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OBIECTIVELE ŞI SCOPUL LUCRĂRII 
Marea Neagră era în trecut una dintre cele mai productive mări, organismele pelagice şi bentonice 

înregistrând o abundenţă remarcabilă (Antipa, 1941). Comparativ cu acea perioadă, structura ecosistemului a fost 
puternic afectată, înregistrându-se o semnificativă reducere a biodiversităţii (Gomoiu, 1981). Izolarea de oceanul 
mondial, asociată cu aportul fluvial semnificativ (Dunăre, Nipru, Nistru), au determinat expunerea Mării Negre la 
diverse presiuni antropice. Problemele generate de eutrofizare şi poluare au început în a doua jumătate a anilor ’70. 
Cantităţile mari de compuşi anorganici şi organici pătrunşi anual în mare, atât prin râuri, cât şi prin deversări de ape 
uzate menajere şi industriale, au determinat modificări dramatice la toate nivelurile ecosistemului. Creşterea 
nutrienţilor şi a substanţelor periculoase în apă au produs schimbări majore în ecosistemele costiere, având un 
impact semnificativ asupra diversităţii biologice şi asupra activităţilor desfăşurate în zona marină (pescuit, activităţi 
recreaţionale) (Bologa et al., 1995; Petranu et al., 1999; Gomoiu, 2004).  

Contaminarea fecală a apelor de suprafaţă constituie o ameninţare serioasă de mediu şi sănătate 
publică. În sistemele complexe, poluarea fecală poate proveni din mai multe surse, inclusiv evacuarea apelor 
uzate, scurgeri agricole şi pluviale urbane. Identificarea şi eliminarea sursei de contaminare nu este simplă, 
deoarece evaluarea poluării fecale, în general, se bazează pe un număr limitat de probe de apă de suprafaţă 
pentru a măsura densitatea indicatorilor fecali (Gordon et al. 2002; Byappanahalli et al., 2003). 

Escherichia coli reprezintă o bacterie coliformă fecală, existentă în intestinul animal şi uman. Prezenţa 
bacteriei Escherichia coli în apă este un indicator puternic de contaminare recentă cu dejecte animale sau ape 
menajere. În timpul ploilor, topirii zăpezilor sau alte tipuri de precipitaţii, această bacterie poate fi purtată în 
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golfuri, râuri, lacuri sau ape freatice; iar atunci când aceste ape sunt utilizate ca surse de apă potabilă şi nu sunt 
tratate sau sunt inadecvat tratate, această bacterie poate ajunge în apa de băut (Llopis et al., 2004). 
 Numeroase studii au arătat că Escherichia coli poate rezista în bentos, fiind detectată ulterior în apele 
de suprafaţă. Poluările reziduale persistă chiar la temperaturi scăzute, caz în care nivelurile de coliformi fecali în 
apele uzate scad iniţial rapid, dar apoi se stabilizează de la 1% până la 10% din totalul populaţiei iniţiale. În plus, 
Escherichia coli izolată din fosele septice s-a dovedit a fi mai puţin variată din punct de vedere genetic, 
constituind o clonă distinctă, spre deosebire de tulpinile de Escherichia coli izolate de la locuitorii din 
gospodăriile deservite de aceste sisteme. 

Deşi cele mai multe tulpini de Escherichia coli sunt nepatogene şi trăiesc în intestinul omului sănătos 
şi al animalelor, totuşi unele tulpini de Escherichia coli pot exprima factori de virulenţă dobândiţi de la specii 
patogene, factori responsabili de apariţia unor forme clinice grave de infecţie.  

Bacteria Escherichia coli este şi indicator sanitar, prezenţa sa în apă oferind unele indicaţii asupra 
contaminării şi cu alte microorganisme enterice înalt patogene (Salmonella sp., Shigella sp., sau chiar diferite 
enterovirusuri) având ca sursă habitatul intestinal (Bărzoi, 1985). 

Scopul acestui studiu constă în investigarea profilului de antibiorezistenţă şi a unor aspecte distinctive 
de virulenţă şi patogenitate, atât din punct de vedere fenotipic, cât şi genotipic, precum şi a influenţei factorilor 
fizico-chimici asupra acestora, la un lot de 100 tulpini de Escherichia coli izolate din apa de mare de la litoralul 
Mării Negre. 

