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Introducere

Datele stiintifice prezentate in aceasta tezd de doctorat sunt rezultatul activitatilor de
cercetare care au urmat metode interdisciplinare de monitorizare a rezistentei la carbapeneme
in diferite tipuri de ape uzate urbane. Teza prezenta isi propune sd evidentieze importanta
monitorizarii gradului de contaminare cu bacterii rezistente la carbapeneme si gene de
rezistentd la nivel populational utilizand apele municipale reziduale. Astfel, rezultatele obtinute
ofera informatii atat despre structura si compozitia comunitatii bacteriene, abundenta unor gene
specifice rezistentei la carbapeneme, parametrii fizico-chimici ai apelor uzate, cat si despre
variatiile spatio-temporale ale microbiotei si genelor pentru rezistenta la carbapeneme (CRG).
De asemenea, sunt prezentati si cativa posibili indicatori ai poludrii apelor cu gene de rezistenta
la carbapeneme.

Structura tezei de doctorat este formata din patru capitole principale. Primul capitol
contine date din literaturd despre rezistenta la antibiotice si rdspandirea rezistentei la
carbapeneme in mediul inconjurator. Al doilea capitol prezinta materialele si metodele utilizate
pe parcursul activitatii de cercetare, iar capitolul al treilea cuprinde prezentarea rezultatelor
obtinute in urma experimentelor din cadrul tezei. Tn final, capitolul patru descrie concluziile

generate pe baza rezultatelor obtinute.

Scopul si obiectivele cercetarii
pentru monitorizarea abundentei CRG si a unor bacterii patogene producidtoare de
carbapenemaze raspandite In comunitdtile umane asociate statiilor de epurare investigate.
Principalele obiective din cadrul activitatilor de cercetare au urmarit investigarea din punct de
vedere epidemiologic al izolatelor de Klebsiella pneumoniae si analiza diversitatii microbiene
si a abundentei genelor pentru rezistenta la carbapeneme din ape uzate urbane.

Activitatile de cercetare s-au desfasurat in colaborare cu: Laboratorul de Microbiologie
Ambientala al Institutului de Cercetari Biologice Cluj-Napoca (ICB Cluj), Laboratorul de

analize al Companiei de Apa Somes SA si Universitatea Tehnica din Dresda, Germania.

1. Date din literatura
Una dintre problemele majore ale sanatatii publice este reprezentata de multi-rezistenta
la antibiotice (AMR) in randul bacteriilor Gram-negative, in special rezistenta la carbapeneme.
Aceste substante sunt considerate antibiotice de ultima linie, fiind folosite pentru tratamentul

infectiilor critice (Codjoe si Donkor, 2017). Prezenta bacteriilor rezistente la carbapeneme si a
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genelor de rezistenta in apele uzate urbane reprezinta o problema sanitard importanta si din
punctul de vedere al ecosistemelor naturale. Acesti contaminanti sunt Tn permanenta eliberati
in mediul natural in special in apele reziduale (Mills si Lee, 2019; Alexander si colab., 2020),
iar studiile recente evidentiaza transmiterea bacteriilor rezistente din aceste ecosisteme in
randul populatiei, generdnd un impact important pentru sanatatea publica (Laurens si colab.,
2018). Contrar acestor aspecte, nu se cunosc pana la ora actuala studii care sa exploreze
adevaratul potential al apelor uzate urbane pentru monitorizarea genelor de rezistentd la
carbapeneme 1n relatie cu diversitatea microbiand dintr-un anumit ecosistem sau In comparatie
cu datele clinice despre acest tip de contaminare.

Exista diverse metode de analiza a diversitatii microbiene sau de masurare a abundentei
genelor de rezistenta dintr-un anumit habitat, iar acestea pot fi concepute dependent sau
independent de cultivarea in vitro a bacteriilor investigate. Important de mentionat este faptul
ca doar 1-10% dintre bacterii sunt cultivabile in vitro, iar acest aspect trebuie luat Tn considerare
atunci cand se creeaza un concept experimental (Rozen si Belkin, 2005; Vaz-Moreira si colab.,
2014). Una dintre cele mai eficiente abordari pentru analiza bacteriilor rezistente la antibiotice
si a genelor pentru rezistenta este combinarea mai multor tipuri de metode. Spre exemplu,
exista trei tipuri principale de metode care se utilizeaza intr-un studiu epidemiologic al apelor
uzate: cultivarea in vitro a unor bacterii, analiza abundentei diverselor gene prin metoda gPCR
si analiza metagenomica (Manaia si colab., 2018). Aceste metode de investigare stau la baza

conceptului experimental al cercetarii prezente.

