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OBIECTIVELE SI SCOPUL LUCRARII

Marea Neagrd era in trecut una dintre cele mai productive mari, organismele pelagice si bentonice
inregistrand o abundentd remarcabila (Antipa, 1941). Comparativ cu acea perioada, structura ecosistemului a fost
puternic afectatd, inregistrandu-se o semnificativa reducere a biodiversitatii (Gomoiu, 1981). Izolarea de oceanul
mondial, asociata cu aportul fluvial semnificativ (Dunare, Nipru, Nistru), au determinat expunerea Marii Negre la
diverse presiuni antropice. Problemele generate de eutrofizare si poluare au inceput in a doua jumatate a anilor *70.
Cantitatile mari de compusi anorganici si organici patrunsi anual in mare, atat prin rauri, cat si prin deversari de ape
uzate menajere §i industriale, au determinat modificari dramatice la toate nivelurile ecosistemului. Cresterea
nutrientilor si a substantelor periculoase in apa au produs schimbari majore in ecosistemele costiere, avand un
impact semnificativ asupra diversitatii biologice si asupra activitatilor desfasurate in zona marina (pescuit, activitati
recreationale) (Bologa et al., 1995; Petranu et al., 1999; Gomoiu, 2004).

Contaminarea fecald a apelor de suprafatd constituie o amenintare serioasd de mediu §i sdnatate
publica. in sistemele complexe, poluarea fecald poate proveni din mai multe surse, inclusiv evacuarea apelor
uzate, scurgeri agricole si pluviale urbane. Identificarea si eliminarea sursei de contaminare nu este simpla,
deoarece evaluarea poludrii fecale, in general, se bazeaza pe un numar limitat de probe de apa de suprafata
pentru a masura densitatea indicatorilor fecali (Gordon et al. 2002; Byappanahalli et al., 2003).

Escherichia coli reprezinta o bacterie coliforma fecala, existenta in intestinul animal §i uman. Prezenta
bacteriei Escherichia coli in apa este un indicator puternic de contaminare recentd cu dejecte animale sau ape
menajere. In timpul ploilor, topirii zipezilor sau alte tipuri de precipitatii, aceastd bacterie poate fi purtatd in



golfuri, rauri, lacuri sau ape freatice; iar atunci cand aceste ape sunt utilizate ca surse de apa potabild si nu sunt
tratate sau sunt inadecvat tratate, aceasta bacterie poate ajunge in apa de baut (Llopis et al., 2004).

Numeroase studii au aratat ca Escherichia coli poate rezista in bentos, fiind detectatd ulterior in apele
de suprafata. Poluarile reziduale persista chiar la temperaturi scazute, caz in care nivelurile de coliformi fecali in
apele uzate scad initial rapid, dar apoi se stabilizeaza de la 1% pana la 10% din totalul populatiei initiale. In plus,
Escherichia coli izolatd din fosele septice s-a dovedit a fi mai putin variatd din punct de vedere genetic,
constituind o clond distinctd, spre deosebire de tulpinile de Escherichia coli izolate de la locuitorii din
gospodariile deservite de aceste sisteme.

Desi cele mai multe tulpini de Escherichia coli sunt nepatogene si traiesc in intestinul omului sdndtos
si al animalelor, totusi unele tulpini de Escherichia coli pot exprima factori de virulentd dobanditi de la specii
patogene, factori responsabili de aparitia unor forme clinice grave de infectie.

Bacteria Escherichia coli este si indicator sanitar, prezenta sa in apa oferind unele indicatii asupra
contamindrii §i cu alte microorganisme enterice 1nalt patogene (Salmonella sp., Shigella sp., sau chiar diferite
enterovirusuri) avand ca sursa habitatul intestinal (Barzoi, 1985).

Scopul acestui studiu consta in investigarea profilului de antibiorezistentd si a unor aspecte distinctive
de virulentd si patogenitate, atit din punct de vedere fenotipic, cat si genotipic, precum si a influentei factorilor
fizico-chimici asupra acestora, la un lot de 100 tulpini de Escherichia coli izolate din apa de mare de la litoralul
Marii Negre.

Pentru realizarea acestui scop au fost propuse urmatoarele obiective:

» izolarea si identificarea tulpinilor de Escherichia coli din apa de mare de la litoralul Marii
Negre;

» studiul la nivel fenotipic al markerilor de rezistenta la substante antimicrobiene —antibiotice si
metale bivalente tranzitionale, la tulpinile izolate;

» studiul capacitatii de aderentd a tulpinilor de Escherichia coli 1a un substrat abiotic (polimeri
din mase plastice) si biotic (celule HeLa);

» caracterizarea factorilor de virulenta solubili la tulpinile de Escherichia coli;

> stabilirea unor corelatii intre aspectele fenotipice si genotipice de antibiorezistenta si virulenta,

» studiul influentei unor parametri fizico-chimici: mediul de cultivare, temperatura de incubare,
prezenta/absenta O,, variatii de pH, compozitia mediului de culturd; asupra aspectelor fenotipice de
antibiorezistenta si a expresiei fenotipice a factorilor de virulenta asociati peretelui celular (adezine) si solubili
(enzime/toxine).

PARTEA II. CONTRIBUTII PERSONALE
STUDIUL FENOTIPIC SI GENOTIPIC AL FACTORILOR DE REZISTENT;& SI VIRULENTA AL
UNUI SET DE TULPINI DE Escherichia coli 1ZZOLATE DIN APA DE MARE CU POSIBILE
IMPLICATII iN PATOLOGIA UMANA
INTRODUCERE

Lucrarea de fatd a avut ca scop realizarea unui studiu complex la nivel fenotipic si genotipic al
antibiorezistentei si al gradului de virulenta, precum si influenta factorilor fizico-chimici asupra expresiei acestor
caractere cu rol determinant in patogenitatea acestor tulpini, pe un lot semnificativ de tulpini de Escherichia coli
izolate din apa de mare din zona litoralului Marii Negre.