Pentru realizarea acestui scop au fost propuse următoarele obiective: 
 izolarea şi identificarea tulpinilor de Escherichia coli din apa de mare de la litoralul Mării 

Negre; 
 studiul la nivel fenotipic al markerilor de rezistenţă la substanţe antimicrobiene –antibiotice şi 

metale bivalente tranziţionale, la tulpinile izolate; 
  studiul capacităţii de aderenţă a tulpinilor de Escherichia coli la un substrat abiotic (polimeri 

din mase plastice) şi biotic (celule HeLa); 
 caracterizarea factorilor de virulenţă solubili la tulpinile de Escherichia coli; 
 stabilirea unor corelaţii între aspectele fenotipice şi genotipice de antibiorezistenţă şi virulenţă; 
 studiul influenţei unor parametri fizico-chimici: mediul de cultivare, temperatura de incubare, 

prezenţa/absenţa O2, variaţii de pH, compoziţia mediului de cultură; asupra aspectelor fenotipice de 
antibiorezistenţă şi a expresiei fenotipice a factorilor de virulenţă asociaţi peretelui celular (adezine) şi solubili 
(enzime/toxine). 

PARTEA II. CONTRIBUŢII PERSONALE 
STUDIUL FENOTIPIC ȘI GENOTIPIC AL FACTORILOR DE REZISTENȚĂ ȘI VIRULENȚĂ AL 

UNUI SET DE TULPINI DE Escherichia coli IZOLATE DIN APA DE MARE CU POSIBILE 
IMPLICAŢII ÎN PATOLOGIA UMANA 

INTRODUCERE 
Lucrarea de față a avut ca scop realizarea unui studiu complex la nivel fenotipic şi genotipic al 

antibiorezistenţei şi al gradului de virulenţă, precum şi influenţa factorilor fizico-chimici asupra expresiei acestor 
caractere cu rol determinant în patogenitatea acestor tulpini, pe un lot semnificativ de tulpini de Escherichia coli 
izolate din apa de mare din zona litoralului Mării Negre. 

Obiectivele studiate se referă la: 
 izolarea şi identificarea tulpinilor de E. coli din apa de mare din zona litoralului Mării Negre; 
 studiul la nivel fenotipic al markerilor de rezistenţă la substanţe antimicrobiene antibiotice şi 

metale bivalente tranziţionale, la tulpinile izolate; 
  studiul capacităţii de aderenţă a tulpinilor de E. coli la un substrat abiotic (polimeri din mase 

plastice) şi biotic (celule HeLa); 
 caracterizarea factorilor de virulenţă solubili la tulpinile de E. coli; 
 stabilirea unor corelaţii între aspectele fenotipice şi genotipice de antibiorezistenţă şi virulenţă; 
 studiul influenţei unor parametri fizico-chimici: mediul de cultivare, temperatura de incubare, 

prezenţa/absenţa O2, variaţii de pH, compoziţia mediului de cultură, asupra aspectelor fenotipice de 
antibiorezistenţă şi a expresiei fenotipice a factorilor de virulenţă asociaţi peretelui celular (adezine) şi solubili 
(enzime/toxine). 

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

Pentru analiza microbiologică, respectiv izolarea tulpinilor de E. coli, prelevarea şi transportul 
probelor de apă de mare s-a efectuat respectând condiţiile de asepsie, conform standardelor în vigoare.  