2. Materiale si metode

2.1.Prelevarea probelor
Pentru desfagurarea experimentelor din cadrul tezei de doctorat, au fost prelevate lunar,
timp de un an (2019-2020), probe de apa compozita (24 h) uzata si epurata de la diferite statii
de epurare din judetul Cluj, Romania. Pentru analiza epidemiologica a izolatelor de Klebsiella
pneumoniae au fost prelevate probe de apa uzata de la doua statii de epurare: S1 - proceseaza
aproximativ 115,000 m® de api uzati/24 h, proveniti de la 400,000 de locuitori si spitalele
orasului si S2 care proceseazi 864 m® de api uzati/24 h, proveniti de la 10,000 de locuitori,
fard a avea un aport de apa uzata de la spitale. Tn final, pentru analiza diversitatii microbiene si
a abundentei genelor pentru rezistenta la carbapeneme au fost prelevate probe de apa uzatd de
la trei statii de epurare diferite (S1, S2 si S3). Statia S1 este conceputa sa proceseze aproximativ
115,000 m® de api uzati/24 h, proveniti de la 400,000 de locuitori si spitalele orasului. Statia

S2 proceseazi 3,456 m® de api uzatd/24 h proveniti de la aproximativ 20,000 de locuitori si
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spitale, iar statia S3 proceseaza 864 m® de api uzati/24 h, proveniti de la 10,000 de locuitori,

fara a avea un aport de apa uzata de la spitale. Dupa prelevare, o parte din probele de apa au

fost procesate in laboratorul de analize chimice a Companiei de Apa Somes SA, restul probelor

fiind procesate in Laboratorul de Microbiologie Ambientald al Institutului de Cercetari

Biologice Cluj-Napoca.

2.2.Analiza epidemiologica a izolatelor de Klebsiella pneumoniae

Testarea activitatii carbapenemazice prin metoda mCIM (modified carbapenem
inactivation method)

Identificarea taxonomica a izolatelor de Enterobacteriaceae

Analiza filogenetica a izolatelor de Klebsiella

Investigarea moleculara a diversitatii carbapenemazelor in izolatele de Klebsiella
pneumoniae

Testarea fenotipica si molecularda a hipervirulentei la izolatele de Klebsiella
pneumoniae

Analiza MLST (Multilocus Sequence typing) a izolatelor de Klebsiella pneumoniae

Analize statistice

2.3.Analiza diversitatii microbiene si a abundentei genelor pentru rezistenta la

carbapeneme

Cuantificarea genei pentru ARNr 16S, prin metoda Real-time PCR, pentru
determinarea abundentei bacteriene totale si pentru normalizarea abundentei
genelor pentru carbapenemaze

Analiza abundentei genelor pentru carbapenemaze (blakKPC, blaNDM, blaOXA-
48, blaVIM si blalMP) prin metoda Real-time PCR

Analiza diversitatii comunitatii microbiene (secventiere NGS)

Analize statistice

3. Rezultate si discutii

3.1.Analiza epidemiologici a izolatelor de Klebsiella pneumoniae

Tn urma analizelor fenotipice ale tulpinilor de Klebsiella pneumoniae izolate din probele

de apa uzata, s-au obtinut 52 (70%) de tulpini cu activitate carbapenemazica, fiind distribuite

astfel: 41 (79%) izolate din apa reziduald neepurata si 11 (21%) izolate din apa reziduala
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epuratd. Conform analizelor moleculare, cele 52 de tulpini cu activitate carbapenemazica au
fost grupate intr-un singur cluster apartindnd grupului Klebsiella pneumoniae sensu stricto
(Kpl), un grup de microorganisme comun in apele uzate (Muller si colab., 2018; Alexander si
colab., 2020). Investigarea moleculara a genelor pentru carbapenemaze (CRG), precum
blaKPC, blaOXA-48, blaNDM si blaVIM, a evidentiat ca 33 (63%) din 52 de izolate prezinta
cel putin o gena, restul de 19 (37%) izolate cu activitate carbapenemazica avand, cel mai
probabil, un alt tip de mecanism de hidrolizare a carbapenemelor (Teban-Man si colab., 2021).