Obiectivele studiate se refera la:

» izolarea si identificarea tulpinilor de E. coli din apa de mare din zona litoralului Marii Negre;

» studiul la nivel fenotipic al markerilor de rezistentd la substante antimicrobiene antibiotice si
metale bivalente tranzitionale, la tulpinile izolate;

» studiul capacitatii de aderenta a tulpinilor de E. coli la un substrat abiotic (polimeri din mase
plastice) si biotic (celule HeLa);

» caracterizarea factorilor de virulenta solubili la tulpinile de E. coli;

» stabilirea unor corelatii intre aspectele fenotipice si genotipice de antibiorezistenta si virulenta;

» studiul influentei unor parametri fizico-chimici: mediul de cultivare, temperatura de incubare,
prezenta/absenta O,, variatii de pH, compozitia mediului de culturd, asupra aspectelor fenotipice de
antibiorezistenta si a expresiei fenotipice a factorilor de virulentd asociati peretelui celular (adezine) si solubili
(enzime/toxine).

CAPITOLUL 3. MATERIALE SI METODE
3.1. PRELEVAREA SI TRANSPORTUL PROBELOR ANALIZATE

Pentru analiza microbiologica, respectiv izolarea tulpinilor de E. coli, prelevarea si transportul

probelor de apa de mare s-a efectuat respectand conditiile de asepsie, conform standardelor in vigoare.
3.1.1. PRELEVAREA PROBELOR ANALIZATE

Prelevarea probelor s-a efectuat din 10 statii, de la litoralul Marii Negre (fig. 23): Névodari, Mamaia -
doua statii, Constanta, Eforie Nord, Eforie Sud, Costinesti, Olimp-Neptun, Mangalia, Vama-veche; cu o
frecventa bilunard, in sezon estival (mai-septembrie).



3.1.2. TRANSPORTUL PROBELOR ANALIZATE
Probele prelevate au fost transportate catre laborator, cat mai repede posibil (maxim 6 ore) in lazi
refrigerate cu agenti frigorifici, mentinandu-se o temperaturd de 5+3°C. (EN ISO 19458, 2006).
3.2. IZOLAREA SI IDENTIFICAREA TULPINILOR DE Escherichia coli
3.2.1. IZOLAREA TULPINILOR DE Escherichia coli
Pentru izolarea tulpinilor de E. coli s-a utilizat tehnica membranei filtrante, volumul analizat fiind de
100 ml din proba ca atare si dilutii zecimale succesive pana la 107, Pentru realizarea dilutiilor s-a folosit mediul
peptone salin diluent (triptond) cu urméatoarea compozitie (SR EN ISO 9308-1, 2000). Dupa filtrare membrana a
fost aplicata pe o placa Petri in diametrul de 50 mm, cu mediu lactose-TTC agar cu heptadecilsulfat de sodiu
avand urmatoarea compozitie (SR EN ISO 9308-1, 2000):
3.2.2. IDENTIFICAREA TULPINILOR DE Escherichia coli
Pentru identificarea bacteriei E. coli s-au utilizat urmatoarele teste:
> testul oxidazei;
» testul producerii de indol;
> alte teste de identificare biochimica (teste politrope, kituri APT).
3.3. STUDIUL FENOTIPIC AL SENSIBILITATII LA ANTIBIOTICE SI LA SARURI ALE
METALELOR BIVALENTE TRANZITIONALE
3.3.1. EVALUAREA IN VITRO A EFICIENTEI UNEI SUBSTANTE CU ACTIUNE
ANTIMICROBIANA
Fenotipurile de rezistentd la antibiotice ale tulpinilor de E. coli izolate din apa de mare au fost

diferite grupe de antibiotice, conform indicatiilor NCCLS (2004) pentru Enterobacteriaceae: ampicilina (AMP
10ug); cefoxitin (FOX 30pg); ceftazidim (CAZ 30pg); ceftriaxond (CRO 30pg); imipenem (IMP 10pg);
ciprofloxacin (CIP 5pg ), acid nalidixic (NA 30pg); gentamicind (G/CN10png), amikacind (AK/AN 30ng),
tobramicin (NN10pg); trimetoprim/sulfametoxazol (SXT 1.25pg/23.75ug), cloramfenicol (C 30pg),
nitrofurantoin (F/M 300pug ).
bivalente tranzi‘;ionale: Zn, Mn, Cu, CO, Ni (MHC]2H31N]OO5, NiC12H28N1004, CUC12H32N1006, ZnC12H32N1006).
3.3.2. DETECTAREA DIRECTA A B-LACTAMAZELOR
Producerea de [P-lactamaze utilizdind teste directe (hidroliza nitrocefinului). Nitrocefinul este
disponibil sub forma de pudra purificatd de la Becton Dickinson (Oxford, UK) sau discuri imbibate cu antibiotic
(OXOID).
3.4. EVIDENTIEREA FENOTIPICA A FACTORILOR DE VIRULENTA
3.4.1. ADERENTA LA SUBSTRATUL INERT SI CELULAR
Spectrul factorilor de virulenta asociati peretelui celular la tulpinile de E. coli izolate din apa de mare, s-a
evidentiat prin metode calitative si cantitative privind:
»  studiul capacitatii de aderenta la substrat inert/abiotic;
»  studiul capacititii de aderenta la substrat celular/biotic;
3.4.1.1. Studiul capacitatii de aderenta la un substrat inert
Abilitatea tulpinilor de E. coli de a produce polizaharide extracelulare si de a forma biofilme pe un
substrat inert a fost investigata si In prezentul studiu, prin testul producerii factorului slime, utilizind metoda
microtitrarii (Christensen et al., 1982).
3.4.1.2. Studiul capacititii de aderenta la un substrat celular
Studiul capacitatii de aderenta si invazie a bacteriilor la un substrat celular s-a realizat utilizdnd
metoda Cravioto (adaptata dupd Lazar, 2003), utilizand linia celularda HeLa din neoplasm de col uterin (ECACC
#93021013).
3.4.2. EVIDENTIEREA FACTORILOR DE VIRULENTA SOLUBILI
Analiza factorilor de virulenta solubili, la tulpinile de E. coli izolate din apa de mare, s-a realizat prin
teste enzimatice de evidentiere a prezentei/absentei: esculinazei, amilazei, enzimelor formatoare de pori
(hemolizine - hemoliza spot si CAMP-like; lipaza; lecitinazd), lizindecarboxilazei, proteazelor (cazeinaza,
gelatinaza), mucinazei, DN-azei.
3.5. DETECTIA GENELOR DE REZISTENTA SI VIRULENTA
3.5.1. IZOLAREA, PURIFICAREA SI EVIDENTIEREA ADN PLASMIDIAL
Pentru analiza genelor de rezistentd si virulenta la tulpinile de E. coli izolate din apa de mare au fost
parcurse etapele de:
> izolare,
» purificare



» evidentiere a ADN plasmidial.