3.1.1. PRELEVAREA PROBELOR ANALIZATE 
Prelevarea probelor s-a efectuat din 10 staţii, de la litoralul Mării Negre (fig. 23): Năvodari, Mamaia - 

două staţii, Constanţa, Eforie Nord, Eforie Sud, Costineşti, Olimp-Neptun, Mangalia, Vama-veche; cu o 
frecvenţă bilunară, în sezon estival (mai-septembrie).  
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3.1.2. TRANSPORTUL PROBELOR ANALIZATE 
Probele prelevate au fost transportate către laborator, cât mai repede posibil (maxim 6 ore) în lăzi 

refrigerate cu agenţi frigorifici, menţinându-se o temperatură de 5±3°C. (EN ISO 19458, 2006).  
3.2. IZOLAREA ŞI 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 şi diluţii zecimale succesive până la 10-2. Pentru realizarea diluţiilor s-a folosit mediul 
peptone salin diluent (triptonă) cu următoarea compoziţie (SR EN ISO 9308-1, 2000). După filtrare membrana a 
fost aplicată pe o placă Petri în diametrul de 50 mm, cu mediu lactose-TTC agar cu heptadecilsulfat de sodiu 
având următoarea compoziţie (SR EN ISO 9308-1, 2000): 

3.2.2. IDENTIFICAREA TULPINILOR DE Escherichia coli 
Pentru identificarea bacteriei E. coli s-au utilizat următoarele teste: 

 testul oxidazei; 
 testul producerii de indol; 
 alte teste de identificare biochimică (teste politrope, kituri API). 

3. 3. STUDIUL FENOTIPIC AL SENSIBILITĂŢII LA ANTIBIOTICE ŞI LA SĂRURI ALE 
METALELOR BIVALENTE TRANZIŢIONALE 

3.3.1. EVALUAREA IN VITRO A EFICIENŢEI UNEI SUBSTANŢE CU ACŢIUNE 
ANTIMICROBIANĂ 

Fenotipurile de rezistenţă la antibiotice ale tulpinilor de E. coli izolate din apa de mare au fost 
evidenţiate prin testarea sensibilităţii la antibiotice utilizând tehnica antibiogramei difuzimetrice Kirby-Bauer; 

Antibioticele utilizate (discuri Oxoid) pentru testarea sensibilităţii la antibiotice au fost selectate din 
diferite grupe de antibiotice, conform indicaţiilor NCCLS (2004) pentru Enterobacteriaceae: ampicilină (AMP 
10µg); cefoxitin (FOX 30µg); ceftazidim (CAZ 30µg); ceftriaxonă (CRO 30µg); imipenem (IMP 10µg); 
ciprofloxacin (CIP 5µg ), acid nalidixic (NA 30µg); gentamicină (G/CN10µg), amikacină (AK/AN 30µg), 
tobramicin (NN10µg); trimetoprim/sulfametoxazol (SXT 1.25µg/23.75µg), cloramfenicol (C 30µg), 
nitrofurantoin (F/M 300µg ). 

Pentru testarea sensibilităţii la diferite metale, s-au utilizat combinaţii complexe ale unor metale 
bivalente tranziţionale: Zn, Mn, Cu, Co, Ni (MnC12H31N10O5, NiC12H28N10O4, CuC12H32N10O6, ZnC12H32N10O6). 

3.3.2. DETECTAREA DIRECTĂ A β-LACTAMAZELOR 
Producerea de β-lactamaze utilizând teste directe (hidroliza nitrocefinului). Nitrocefinul este 

disponibil sub formă de pudră purificată de la Becton Dickinson (Oxford, UK) sau discuri îmbibate cu antibiotic 
(OXOID). 

3.4. EVIDENŢIEREA FENOTIPICĂ A FACTORILOR DE VIRULENŢĂ 
3.4.1. ADERENŢA LA SUBSTRATUL INERT ŞI CELULAR 

Spectrul factorilor de virulenţă asociaţi peretelui celular la tulpinile de E. coli izolate din apa de mare, s-a 
evidenţiat prin metode calitative şi cantitative privind: 

  studiul capacităţii de aderenţă la substrat inert/abiotic; 
 studiul capacităţii de aderenţă la substrat celular/biotic; 

3.4.1.1. Studiul capacităţii de aderenţă la un substrat inert 
 Abilitatea tulpinilor de E. coli de a produce polizaharide extracelulare şi de a forma biofilme pe un 
substrat inert a fost investigată şi în prezentul studiu, prin testul producerii factorului slime, utilizând metoda 
microtitrării (Christensen et al., 1982).  

