitale.
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Figura 1. Concentratiile de antibiotice detectate in probele de apa reziduala din spitale. Spitalul 1
(H1) are un profil oncologic, in timp ce spitalul 2 (H2) si spitalul 3 (H3) au un profil general.

Numarul total de bacterii (numar de copii de gene ARNr 16S) a variat in probele investigate
de la 5,46 x 107 pani la 1,15 x 10® numir de copii per mL de probi de api reziduald. Dintre ARG



detectate, gena sull care confera rezistentd la sulfonamide a avut cea mai mare abundenta relativa,
variind ntre 5,33 x 102 in H2 si 1,94 x 107 copii/copii al genei ARNr 16S in H1. Studii anterioare
au stabilit o abundent relativd a ARG mai mare de 10 copii/copii al genei ARNr 16S pentru mediile
cu un nivel ridicat de contaminare. Prin urmare, este justificat sd presupunem ca probele de apa
reziduala din acest studiu au un nivel ridicat de poluare cu ARG. Abundenta tipurilor de ARG (Figura
2) a aratat un tipar similar cu clasele corespunzatoare de antibiotice, unde B-lactamicele au avut cea
mai mare concentratie in H1, aminoglicozidele in H2, sulfonamidele in H1 si tetraciclinele in H2. Un
studiu recent a demonstrat ca frecventa genei sull este corelata pozitiv cu nivelul de urbanizare, iar
gena qacE1l/qacEA1 prezinta un rol adaptativ la mai multe habitate. Tn cadrul acestei studiu, genele
sull si gacEA1 au avut frecventa similara si un numar mare de copii in toate probele de apa uzata din
spitale, cu valori cuprinse intre 1,94 x 10 si 4,89 x 1072 copii/copii al genei ARNr 16S in proba H1.
Aceste gene, de obicei, sunt asociate cu structura integronica de clasa 1 care poate fi localizata pe
MGE, indicéand astfel o frecventa inalta a HGT.
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Figura 2. Procentul de tipuri de ARG in cele trei probe de apa reziduala.

Clasificarea filogenetica a secventelor a fost realizata cu ajutorul modulului de clasificare din
QIIME care a grupat majoritatea secventelor in 4 filumuri diferite (Figura 3A). Tn proba H1, 97,27%
din secvente au fost atribuite filumului Proteobacteria. In cazul probei H2 filumurile Proteobacteria

(44,7%), Firmicutes (33,68%) au fost dominante urmate de Bacteroidetes (16,4%) si Actinobacteria



(4,9%). Comunitatea probei H3 a fost compus din 3 filumuri, Proteobacteria (71,4%), Bacteroidetes
(13,7%) si Firmicutes (13,1%). Aceastd compozitie taxonomica s-a dovedit a fi omniprezentd in
efluentii de apa reziduala din spitale, 1n statiile de epurare a apelor uzate municipale si in ape reziduale
netratate din diverse locatii geografice. Deltaproteobacteria, Epsilonproteobacteria, Clostridia si
Bacilli pot fi asociate Th mod specific cu medii acvatice poluate cu antibiotice. Asa cum se poate
observa in Figura 3B, microbiota efluentilor investigati a fost dominata de Epsilonproteobacteria
(58,6% in H1, 6,9% in H2 si 23,9% in H3) si Gammaproteobacteria (26,9% in H1, 31,8% in H2 si
41,1% in H3). Deltaproteobacteria (1,2% in HI, 0,2% in H2 si 0,5% in H3) au fost gasite intr-0
proportie mai redusa. Clasa Clostridia (16,5% in H2 si 12% in H3) a fost gasit cu o abundentd mai
mare Tn apele reziduale din spitalele cu profil general. Alte clase abundente in proba H2 au fost
Bacteroidia (15,8%) precum si Bacilli (4,6%) si Actinobacteria (4,6%).
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Figura 3. Compozitia comunitatii bacteriene la nivel de filum (A) si de clasa (B) a probelor de apa
reziduald din spitale.