Pentru izolarea, purificarea si evidentierea ADN plasmidial s-a utilizat tehnica Birnboim, Doly & Ish-
Horowitz (Vassu et al., 2001).

3.5.2. EVIDENTIEREA GENELOR DE REZISTENTA LA DIVERSE CLASE DE ANTIBIOTICE LA
TULPINILE DE Escherichia coli 1ZZOLATE DIN APA DE MARE

Pentru evidentierea genelor ce codificd enzime inactivatoare ale antibioticerlor B-lactamice si
sulfamidelor s -au aplicat tehnici simplex si multiplex — PCR.

3.6. STUDIUL INFLUENTEI FACTORILOR FIZICO-CHIMICI ASUPRA EXPRESIEI
VIRULENTEI SI REZISTENTEI LA METALE BIVALENTE TRANZITIONALE A TULPINILOR DE
Escheriachia coli 1ZZOLATE DIN APA DE MARE
combinatiile complexe ale unor metale bivalente tranzitionale, Zn, Mn, Cu, Co, Ni si a factorilor de virulentd, cu
mentiunea faptului ca experimentele au fost repetate in diferite conditii, in care a fost variat un anumit parametru

fizic sau chimic.
3.6.1. STUDIUL INFLUENTEI FACTORILOR FIZICI
A fost urmarita actiunea temperturii, presiunii partiale a O, si valorii pH asupra expresiei factorilor de
virulenta si a rezistentei la metale bivalente tranzitionale.
3.6.1.1. Studiul influentei temperaturii

Experimentele prezentate anterior s-au repetat la diferite temperaturi de incubare: 4°C, 22°C, 37°C,

44°C sila 56°C.
3.6.1.2. Studiul influentei prezentei/absentei O,

Pentru studiul influentei absentei/prezentei O, variantele experimentale au fost incubate la: 4°C, 22°C,
37°C, 44°C si la 56°C, timp de 24 ore in conditii de aerobioza (prezenta de O,), si in conditii de anaerobioza
(absentd de O,). Conditiile de anaerobioza s-au realizat prin adaugare de ulei de parafina.

3.6.1.3. Studiul influentei valorii de pH a mediului de cultura

Pentru studiul influentei valorii de pH, tulpinile bacteriene au fost cultivate in mediu cu pH ajustat la
valoarea dorita, cu solutii de acid clorhidric solutie 10% pentru valoarea de pH 5.0, si hidroxid de sodiu solutie
0,1N pentru valoarea de pH 9.6.

3.6.2. STUDIUL INFLUENTEI FACTORILOR CHIMICI

Compozitia unui mediu de culturd este foarte diversd si depinde de exigentele nutritive ale

microorganismului ce urmeaza a fi cultivat.
3.6.2.1. Studiul influentei concentratiei de glucoza din mediul de cultura

Pentru studiul influentei concentratiei de glucoza din mediul de cultura, tulpinile au fost insdimantate

in 1 ml bulion nutritiv cu concentratie de 1,5% si respectiv 3% glucoza.
3.6.2.2. Studiul influentei concentratiei de NaCl din mediul de cultura

Pentru studiul influentei concentratiei de NaCl din mediul de culturd, tulpinile bacteriene au fost
insdmantate in 1 ml bulion nutritiv cu urmatoarele concentratii de sare: 0%, 0.5%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7% si
10%.

CAPITOLUL 4
REZULTATE SI DISCUTII
4.1. FENOTIPURILE DE REZISTENTA LA ANTIBIOTICE ALE TULPINILOR DE Escherichia coli
IZOLATE DIN APA DE MARE

Tulpinile de E. coli, izolate din apa de mare, au prezentat o mare sensibilitate la majoritatea
antibioticelor la care au fost testate, si anume: imipenem (IMP) 99%, cefoxitin (FOX) 99%, nitrofurantoin (F/N)
99%, tobramicind (NN) 98%, ceftriaxona (CRO) 98%, ceftazidim (CAZ) 97%, gentamicina (G) 96%, amikacina
(AK) 96%, ciprofloxacin (CIP) 93%, cloramfenicol (C) 92%, acid nalidixic (NA) 92%, biseptol (SXT) 89%;
fiind rezistente doar la ampicilina (AMP) 86% (rezistentd cunoscuta dealtfel ca fiind consitutiva la membeii fam.
Enterobacteriaceae) (fig. 40, 41).
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Figura 40. Reprezentarea grafica
antibiotice, la tulpinile de E. coli

(S = sensibil, I = intermediar, R =



Totusi, la tulpinile de E. coli izolate din apa de mare rezistente, s-a observat ca tulpinile testate
prezintd intre 1 si 8 markeri de antibiorezistenta, asociatiile cele mai frecvente fiind (fig. 42):
» AMP + SXT (10%);
» AMP+C (9%);
» AMP+CIP (8%);
» AMP+ NA (7%).

Figura 41. Antibiograma unei tulpini de E. coli (nr. 52) izolata
din apa de mare.

Studiul producerii de  — lactamaze prin testul rapid al hidrolizei nitrocefinului a aratat ca 44% dintre
tulpinile de E. coli izolate din apa de mare au exprimat [ - lactamaza constitutiva (fig. 43).

Aceste aspecte pledeaza pentru necesitatea studierii fenotipurilor de antibiorezistentd la tulpinile
izolate din mediul inconjurator, avand ca scop identificarea factorilor responsabili de raspandirea unor
mecanisme de antibiorezistenta in mediul extern, cu potential impact negativ asupra sanatatii umane.

Figura 42. Fenotipuri de
antibiorezistenta la tulpinile de
E. coli izolate din apa de mare
(1 marker de rezistenta- sus si 6

markeri de rezistenta - jos).