Comparand distributia genelor pentru fiecare tip de apa uzata investigata, s-a constatat
ca probele provenite din S1, statia cu aport de apa uzata din spitale, contine toate tipurile de
CRG investigate, atat in apa uzata, cat si in cea epurata, iar cele provenite din statia S2, fara
aport de apa de la spitale, contine de asemenea toate genele in apa neepurata, cea epurata fiind

predominata de gena blaKPC (Fig. 1) (Teban-Man si colab., 2021).

Distributia tipurilor de CRG in izolate de K. pneumoniae
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Fig. 1. Distributia tipurilor de CRG in izolate de K. pneumoniae din apele uzate investigate.

S1, S2 — statiile de epurare, [-apa neepurata, E-apa epurata (Teban-Man si colab., 2021).

Analiza MLST a evidentiat sapte tipuri diferite de STs in cele 33 de izolate de K.
pneumoniae. Cea mai frecventa clona fiind ST101 (14 izolate), urmata de ST258 (opt izolate),
ambele fiind observate atat In apa uzatd neepurata, cét si in cea epuratd. Cu o incidenta mai
scazutd (unu-doud izolate), au fost identificate si: ST525, ST744, ST2505, ST147 si ST418
(Teban-Man si colab., 2021).
testate, atat cele din apele uzate de la intrare cat si cele de la evacuare, prezinta un profil MDR

(rezistenta la cel putin trei antibiotice), conform Magiorakos si colab., 2012, datorita rezistentei



la urmatoarele clase de antibiotice: P-lactamice (ampicilina-sulbactam, piperacilina-
tazobactam), cefalosporine (cefuroxima, cefoxitind, cefotaxima, ceftazidima, ceftarolind),
carbapeneme (imipenem), monobactam (aztreonam) si florochinolone (ciprofloxacind). Un
procent mai scazut de rezistentd a fost identificat in cazul aminoglicozidelor: 94% (31/33
izolate) amikacinad si 67% (23/33 izolate) gentamicind; 94% (31/33 izolate) trimetoprim-
sulfametoxazol; 73% (24/33 izolate) tigeciclina, 64% (21/33) cloramfenicol si 64% (21/33)
tetraciclind. Important de mentionat este faptul ca toate tulpinile izolate din apa uzata epurata
(E), indiferent de statia de epurare, sunt rezistente 100% la toate antibioticele testate. Aceste
bacterii rezistente la antibiotice vor ajunge in cele din urma in apele de suprafata punand astfel
sanatatea populatiei in pericol (Teban-Man si colab., 2021).

Tn final au fost efectuate analize statistice comparative intre frecventa relativd a
rezistentei la antibiotice si frecventa relativd a CRG (Fig. 2). In ceea ce priveste CRG, blaKPC-
2 si blaOXA-48 au avut cea mai mare frecventa in izolatele de K. pneumoniae provenite din
cele doua statii de epurare, urmate de blaNDM-1, blaNDM-6 si blaVIM-2, cu o frecventda mai
scazutd. Comparativ cu frecventa rezistentei la antibiotice, referitor la CRG putem spune ca nu
a fost demonstrata nici o diferenta semnificativa intre grupurile S1 si S2. Asadar, s-a demonstrat
ca procesul de epurare al apei uzate contribuie la reducerea bacteriilor rezistente la antibioticele
mentionate, selectdnd tulpinile multi-rezistente fara a fi insa afectat profilul CRG. Astfel,
conform testului Chi-square (testul exact Fischer) diferentele dintre grupuri nu sunt statistic
semnificative pentru frecventa CRG, indiferent care este profilul de rezistentd la antibiotice

(Teban-Man si colab., 2021).
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Fig. 2. Frecventa relativa a rezistentei la antibiotice (A) si a genelor pentru rezistenta la
carbapenem (B) in izolatele de K. pneumoniae Kpl din apele uzate testate. S1 = ape uzate cu

input de spital; S2 = ape uzate fara input de spital; [ = Intrare (ape neepurate); E = Evacuare
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(ape epurate); SAM = ampicilina-sulbactam; TZP = piperacilina-tazobactam; CXM =
cefuroxima; FOX = cefoxitid; CTX = cefotaxima; CAZ = ceftazidima; CPT = ceftarolina; IPM
= imipenem; ATM = aztreonam; CIP = ciprofloxacind; AK = amicacind; CN = gentamicina,
TE = tetraciclind; TGC = tigeciclind; C = cloramfenicol; SXT = trimetoprim-sulfametoxazol
(Teban-Man si colab., 2021).