H1 a fost singurul dintre spitalele studiate care aplica un proces de epurare a apelor reziduale inainte
de a elibera efluentul in colectorul municipal. In acest studiu, concentratiile de antibiotice au fost
reduse cu 55-81% dupa procesul de tratare a apelor uzate (Figura 4). Trimetoprimul a fost redus cu
81%, urmat de eritromicind cu 62% si ampicilind cu 55%. Piperacilina, vancomicina si
sulfometoxazolul nu au fost detectate in probele tratate de apa reziduala (HITWW). Tn mod deosebit,
concentratia de ceftazidim a crescut cu aproximativ 74% in apele reziduale tratate in comparatie cu

apele reziduale brute din spitale.

B HITWW

Antibiotic concentration (pg/L)

OH1

Figura 4. Concentratia antibioticelor in apa reziduald bruta (H1) si apa reziduala tratata (HITWW)

din spitale.

Desi procesul de epurare a apelor reziduale nu este conceput special pentru a reduce nivelul de
poluanti cum ar fi ARG, abundenta acestora a fost redusa semnificativ in apele reziduale tratate
(Figura 5). Concentratia relativid a ARG s-a a dovedit a fi cu 1-3 ori mai mici (~107) dupi tratament,
cu exceptia genelor tetA, blaSHV si sull care au fost eliminate doar intr-o masura mica. De asemenea,
S-a observat o schimbare in abundenta comunitétii bacteriene, cu o usoara crestere a Proteobacteriilor

(de 1a 97,5% la 98,7%) si a Bacteriodetes (de la 0,1% la 0,5%).



—4.51E-09

—2.78E-08

—9.14E-08

—8.92E-07

—~2.85E-06

—~2.64E-05

—3.97E-04

-2.11E-03

mefA -
sull
sulll
fet A
tetB
tet C -
tet O -
tet W -

tmp A

o
S

aacC2 -
catAl

blavyy -
bla sy
qacEA1

Figura 5. Concentratia relativa a genelor de rezistenta la antibiotice in apa reziduala bruta (H1) si
apa reziduala tratatd (H1TWW) din spitale.

Capitolul IV: Investigarea antibioticelor, a genelor de rezistenta la antibiotice si a
contaminantilor microbieni in apele subterane in relatie cu proximitatea zonelor urbane

[Acest capitol a fost publicat ca: Szekeres, E., Chiriac, C.M., Baricz, A., Széke-Nagy, T., Lung, I., Soran, M.-
L., Rudi, K., Dragos, N., Coman, C. Investigating antibiotics, antibiotic resistance genes, and microbial
contaminants in groundwater in relation to the proximity of urban areas (2018) in Environmental Pollution:
doi.org/10.1016/j.envpol.2018.01.107]

1. Introducere

In multe tari, apele subterane reprezintd cea mai importanti sursi publica de apa si, de
asemenea, o sursa de apa potabila. Astfel, evaluarea si monitorizarea calitatii acestor medii ar trebui
sa primeasca o atentie deosebita. Datoritd amplorii si impactului poluarii chimice si biologice, precum
si a lipsei tehnologiilor de epurare, reabilitarea resurselor contaminate de apa subterana este dificila.
Acviferele urbane sunt deosebit de vulnerabile la poluarea antropica datoritd activitatilor urbane
intense si a industriei. Rareori a fost investigat, pe plan mondial, cum afecteaza aceste activitati
antropice directe si indirecte profilul ARG si alte aspecte legate de medii acvatice subterane, partial
datorita dificultatilor implicate si a costurilor ridicate. Selectia unor indicatori specifici pentru conditii
locale de mediu ar putea contribui la evaluarea completa si consecventa a acestor contaminanti
emergenti, care ar permite ca politicile interne de supraveghere si protectie a apelor subterane sa
combata riscurile legate de antibiotice si rezistentd la antibiotice in sanatatea umana si in mediul

natural.