Figura 43. Punerea in evidentd a
B - lactamazelor prin testul rapid al
hidrolizei nitrocefinului, la tulpinile de
E. coli izolate din apa de mare (stanga-
tulpini negativ, dreapta- tulpini pozitive)




4.2. SENSIBILITATEA TULPINILOR DE Escherichia coli 7ZOLATE DIN APA DE MARE LA SARURI
ALE METALELOR BIVALENTE TRANZITIONALE
Prezentul studiu referitor la rezistenta tulpinilor de E. coli, izolate din apa de mare, la saruri ale
metalelor bivalente tranzitionale (Zn, Mn, Cu, Co, Ni), a demonstrat cad majoritatea tulpinilor testate sunt
rezistente la sarurile acestor metale (fig. 44), Ni 99%, Mn 98%, Cu 98%, Co 95%, si Zn 72% (fig. 45).

tulpinilor de E. coli izolate din apa
de mare la saruri ale metalelor
bivalente tranzitionale prin metoda

adaptata difuzimetrica.
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4.3. SPECTRUL DE FACTORI DE VIRULENTA ASOCIATI PERETELUI CELULAR SI SOLUBILI,
LA TULPINILE DE Escherichia coli IZZOLATE DIN APA DE MARE
4.3.1. CAPACITATEA DE ADERENTA LA UN SUBSTRAT ABIOTIC, A TULPINILOR DE
Escherichia coli 1ZOLATE DIN APA DE MARE

Studiul capacitatii de aderentd la un substrat inert/abiotic, prin testul producerii factorului slime, a
aratat ca tulpinile de E. coli izolate din apa de mare au colonizat substratul abiotic/inert (reprezentat de plastic)
in proportie de 60% (fig. 46).

Capacitatea de aderenta la un substrat inert reprezentat de plastic, a tulpinilor de E. coli izolate din apa
de mare, s-a putut observa si in cursul metodei calitative de testare a aderentei la subdtratul celular, in urma
cultivarii tulpinilor bacteriene in mediu lichid, in placi Petri cu diametru de 3,5 cm (fig. 47).

4.3.2. CAPACITATEA DE ADERENTA LA UN SUBSTRAT BIOTIC, A TULPINILOR DE
Escherichia coli 1ZOLATE DIN APA DE MARE
In urma acestui studiu s-a observat ci un procent ridicat dintre tulpinile analizate (63%) au
avut capacitatea de aderentd la substratul celular - celule HeLa, prezentdnd indice de aderenta de 30% cu
pattern-uri: localizat, agregativ si difuz (fig. 48)



godeu cu tulpina de E. coli aderenta la
substrat inert (plastic).

godeu cu tulpind de E. coli neaderenta la
substrat inert (plastic).

Figura 46. Reprezentarea modelului experimental utilizat pentru testarea capacitatii tulpinilor de E. coli, izolate
din apa de mare, de a coloniza substratul inert (reprezentat de plastic).

Figura 47. Imagine de microscopie optica cu
tulpini de E. coli, izolate din apa de mare, ce adera
la substrat inert (placa de plastic), cu formare de
agregate, in care bacteriile sunt dispuse ordonat
(coloratie Giemsa, x100).

Figura 48. Imagine de microscopie
optica a celulelor HeLa infectate cu
tulpini de E. coli izolate din apa de mare,
care adera la celule in cultura (coloratie
Giemsa, x100).

4.3.3. RATA CANTITATIVA DE ADERENTA SI INVAZIE A TULPINILOR DE Escherichia coli
IZOLATE DIN APA DE MARE
in urma studiului cantitativ al capacitatii de aderenta si invazie, la tulpinile de E. coli, izolate din apa
de mare, s-a observat, in mod surprinzitor, ca un numar important de tulpini (70%) au prezentat si capacitatea de
invazie a celulelor HeLa, demonstrand potentialul acestor tulpini de a invada si de a distruge celulele gazdei (fig.
49).

Capacitatea de invazie a tulpinilor de E. coli este demonstratd de constituirea unui patovar care
reuneste aceste tulpini, $i anume patovarul enteroinvaziv. Tulpinile de EIEC patrund in celulele epiteliale ale
colonului, unde se multiplica, determinand leziuni ale mucoasei digestive. Rezultatele obtinute de noi ar putea fi
explicate prin faptul ca celulele HeLa reprezinta o linie de origine epiteliala.

Figura 49. Studiul cantitativ al
capacitdtii de invazie — stinga,
respectiv al capacitatii de aderenta
si invazie — dreapta, la tulpinile de
E. coli izolate din apa de mare.




4.3.4. EXPRESIA FACTORILOR DE VIRULENTA SOLUBILI LA TULPINILE DE Escherichia coli
IZOLATE DIN APA DE MARE
Rezultatele studiului producerii celor 10 factori de virulentd solubili prin Insdmantarea tulpinilor
microbiene pe medii cu substrat specific incorporat au aratat cd tulpinile testate au fost pozitive pentru
producerea mucinazei 100% (fig. 50), lizin-decarboxilazei 93% (fig. 51), esculinazei 67% (fig. 52), hemolizinele
fiind produse in procente mult mai scazute (factofrul CAMP cu Staphylococcus aureus B- hemolitic ATCC

25923 — 7%, cele spot 6%) (fig. 53). Tulpinile testate sunt negative pentru ceilalti factori solubili testati, dupa
cum se poate observa in figura 54.
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Figura 50. Evidentierea producerii mucinazei Figura 51. Producerea lizindecarboxilazei la
la tulpinile de E. coli izolate din apa de mare. tulpinile de E. coli izolate din apa de mare.
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Figura 52. Evidentierea esculinazei cu producert Figura 53. Producerea de hemolizine spot si test
de esculetol (precipitat de culoare neaga) la CAMP cu Staphylococcus B- hemolitic ATCC 25923
tulpinile de E. coli izolate din apa de mare. la tulpinile de E. coli izolate din apa de mare.
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4.4. DETERMINISMUL GENETIC AL REZISTENTEI SI VIRULENTEI TULPINILOR DE
Escherichia coli 1ZZOLATE DIN APA DE MARE
4.4.1. STUDIUL PREZENTEI ADN PLASMIDIAL
Studiul prezentei plasmidelor la tulpinile de E. coli izolate din apa de mare a ardtat ca 25% dintre acestea
au prezentat cel putin o plasmida cu greutate moleculara variabila (fig. 56).

- — _— ©
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Figura 56. Profilul ADN migrat in gel de
agaroza 0,7%, la tulpinile de E. coli izolate din apa
de mare.

4.4.2. STUDIUL GENELOR DE REZISTENTA
in cazul prezentului studiu toate tulpinile de E. coli rezistente la sulfamide au fost investigate pentru
prezenta genelor sull, sul2 si sul3 prin PCR. Gena su/l a fost detectatd la 55% din izolatele rezistente la
sulfonamide, gena su/2 la 22% din izolate, In timp ce gena su/3 nu a fost pusad in evidenta la izolatele marine
(fig. 57). Investigarea prezentei genelor de rezistentd la -lactamaze: blargmi, blasuvi, blaoxar $i blactxm prin
tehnici PCR a aratat ca toate tulpinile au fost negative pentru prezenta acestor gene.