3.2.Analiza diversitatii microbiene si a abundentei genelor pentru rezistenta la
carbapeneme
Analiza diversitatii bacteriene a fost bazatd pe gruparea taxonilor in diferite OTU
(unitati taxonomice operationale), rezultand in final un numar total de 7138 OTU, acestea fiind
clasate in categoriile H-1/H-E, probele care provin din ape uzate epurate si neepurate cu aport
de apa de la spitale si categoriile N-I/N-E, probele prelevate din apele epurate si neepurate fara
aport de apa de la spitale. Comparand aceste grupuri intre ele s-a constatat ca intre H si N sau
H-I si N-I nu exista diferente majore (Fig. 3), demonstrand astfel ca apa uzata provenita de la
spitale nu influenteaza semnificativ compozitia comunitatii microbiene, observatie care a fost
totodatd confirmata si de alte studii (Sorgen si colab. 2021). De asemenea, in ceea ce priveste
abundenta relativa si absoluta a CRG asociata grupurilor testate prezinta o distributie uniforma.
Astfel, asemanator diversitatii microbiene, se poate concluziona ca prezenta apei uzate de la

spitale nu influenteaza abundenta genelor investigate (Teban-Man si colab., 2022).
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Fig. 3. A. Ordonarea non-metrica multidimensionala (NMDS) a comunitatii bacteriene bazata
pe testul de similaritate Bray-Curtis; B. Comparatia indicilor comunitatii bacteriene din diferite
grupuri, H-I=intrare spital, H-E=evacuare spital, N-I=intrare non-spital, N-E=evacuare non-
spital. A-indexul diversitatii Shannon-Wiener, B-indexul diversitatii speciilor. Literele a,b,c
indicd diferentele semnificative P<0,05 bazate pe testul non-parametric Kruskal-Wallis
(Teban-Man si colab., 2022).



Rezultatele analizelor taxonomice atesta prezenta a 37 filumuri, 78 clase, 201 ordine si
317 familii bacteriene. Principalele filumuri bacteriene (>1% din totalul bibliotecii de
secventiere) intalnite au fost: Proteobacteria (29%), Firmicutes (21%), Actinobacteria (19%),
Patescibacteria (9%), Bacteroidetes (5%). Acestea au fost identificate Tn toate tipurile de probe
cu mici diferente in ceea ce priveste frecventa lor. Asadar, Proteobacteria si Firmicutes au fost
mai abundente in probele de apa de tip N (40% si respectiv 27%), comparativ cu cele de tip H
(24% si respectiv 17%), acestea din urma fiind dominate de Actinobacteria, Patescibacteria si
Chloroflexi (22%, 11% si respectiv 5%). In ceea ce priveste variatia sezoniera, a fost remarcat
un impact minim al temperaturii asupra diversitatii microbiene, cu exceptia filumurilor
Proteobacteria si Patescibacteria, a caror abundentd a crescut pe timpul iernii sau

Actinobacteria in timpul verii (Fig. 4) (Teban-Man si colab., 2022).
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Fig. 4. Repartizarea sezoniera la nivel de clasd a abundentelor relative ale grupurilor
taxonomice bacteriene. Clasele apartinand aceluiasi filum sunt reprezentate de aceeasi culoare.
Dimensiunea bulei corespunde abundentei relative. Doar grupurile taxonomice majore (>1%

abundenta totald) au fost incluse in grafic. H-1: Intrare spital, H-E: Evacuare spital, N-I: Intrare



non-spital, N-E: Evacuare non-spital. Filumurile si clasele cu abundente relative <1% sunt

clasificate in categoria ,,Others” (altele) (Teban-Man si colab., 2022).

Tn urma analizelor detaliate ale taxonilor bacterieni a fost observati si prezenta a cétiva
potentiali indicatori ai poluarii apelor. Spre exemplu, Clostridium perfringens, Escherichia-
Shigella, Enterococcus spp. si Streptococcus spp. sunt considerate indicatori de poluare fecala
(Grendahl si colab., 2014; Hussain, 2019), Aeromonas si Pseudomonas sunt considerate
bacterii susceptibile pentru dezvoltarea rezistentei la antibiotice (Numberger si colab., 2019),
fiind incluse pe lista Organizatiei Mondiale a Sanatatii (OMS) a celor mai importanti patogeni
susceptibili la rezistenta multipla la antibiotice (Fouz si colab., 2020), iar speciile Serratia
marcescens si Bacillus spp. pot fi utilizati ca indicatori ai contaminarii cu cadmiu, plumb,
pesticide si detergenti (Hussain, 2019).