Scopul acestei lucrari a fost de a evalua, folosind abordari independente de cultivare,
distributia reziduurilor de antibiotice, ARG, MGE si contaminarea microbiana Tn mediile acvatice
subterane localizate la diverse distante fatd de zonele urbane, de asemenea, de a determina aspectele
specifice legate de activitatea antropica. Ipoteza principala a presupus cd apele subterane din imediata
vecinatate a zonelor urbane sunt mai vulnerabie la contaminarea cu antibiotice, cu microorganisme
provenite din ape reziduale si ARG care pot reprezenta o amenintare asupra sanatatii umane. De
asemenea, am investigat daca anumite gene ar putea fi folosite ca indicator (marker) al activitatii

antropice si care ar putea urmari tiparul poluarii mediului acvatic subteran.

2. Materiale si metode

e Selectia locatiilor de esantionare a fost axata pe zone considerate susceptibile la contaminare cu ape
reziduale de origine animala sau umana, dar si pe zone mai izolate, considerate a priori medii
intacte (neafectate), din Cluj-Napoca si din imprejurimi (Figura 6). Punctele de prelevare a apelor
subterane de mica adancime din acest experiment au fost fantani (fantani deschise cu acces direct
la suprafata si coloana de apa stagnanta; denumite probe de “fantana”) si foraje (fantani inchise;
denumite probe de “foraj”) cu diverse utilizari, cum ar fi irigarea, utilizari In scopuri domestice si
ca apa potabila. Probele de apa subterana au fost colectate la fiecare locatie cu sticle curate si
sterile de polietilena in perioada de iunie-iulie 2015. Probele au fost transportate la laborator pe
gheata si prelucrate imediat.

e Probele prelevate in triplicat au fost unite si filtrate sub vid prin membrane filtrante din esteri ai
celulozei cu dimensiune ai porilor de 0,2 um (Fioroni, Franta). Au fost obtinute cate trei filtre pentru
fiecare proba, iar din fiecare filtru s-a extras ADN-ul folosind un kit comercial numit ZR Soil
Microbe DNA kit (ZymoResearch, SUA).

e Evaluarea cantitativd a antibioticelor din probele de apd subterand a fost efectuata pe un
instrument de cromatografie lichida de inalta performanta (HPLC) echipat cu detector cu sir de
diode si spectrometrie de masa (Shimadzu, Japonia).

e Cuantificarea absoluta a fost efectuatd pentru 14 gene a caror prezentd a fost confirmata in
evaluarea preliminard. Aceste gene codificd rezistentd la diverse clase de antibiotice
(aminoglicozide, B-lactam, cloramfenicol, MLSB, sulfonamide si tetraciclind), rezistenta

antiseptica si MGE.



e Pentru a caracteriza structura si compozitia comunitdtilor microbiene procariote, a fost
amplificatd regiunea V3-V4 a genei ARNr 16S folosind primeri universali PRK341F
(CCTACGGGRBGCASCAG) si PRK806R (GGACTACYVGGGTATCTAAT) care pe

urma au fost secventializate folosind o platforma Illumina MiSeq.

3. Rezultate si discutii

Mai multi compusi antibiotici au fost detectati si cuantificati in probele de apa subterana cu
concentratii intre limita de detectie si 917 ng/L pentru cefepim in proba GW4 (Figura 7). In
ansamblu, cele mai abundente clase de antibiotice au fost trimetoprim, macrolide, sulfonamide si
B-lactam, urmate de tetracicline si fluorochinolone. A fost recomandata valoarea limita de 100 ng/L
intre concentratiile scazute si cele crescute de antibiotice in apele subterane. Astfel, nivelul crescut

al acestor micropoluanti, in special in GW1 si GW3 (Figura 7), reprezinta un factor de risc asociat

cu persistenta, bioacumularea si toxicitatea acestora.
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Figura 6. Locatiile fantanilor si forajelor esantionate in acest studiu din apropierea orasului Cluj-
Napoca si din zonele inconjuratoare (in partea de nord-vest a Romaniei).
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Figura 7. Concentratia de antibiotice detectata in probele de apa subterana.