Figura 57. Evidentierea prin migrare in gel de agaroza a
ampliconilor genelor de rezistenta la sulfamide, obtinuti
prin multiplex PCR, la tulpinile de E. coli izolate din apa
de mare (benzile 1, 2 - probe amplificate cu primeri su/2;
benzile 3, 4 - probe amplificate cu primeri sull).

4.4.3. DETERMINISMUL GENETIC AL VIRULENTEI LA TULPINILE DE Escherichia coli IZZOLATE
DIN APA DE MARE
in prezentul studiu tulpinile de E. coli, izolate din apa de mare au fost investigate prin tehnica PCR
pentru prezenta unor gene care codificd proteine implicate in aderentd: aggR, activatorul transcriptional al
genelor pentru expresia fimbriilor de tip I la E. coli enteroaggregative (EaggEC), a genelor pentru adezine
afimbriale (aafl / 1I), si a genelor implicate in sinteza unor toxine - genele pentru enterotoxina termostabila
(EAST / 1). Toate tulpinile au fost negative pentru prezenta acestor gene.

in cazul prezentului studiu al expresiei fenotipice a factorilor de virulenta solubili, dintre cei 10 factori
de virulenta solubili, 2 factori (lipaza si DN-aza) nu au putut fi evidentiati, in niciuna din conditiile de cultivare.
Avand in vedere faptul cd unele gene pot exista fird a se exprima fenotipic, in cadrul prezentului studiu toate
tulpinile au fost investigate pentru prezenta genelor EcpldA si respectiv EchelD prin PCR. Gena EcpldA a fost
detectata la 69%, iar gena EchelD a fost detectata la 73% din izolate (fig. 58).

Analiza densitometrica a imaginilor jpeg, utilizdnd software Image] 1.43 (NIH, USA,
http://rsb.info.nih.gov/ij, a aratat ca intensitatea benzii ampliconilor de 370 pb corespunzatoare helicazei (DN-
aza) la tulpinile 65, 69, 79, 81 si 84 este de 2,12; 1,47; 3,04; 1,43 si respectiv 1,49 ori mai scdzuta. Aceasta se
datoreaza fie existentei mai multor populatii clonale, unele prezentand gena si altele nu, fie reducerii numarului
de copii per celula. In plus, tulpinile 24, 67 si 77 pierd gena helicazei neobservandu-se banda specifici la 370 pb
(fig. 59).



Figura 59. Migrarea
ampliconilor PCR 1in gel de
agaroza 2%, la tulpinile de

E. coli izolate din apa de
mare.

Ecp/dA - lipaza

EchelD — DN-aza

4.5. INFLUENTA FACTORILOR FIZICO-CHIMICI ASUPRA EXPRESIEI SENSIBILITATII LA
SARURILE UNOR METALE BIVALENTE TRANZITIONALE SI A FACTORILOR DE VIRULENTA,
LA TULPINILE DE Escherichia coli IZZOLATE DIN APA DE MARE
4.5.1. INFLUENTA FACTORILOR FIZICI SI CHIMICI ASUPRA EXPRESIEI SENSIBILITATII
BACTERIENE LA SARURILE UNOR METALE BIVALENTE TRANZITIONALE
4.5.1.1. Influenta consistentei mediului de cultura

Consistenta mediului de culturad a bacteriilor (lichid vs solid) nu a influentat activitatea antimicrobiana
a sarurilor metalelor bivalente tranzitionale la tulpinile de E. coli izolate din apa de mare, activitatea
antimicrobiand fiind usor crescuta atunci cand bacteriile au fost cultivate in mediu solid, exceptie facand sarea
de Mn (fig. 60).

Figura 60. Influenta consistentei
mediului de cultura asupra
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4.5.1.2. Influenta temperaturii, in conditii de aerobioza
Nivelurile de sensibilitate au fost cel mai bine exprimate la temperatura de 44°C, urmata de cea de
22°C. Singururul metal fatd de care s-a inregistrat un fenomen de rezistenta totala, indiferent de temperatura de
cultivare a bacteriilor a fost Ni (fig. 61).
La temperatura de 44°C si de 22°C doar Zn a manifestat un efect bactericid.
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4.5.1.3. Influenta temperaturii, in conditii de anaerobioza
Se poate observa ca nivelurile de sensibilitate au fost mai bine exprimate tot la 44°C, urmate apoi de
cele la 22°C. Singururul metal fatd de care bacteriile au manifestat rezistenta totala, indiferent de temperatura de

incubare, a fost Ni (fig. 62).
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4.5.1.4. Influenta prezentei/absentei oxigenului

Cresterea bacteriilor in conditii de aerobiozd si anaerobiozd a ardtat ca prezenta/absenta O, nu a

influentat fenomenul de rezistentd bacteriand fata de sarurile studiate. Este de remarcat faptul ca la 37°C, atat in

conditii aerobe cat si anaerobe, activitatea antimicrobiana a Ni, Co si Cu, a fost complet eliminata, iar ratele de
susceptibilitate la Mn si Zn s-au redus drastic (fig. 63).

4.5.1.5. Influenta variatiei de pH a mediului de cultura

S-a putut observa ca nivelurile de sensibilitate au fost cel mai bine exprimate la pH bazic, cele mai

constante rezultate fiind observate pentru sarurile metalelor Cu, Co, si Zn (fig. 64). Sensibilitatea la Mn a crescut

usor la valori acide de pH in comparatie cu cel neutru, in timp ce la pH bazic a crescut semnificativ sensibilitatea

la Mn si Zn (fig. 64). Doar la pH bazic Ni a avut activitate antimicrobiana (fig. 64).

Figura 63. Influenta
prezentei/absentei O,
asupra activitatii
antimicrobiene a
sarurilor metalelor
bivalente tranzitionale
(%), la tulpinile de E.
coli izolate din apa de
mare.