Tn ceea ce privesc analizele comparative ale abundentei relative si absolute ale genelor
investigate, a fost observat cd abundenta genei ARNr 16S a scazut semnificativ dupa
tratamentul de epurare al apelor uzate pentru ambele tipuri de apa (H si N), acelasi efect avand
si abundenta relativa a genei blaKPC care a scazut dupa tratamentul apei, insa aceasta prezinta
o diferenta semnificativa intre grupuri fiind mai abundenta Tn apele de tip H. Abundenta relativa
a genelor blaVIM, blaNDM si blaOXA-48 ramane constanta pe parcursul tratamentului apelor
uzate, iar grupurile testate nu prezinta diferente semnificative, exceptie facand gena blaNDM
care este intalnita cu precadere in probele de tip H. Gena blaIMP prezinta o abundenta relativa
semnificativ mai mare in apele epurate decat in cele neepurate atat pentru probele H, cat si
pentru probele N (Fig. 5) (Teban-Man si colab., 2022).
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Fig. 5. Analize comparative (media anuald) ale abundentei absolute (ARNr 16S) si relative
(copii CRG /ARNT 16S) in toate tipurile de apa testate. H-I: Intrare spital, H-E: Evacuare spital,
N-I: Influent non-spital, N-E: Evacuare non-spital, *p<0,05, **p<0,01 (Teban-Man si colab.,
2022).

Au fost observate si cateva corelatii pozitive intre genele CRG si taxonii identificati.
Astfel, gena blaIMP a fost asociata cu filumul Actinobacteria, n special genul Mycobacterium;
gena blaNDM cu genurile Flavobacterium, Moraxella, Streptococcus, Candidatus
acumulibacter; gena blaKPC cu Aeromonas; gena blaOXA-48 cu Arcobacter si genul
Acinetobacter cu toate genele investigate, exceptand gena blaIMP. De asemenea, unele CRG
au fost asociate pozitiv si cu unii parametrii fizico-chimici ai apelor uzate precum: gena ARNr
16S cu TSS, blaOXA-48 cu CBO si HEM, blaNDM cu TSS, etc. (Teban-Man si colab., 2022).

In final s-a incercat, conform metodelor WBE, monitorizarea prezentei CRG in
populatia umanad. Astfel, a fost observat ca ambele tipuri de probe H si N au urmat acelasi tipar
temporal pe tot parcursul anului pentru genele blaNDM, blaKPC si blaVIM. Genele blakPC
si blaNDM sunt mai frecvente in lunile reci (de la inceputul toamnei pana la sfarsitul iernii),
iar gena blaVIM a fost prezentda mai mult in lunile calde (primdvara si vara). Pentru gena
blaOXA-48 a fost identificat un numar scazut de copii/1PE in lunile calde, abundenta acestora
crescand de la jumatatea toamnei spre iarna, in special pentru probele de tip N. Gena blaIMP
creste primdvara, toamna si iarna. Cel mai ridicat numdr de copii/1 PE a fost observat in cazul
genelor blaKPC si blaOXA-48, cu diferenta ca probele H-I sunt dominate de blaKPC, iar gena
blaOXA-48 este predominanta in probele N-I (Teban-Man si colab., 2022).
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4. Concluzii

Rezultatele activitatii de cercetare din cadrul acestei teze de doctorat au evidentiat
importanta si potentialul utilizarii apelor uzate urbane in vederea monitorizarii rezistentei la
carbapeneme din cadrul unei populatii generale asociata statiilor de epurare testate. De
asemenea, au fost caracterizate bacterii producatoare de carbapenemaze, precum Klebsiella
pneumoniae multi-rezistentd la antibiotice, a fost analizata structura si compozitia
comunitatilor bacteriene din apele uzate investigate, au fost cuantificate gene specifice de
rezistentd la carbapeneme si s-au analizat posibilele corelatii pozitive dintre acestea si
parametrii fizico-chimici ai apelor uzate. Astfel, rezultatele obtinute sunt o sursa importanta de
informatii care pot servi ca punct de pornire al unor viitoare cercetari ce pot urmari reducerea

raspandirii rezistentei la carbapeneme 1n populatie sau in mediul inconjurator.
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Biochimie)
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