Din totalul de 37 de gene testate in etapa de evaluare prealabila au fost cuantificabile 11 ARG
care codifica rezistenta la aminoglicozide (aacC2), B-lactamice (blaSHV), cloramfenicol (floR),
MLSB (ermA, mefA), sulfonamide (sull, sulll) si tetracicline (tetA, tetC, tetO si tetW). De
asemenea, a fost identificatd o gena de rezistentd antisepticd (qacEA1) si doua gene asociate cu
mobilizarea ARG (tnpA si intl) (in continuare aceasta grupa va fi denumita alte/asociate). Prezenta
ADN-ului bacterian Tn probele de apa subterana a fost verificata prin amplificarea genei ARNr 16S
care a variat intre 2,51 x 10%si 5,01 x 10° numir de copii per mL de api subterani. Abundenta
relativi a ARG a variat de 1a 6,61 x 107 pani la 2,30 x 10 copii/copii al genei ARNr 16S in probele
investigate. In general, ordinea frecventei tipurilor de ARG in probele de api subterani a fost -
lactam > sulfonamide > tetraciclina > alte/asociate > MLSB > cloramfenicol > aminoglicozid
(Figura 8).
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Figura 8. (A) Procentul de ARG care confera rezistenta la familiile de antibiotice (axa x) in probele
de apa subterana (axa y). (B) Harta concentratiei relative (copii ale genei tinta/ copii al genei ARNr
16S) a ARG masurate in toate cele sase probe de apa subterana.

Clasificarea taxonomica a OTU-lor a evidentiat prezenta a 26 de filumuri bacteriene.
Filumurile abundente (>1% din populatie) au inclus Proteobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes si
Actinobacteria (Figura 9). Mai multe secvente de ARNr 16S au fost afiliate cu indicatorii de fecale,
cum ar fi Escherichia coli (mai putin de 0,5%), Enterococcus faecium (mai putin de 0,5% in GW1 si
0,7% in GW4), Aeromonas hydrophyla (2% in GW1 si 2,5% in GW2), Aeromonas caviae (0,7% in
GW1 si 1,2% in GW4) si Streptococcus (mai putin de 0,5%) care au fost intdlnite cu un numar relativ
mai mare de secvente in GW1 si GW4, impreuna cu OTU-rile asociate cu Clostridium perfrigens si

genul Faecalibacterium (Figura 10).
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Figura 9. O defalcare taxonomica a comunitatilor bacteriene la nivel de clasa (A) si ordine (B) n
probele de apa subterand. Clasele si ordinele care apartin aceluiagi filum dominant sunt colorate
corespunzdator. Culorile pentru fiecare filum dominant sunt afigate n coltul din dreapta sus, paleta
de culoare rosie pentru clasele si ordinele apartindnd filumului Proteobacteria, bej pentru
Actinobacteria, maro pentru Firmicutes si albastru pentru Bacteroidetes. Doar grupurile taxonomice

cu o abundenta totala de peste 1% au fost incluse in grafic.
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Figura 10. Intervalele de abundenta relativa a bacteriilor potential patogene si a indicatorilor fecali
in probele investigate. Clasificarea la nivel de familie este evidentiata cu caractere ingrosate.

Co-selectia a genelor de rezistenta si a elementelor genetice mobile sugereaza prezenta HGT
in aceste medii acvatice si indicd rolul MGE in persistenta si proliferarea fenotipurilor de rezistenta.
Corelatia dintre prevalenta ARG, MGE si a structurii comunitatilor microbiene la nivel de filum
aratd o legatura cu Proteobacteria, Bacteriodetes si Actinobacteria (Figura 11). Toate cele trei
prezinta o corelatie slaba (p<0,05) cu ARG, dar o legatura puternica (p<0,01) cu MGE. Se pare ca
Proteobacteria au fost principalii purtatori de integroni, iar Bacteroidetes si Actinobacteria au
prezentat o legatura cu transpozaze. Prezeta simultand a genelor asociate cu integroni de clasa 1
(intl) si a genelor de rezistenta qacEAL, sull, tet (tetC, tetO, tetW) in bacteriile din probele de apa
subterana a fost sustinuta de descoperiri anterioare care au documentat tiparele de coexistenta in
diferite medii acvatice ale acestor ARG si a integronilor. Numai prezenta simultand a acestor sase
gene arata o legatura cu diferitele grade de contaminare (cu antibiotice, ARG si agenti patogeni),
sugerand posibilitatea de a le folosi ca indicatori pentru detectarea poludrii asociate cu rezistenta la