Figura 64. Influenta
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4.5.1.6. Influenta concentratie de glucoza din mediul de cultura

Concentratia ridicatd de glucoza (3% versus 1,5%) a crescut semnificativ sensibilitatea bacteriilor fatd
de sarurile de Mn, Zn, si doar cu 5 % pentru sdrurile de Ni si Cu. Singururul metal ce nu a manifestat niciun fel
de actiune antimicrobiana atat la concentratii scazute (1,5%) cat si la concentratii ridicate (3%) de glucoza, a fost
Co (fig. 65).

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Ni

Co
Cu

B ll
Mn

glucoza 1,5% glucoza 3,0%

Z/n

Figura 65. Influenta
variatiei concentratiei de
glucoza din mediul de
culturd asupra activitatii
antimicrobiene a sarurilor
metalelor bivalente
tranzitionale (%), la tulpinile
de E. coli izolate din apa de
mare.

4.5.1.7. Influenta concentratiei NaCl din mediul de cultura

Sensibilitatea microbiana fata de sarurile metalelor bivalente tranzitionale a fost puternic influentata
de variatiile salinitatii mediului de cultura. Concentratiile joase de NaCl (0% si 0,5%) precum si concentratia de
5% NaCl au indus acelasi profil de sensibilitate (de exemplu sensibilitate fatd de Mn si Zn). La concentratiile
NaCl de 3%, 4%, 6%, 7%, au fost prezente modele de sensibilitate la 3 si chiar 4 markeri, cum ar fi saruri ale
metalelor Zn, Mn si Cu sau Zn, Mn si Ni sau Zn, Mn, Ni si Cu. La concentratia cea mai 1nalta de 10% NaCl s-au
manifestat niveluri scazute de sensibilitate la toate sarurile metalelor bivalente tranzitionale testate (fig. 66).

Zn a avut actiune bactericida la concentratiile de NaCl 3% si 4% din mediul de cultura (fig. 66).
Singura concentratie de NaCl in care Mn a avut actiune bactericida a fost cea de 3% (fig. 66).

Zn si Mn au manifestat actiune antimicrobiana in prezenta tuturor concentratiilor de NaCl testate (fig.

66).
Figura 66.
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4.5.2. INFLUENTA FACTORILOR FIZICI SI CHIMICI ASUPRA CAPACITATII DE ADERENTA
BACTERIANA LA UN SUBSTRAT CELULAR A TULPINILOR DE Escherichia coli IZZOLATE DIN
APA DE MARE
4.5.2.1. Influenta consistentei mediului de cultivare

Cresterea bacteriilor in medii lichide a determinat aderenta acestora pe substratul celular, reprezentat
de celule HelL a, fapt ce arata ca dezvoltarea bacteriilor in mediu lichid favorizeaza initierea unui proces infectios

(fig. 67).
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4.5.2.2. Influenta temperaturii, in conditii de aerobioza
Dupa cum se poate observa si in figura 68, capacitatea maxima de aderenta bacteriand la substratul
celular HeLa s-a exprimat la temperatura de 37°C. Indiferent de temperatura de incubare, cel mai frecvent

pattern de aderentd exprimat a fost cel localizat.
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4.5.2.3. Rezultatele studiului influentei temperaturii, in conditii de anaerobiozi, asupra capacitatii de
aderenta bacteriana la un substrat celular
Asa cum se poate observa din figura 69, capacitatea de aderentd bacteriana la substratul celular HeLa,
in conditii de anaerobioza, cel mai bine s-a exprimat tot la temperatura de 37°C. Indiferent de temperatura de

incubare, cel mai frecvent pattern de aderenta exprimat a fost cel localizat.
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Figura 69.
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4.5.2.4. Influenta prezentei/absentei O,

Cultivarea bacteriilor in conditii de aerobioza si anaerobioza a ardtat cd prezenta/absenta O, nu
influenteaza capacitatea de aderentd a bacteriilor la substratul celular HeLa, atunci cand tulpinile sunt cultivate la
37°C (fig.70).

Este de remarcat faptul ca, la 22°C, absenta O, a indus o scadere a capacitatii de aderentd bacteriana la
substratul celular HeLa, iar pattern-ul agregativ nu s-a exprimat (fig.70).

Cultivarea bacteriilor la temperatura de 44°C in conditii de anaerobioza a indus o usoarad scadere a
capacitatii de aderenta bacteriana la substratul celular HeLa, punandu-se in evidentd pattern-urile de aderenta:
localizat, difuz si localizat-agregativ (fig. 70).
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4.5.2.5. Influenta variatiei de pH a mediului de cultura
Dupa cum se poate observa in figura 71, singura conditie de cultivare a bacteriilor care reduce cu doar
15% capacitatea de aderenta bacteriana la substratul celular HeLa este nivelul acid de pH a mediului de cultura.
Atat la pH acid, cat si la pH alcalin s-au exprimat toate pattern-urile de aderenta.
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Mentinerea capacitatii de aderentd la celulele HelLa si in conditiile unui pH alcalin evidentiaza
capacitatea tulpinilor de E. coli izolate din apa de mare de a initia un proces infectios, atat in conditii de pH
fiziologic, cat si alcalin.
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4.5.2.6. Influenta concentratie de glucoza din mediul de cultura
Acest studiu a relevat faptul ci, concentratia de glucozd din mediul de culturd nu are influente
semnificative asupra capacitatii de aderentd bacterianad la substratul celular HelLa. Pattern-uri care nu s-au
exprimat, la niciuna din cele doua concentratii de glucoza, au fost cel agregativ si cel difuz-agregativ (fig. 72).
Concentratia scazutd de glucozd din mediul de cultura (1,5%) favorizeazad aderenta bacteriand
localizata la substratul celular HeLa (fig. 72).
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4.5.2.7. Influenta concentratie NaCl din mediu de cultura
Dupa cum releva acest studiu, singura concentratic de NaCl care nu a influentat capacitatea de
aderenta bacteriana la substratul celular HeLa este cea de 0,5%, spre deosebire de concentratiile de 4% si 5%
care au influentat usor capacitatea de aderentd la substratul celular, iar concentratiile de 2%, 6%, 7% si 10% au
influentat major acest fenomen. Cel mai frecvent pattern exprimat a fost cel localizat, indiferent de concentratia
de NaCl din mediul de culturd. Concentratiile de NaCl care au permis expresia celor mai multe pattern-uri de
aderenta au fost cele de 0.5% si 5% cu 4 pattern-uri de aderenta, concentratiile de 0%, 3%, 4%, 6% NaCl cu 3
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pattern-uri de aderentd, concentratiile de 2% si 10% NaCl cu 2 pattern-uri de aderenta, iar singura concentratie
de NaCl care a indus aparitia unui singur pattern de aderenta a fost cea de 7%. Singura concentratie de sare in
care pattern-ul difuz s-a exprimat a fost cea de 3%. De asemenea, singura concentratie de sare in care pattern-ul
difuz-agregativ s-a exprimat a fost cea de 0.5% (fig. 73).
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4.5.3. INFLUENTA FACTORILOR FIZICI SI CHIMICI ASUPRA EXPRESIEI FACTORILOR DE
VIRULENTA SOLUBILI, LA TULPINILE DE escherichia coli ZZOLATE DIN APA DE MARE
4.5.3.1. Influenta consistentei mediului de cultura