antibiotice.
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Figura 11. Corelatii semnificative a comunitatilor microbiene cu ARG. Valorile de p<0,01 au fost
considerate ca fiind corelatii puternice (evidentiat prin subliniere) iar valorile p<0.05 ca fiind corelatii
slabe. Paleta de culori a filumurilor bacteriene corespunde cu figura 9: clasele si ordinele care apartin
aceluiasi filum dominant sunt colorate corespunzator, paleta de culoare rosie pentru clasele si ordinele
apartinand filumului Proteobacteria, bej pentru Actinobacteria, maro pentru Firmicutes si albastru

pentru Bacteroidetes.
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Capitolul V: Concluzii

e Cele mai raspandite clase de antibiotice detectate in efluentii din spitale au fost B-lactamicele,
glicopeptidele si trimetoprimul, cu concentratii mari de ordinul pg/L si cu o ratd de inlaturare de
55-81% dupa epurarea apei reziduale. In apele subterane testate in aceastd lucrare trimetoprimul,

macrolidele si sulfonamidele au fost cele mai abundente clase de antibiotice.

o In general, genele de rezistentd au aritat o abundenti relativa ridicata, dintre care genele sull si
gacEAL1 au fost cele mai raspandite in toate probele de apa reziduald investigate. Deoarece aceste
gene fac parte din regiunea conservata 3’ a integronului clinic de clasa 1 si considerand ca epurarea
apelor uzate nu a scazut concentratia acestor gene, se presupune ca integroni de clasa 1 sunt eliberati
permanent in mediile acvatice naturale. De asemenea, prezenta simultand a genelor asociate cu
integronul de clasa 1 (intl, gacEA1 si sull) si a genelor tetC, tetO si tetW poate fi utilizata ca

indicator al poluarii antropice Th mediile acvatice subterane.

¢ O mare abundenta a bacteriilor Epsilonproteobacteria, Clostridia si Bacilli (asociate anterior cu
poluare cu antibiotice) au fost observate in efluentii din spitale, impreuna cu un nivel crescut ale
unor patogeni oportunisti si indicatori ai contaminarii cu fecale. Epurarea apelor reziduale din
spitale a crescut abundenta familiei Enterobacteriaceae, un grup de bacterii cunoscut pentru
capacitatea sa de rezistentd la antibiotice. In probele de apa subterani din zone poluate a fost
observata o diversitate crescutd a speciilor de bacterii. Mai mult, a fost observata o compozitie
filogenetica distinctd constand din OTU-uri afiliate la diversi patogeni oportunisti si bacterii

indicatori ai contaminarii cu fecale.

e Metoda conventionald de epurare a apelor reziduale, care a fost aplicata Tnainte de eliberarea
efluentilor din spitale in reteaua municipald de ape uzate, a ardtat o eficientd moderatd de

indepartare a poluantilor emergenti studiati.

e In ansamblu, antibiotice, ARG st MGE au fost raspandite nu numai in ecosistemele acvatice
subterane din apropierea zonelor urbane dar si Tn cele la distante semnificative fatd de orasul Cluj-
Napoca. Rezultatele obtinute sustin ideea ca, cel mai probabil, activitatile antropice locale sunt cele
care afecteaza prezenta contaminantilor asociati cu rezistenta in apele subterane, nu si distanta fata
de oras. Corelatiile dintre ARG, MGE si grupurile taxonomice au identificat potentialie gazde a

ARG, precum si posibilele modele de mobilizare a acestor gene Tn mediile acvatice subterane.
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