Dupa cum se poate observa in figurile 74 si 75, din cei 10 factori de virulenta solubili testati la
tulpinile de E. coli izolate din apa de mare, 8 dintre acestia s-au exprimat cu niveluri ridicate, cel mai inalt nivel
de expresie fiind observat pentru amilaza, atunci cand pentru obtinerea culturilor primare s-a folosit mediul
lichid.

Aceste rezultate demonstreaza ca atat capacitatea de invazie, cat si toxigeneza, la tulpinile de E. coli
marine, sunt mult mai bine exprimate atunci cand bacteriile se dezvoltd intr-un mediu lichid.
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4.5.3.2. Influenta temperaturii, in conditii de aerobioza
In ceea ce priveste temperatura de incubare, cel mai larg spectru al expresiei factorilor de virulentd s-a
observat la 37°C, la tulpinile incubate in conditii anaerobe (fig. 76, 77). Aceste rezultate ar putea explica
patogenitatea tulpinilor de E. coli implicate in infectiile intra-abdominale.
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Figura 76. Influenta
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Figura 77. Influenta
temperaturii in conditii de
aerobioza asupra nivelului
expresiei fenotipice (%) a

toxinelor formatoare de
pori, la tulpinile de E. coli
izolate din apa de mare.

4.5.3.3. Influenta temperaturii, in conditii de anaerobioza
Si in conditii de anaerobioza, tot temperatura de 37°C a permis expresia celor mai multi factori de
virulentd solubili, atdt in cazul enzimelor implicate in procesul de invazie si supravietuire, cat si in cazul celor
formatoare de pori (fig. 78 51 79).
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Figura 78. Influenta
temperaturii asupra
nivelului expresiei

fenotipice (%) a enzimelor
implicate in procesul de
invazie §i supravietuire, in
conditii de anaerobioza, la
tulpinile de E. coli izolate
din apa de mare.
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Figura 79. Influenta
temperaturii asupra
nivelului expresiei
fenotipice (%) a
toxinelor formatoare de
pori, in conditii de
anaerobioza, la tulpinile
de E. coli izolate din apa
de mare.

4.5.3.4. Influenta prezentei/absentei O,

Expresia enzimelor implicate In procesul de invazie §i supravietuire este usor inhibatd in conditii de
anaerobioza, indiferent de temperatura de incubare (fig. 80, 81) .
4.5.3.5. Influenta variatiei de pH a mediului de cultura

Lecitinaza a fost usor exprimata doar la pH fiziologic (7,2), aceasta fiind si valoarea de pH la care s-
au exprimat cei mai mulfi factori de virulenta solubili. Expresia cazeinazei si amilazei este favorizata de pH acid.
Lizindecarboxilaza a fost singura enzima asupra careia variatia de pH a mediului de culturda nu a produs
modificari, exprimandu-se in procent de 100% in toate variatiile de pH (fig. 82, 83).Variatia de pH nu a
influentat semnificativ expresia factorilor de virulentd, care au prezentat un profil asemanator, cu o remarcabild
crestere a potentialului proteolitic, evidentiat prin nivelul ridicat al cazeinazei la pH 5 (fig. 82, 83).
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Figura 80. Influenta
prezentei/absentei O,
asupra nivelului expresiei
fenotipice (%) a enzimelor
implicate in procesul de
invazie §i supravietuire, la
tulpinile de E. coli izolate
din apa de mare.

Figura 81. Influenta
prezentei/absentei O,
asupra nivelului expresiei
fenotipice (%) a toxinelor
formatoare de pori, In
conditii de anaerobioza, la
tulpinile de E. coli izolate
din apa de mare.

18



Figura 82. Influenta
variatiei de pH asupra
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4.5.3.6. Influenta concentratiei de glucoza din mediul de cultura

In urma acestui studiu s-a observat ci factorii de virulenti solubili s-au exprimat mai bine la
concentratii mai mici de glucoza (1,5%) (fig. 84 si 85).

Concentratia mai ridicatd de glucoza (3%) din mediul de culturd a inhibat usor expresia
lizindecarboxilazei, amilazei (fig. 84), hemolizinei si a factorului CAMP cu S. aureus ATCC 25923 (fig. 85).
Aceasta concentratia de glucoza din mediul de culturd a indus influente majore in expresia esculinazei (fig. 86)
si cazeinazei (fig. 84).
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Concentratia de glucoza de 1,5% a stimulat producerea de esculinaza (fig. 86), ceea ce demonstreaza
faptul cd la concentratie redusa de glucoza, bacteriile sintetizeaza enzime implicate in metabolizarea altor surse
de C, cum este cazul esculinei, un heterozid complex, relevand potentialul acestor tulpini de a initia un proces
infectios.

4.5.3.7. Influenta concentratiei NaCl

Variatiile concentratiei NaCl din mediul de culturd au inhibat, In general, expresia factorilor de
virulenta solubili, cel mai mare procent al factorilor de virulentd solubili exprimandu-se la concentratiile de
NaCl de 6%, 2% urmat de 0,5% (fig. 87, 88).

Concentratia NaCl din mediul de culturd a influentat in mod semnificativ expresia esculinazei (fig.
89) si cazeinazei (fig. 87).

La concentratii ridicate de NaCl in mediul de culturd s-a observat o crestere a potentialului de
virulentd, cu un maxim atins la NaCl 6%, fapt ce demonstreaza cd osmolaritatea ridicatd accentueaza potentialul
acestor tulpini de a initia un proces infectios.
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Figura 86. Influenta
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Din cei 10 factori de virulentd solubili analizati doar amilaza, esculinaza, cazeinaza,
lizindecarboxilaza si hemolizinele s-au exprimat la toate concetretiile de NaCl utilizate, prezentadnd intensitati
diferite ale expresiei.

Factorii de virulentd solubili cu expresia cea mai contantd in diferite conditii de mediu au fost:
amilaza, esculinaza, cazeinaza, lizindecarboxilaza si hemolizinele.

O foarte slaba expresie s-a putut observa pentru lecitinaza si factorul CAMP, atat pentru S. aureus
ATCC 25923, cat si pentru R. equi ATCC 6939, indiferent de conditiile de incubare.
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Figura 89. Influenta concentratiei NaCl din mediul de cultura asupra hidrolizei esculinei
(a,bsic)
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CONCLUZII
Din analiza datelor obtinute in urma acestui complex studiu biochimic al tulpinilor de Escherichia
coli izolate din apa de mare, dar cu potentiale implicatii in patologia umana, putem formula urmatoarele
concluzii:

1. Tulpinile de E. coli izolate din apa de mare au prezentat profiluri de rezistenta si multirezistenta,
corelate cu prezenta unor plasmide de diferite greutati moleculare.

2. Mecanismele de rezistentd concomitenta la diferite clase de antibiotice ar putea fi mediate de prezenta
unor pompe de eflux nespecifice necesare adaptarii si supravietuirii la conditii de hipersalinitate.

3. Singurele gene de rezistenta la antibiotice puse in evidenta au fost sull si sul2, care codifica pentru
rezistenta la biseptol.

4. Profilurile de sensibilitate ale tulpinilor de Escherichia coli izolate din apa de mare la metale
bivalente tranzitionale (Ni, Co, Cu, Mn si Zn) au variat in functie de conditii experimentale (temperatura de
cultivare, prezentd/absenta O,, pH si concentratii de glucoza si NaCl in mediul de culturd), cea mai inalta
activitate antimicrobiana fiind manifestata de sarurile de Zn si Mn.

5. Cele mai Inalte niveluri de sensibilitate s-au Inregistrat la temperatura de 44°C, pH alcalin,
concentratii mari de glucoza si salinitate medie, iar cele mai mici niveluri la temperatura de 37°C, pH neutru,
concentratii mici de glucoza si salinitate scazuta.

6. Sarea de Zn au avut efect bactericid la temperaturile de 44°C si 22°C in conditii de aerobioza, la
concentratiile de 3% si 4% NaCl in mediul de culturd, si cea de Mn la concentratii NaCl de 3% in mediu.

7. Sarea de Ni a manifestat actiune antimicrobiana in conditii de pH bazic (9,6) si la concentratii de NaCl
de 2%, 4% si 10%, iar cea de Co la 22°C si 44°C atat in acrobioza cat si in anaerobioza si la concentratia de 10%
NaCl in mediul de cultura.

8. Nivelurile ridicate de pozitivitate ale ratelor de aderenta la suprafete abiotice si biotice evidentiate la
tulpinile de Escherichia coli izolate din apa de mare pledeaza pentru potentialul acestora de a coloniza suprafete
mucoase umane ori dispozitive protetice implantate, fiind astfel capabile sa initieze si sa dezvolte un proces
infectios sustinut de secretia enzimelor solubile implicate in virulenta.

9. Capacitatea de aderenta la un substrat celular reprezentat de celulele HeLa a fost influentata
semnificativ de variatia concentratiei de NaCl din mediul de cultura.

10. Pattern-ul de aderenta la substratul celular cel mai frecvent exprimat a fost cel localizat.

11. Capacitatea maxima de aderenta la un substrat celular de 100% a fost evidentiata dupa cultivarea
bacteriilor Intr-un mediu de cultura lichid cu pH bazic de 9,6 si In conditii fiziologice (pH 7,2 la 37°C,
aerobioza).

12. Exprimarea unor pattern-uri de aderenta variate a fost evidentiata la bacteriile cultivate in mediu de
cultura cu pH acid de 5,0 si pH bazic de 9,6.

13.1n ceea ce priveste factorii de virulenta solubili, expresia cea mai constanta in diferite conditii
experimentale a fost obtinutd pentru lizindecarboxilaza, amilaza si hemolizina, iar variatiile cele mai mari pentru
producerea de esculetol (chelator de Fe) si cazeinaza.

14. Cea mai ridicata expresie a factorilor de virulenta s-a Inregistrat la temperatura de 37°C, pH 7.2, la
concentratie NaCl de 0.5% si glucoza de 1.5%.

15. Cresterea 1n conditii aerobe/anaerobe nu a influentat sensibilitatea la diferite saruri de metale bivalente
tranzitionale §i nici expresia factorilor de virulenta.

16. Enzimele implicate in procesul de invazie si supravietuire s-au exprimat fenotipic cu frecvente mai
inalte decat toxinele formatoare de pori in toate conditiile experimentale.

17. Cultivarea pe medii lichide a favorizat, atat capacitatea de aderenta la un substrat celular, cat si
expresia enzimelor, atét a celor implicate in procesul de invazie si supravietuire, cat si a toxinelor formatoare de
pori.

18. Reactia PCR nu a evidentiat gene codificatoare de proteine implicate n aderenta si in toxigenitate la
patotipurile enterale clasice.

19. Prezenta lipazei si DN-azei nu au putut fi evidentiate fenotipic 1n niciuna din conditiile experimentale
utilizate, in schimb la tulpinile analizate au fost evidentiate genale pentru fosfolipaza si helicaza, ambele
implicate in patogenitate (prin producerea de distrugeri masive de fesut, gangrene gazoase, infectii pulmonare si
tegumentare, datorita destabilizarii membranei celulei gazda), capabile din punct de vedere teoretic a fi
transferate Intre tulpini ale aceluiasi gen si uneori chiar intre specii i genuri diferite prin fenomenele de
conjugare, transformare si transductie.

20. Studiul de fatd demonstreaza ca mediul marin reprezinta un sistem ecologic adecvat pentru existenta si
mentinerea unui rezervor complex de antibiorezistenta si de virulentd, cu risc crescut de colonizare a
organismelor in general si cu posibile implicatii pentru sanatatea gazdei umane in special; conditiile fizico-
chimice favorizante pentru initierea unui proces infectios cu origine exogena fiind reprezentate de mediul lichid,
hipersalin (NaCl 6% ) temperatura de 37°C si pH acid (5,0).
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