3.4.1.2. Studiul capacităţii de aderenţă la un substrat celular 
Studiul capacităţii de aderenţă şi invazie a bacteriilor la un substrat celular s-a realizat utilizând 

metoda Cravioto (adaptată după Lazăr, 2003), utilizând linia celulară HeLa din neoplasm de col uterin (ECACC 
# 93021013).  

3.4.2. EVIDENŢIEREA FACTORILOR DE VIRULENŢĂ SOLUBILI 
Analiza factorilor de virulenţă solubili, la tulpinile de E. coli izolate din apa de mare, s-a realizat prin 

teste enzimatice de evidenţiere a prezenţei/absenţei: esculinazei, amilazei, enzimelor formatoare de pori 
(hemolizine - hemoliza spot și CAMP-like; lipază; lecitinază), lizindecarboxilazei, proteazelor (cazeinază, 
gelatinază), mucinazei, DN-azei.  

3.5. DETECŢIA GENELOR DE REZISTENŢĂ ŞI VIRULENŢĂ 
3.5.1. IZOLAREA, PURIFICAREA ŞI EVIDENŢIEREA ADN PLASMIDIAL 

Pentru analiza genelor de rezistenţă şi virulenţă la tulpinile de E. coli izolate din apa de mare au fost 
parcurse etapele de: 

 izolare,  
 purificare  
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 evidenţiere a ADN plasmidial.
Pentru izolarea, purificarea şi evidenţierea ADN plasmidial s-a utilizat tehnica Birnboim, Doly & Ish-

Horowitz (Vassu et al., 2001). 

3.5.2. EVIDENŢIEREA GENELOR DE REZISTENŢĂ LA DIVERSE CLASE DE ANTIBIOTICE LA 

TULPINILE DE Escherichia coli IZOLATE DIN APA DE MARE 

Pentru evidenţierea genelor ce codifică enzime inactivatoare ale antibioticerlor β-lactamice și 

sulfamidelor s -au aplicat tehnici simplex şi multiplex – PCR. 

3.6. STUDIUL INFLUENŢEI FACTORILOR FIZICO-CHIMICI ASUPRA EXPRESIEI 

VIRULENŢEI ȘI REZISTENŢEI LA METALE BIVALENTE TRANZIȚIONALE A TULPINILOR DE 

Escheriachia coli IZOLATE DIN APA DE MARE 

Au fost utilizate metodele descrise anterior pentru determinarea sensibilităţii bacteriene faţă de 
combinaţiile complexe ale unor metale bivalente tranziţionale, Zn, Mn, Cu, Co, Ni şi a factorilor de virulenţă, cu 
menţiunea faptului că experimentele au fost repetate în diferite condiţii, în care a fost variat un anumit parametru 

fizic sau chimic. 

3.6.1. STUDIUL INFLUENŢEI FACTORILOR FIZICI 

 A fost urmarită acţiunea temperturii, presiunii parţiale a O2 şi valorii pH asupra expresiei factorilor de 
virulenţă şi a rezistenţei la metale bivalente tranziționale. 

3.6.1.1. Studiul influenţei temperaturii  
Experimentele prezentate anterior s-au repetat la diferite temperaturi de incubare: 4°C, 22°C, 37°C, 

44°C şi la 56°C.  
3.6.1.2. Studiul influenţei prezenţei/absenţei O2  

Pentru studiul influenţei absenţei/prezenţei O2 variantele experimentale au fost incubate la: 4°C, 22°C, 
37°C, 44°C şi la 56°C, timp de 24 ore în condiţii de aerobioză (prezenţă de O2), şi în condiţii de anaerobioză 
(absenţă de O2). Condiţiile de anaerobioză s-au realizat prin adăugare de ulei de parafină.  

3.6.1.3. Studiul influenţei valorii de pH a mediului de cultură  

Pentru studiul influenţei valorii de pH, tulpinile bacteriene au fost cultivate în mediu cu pH ajustat la 
valoarea dorită, cu soluţii de acid clorhidric soluţie 10% pentru valoarea de pH 5.0, şi hidroxid de sodiu soluţie 
0,1N pentru valoarea de pH 9.6. 

3.6.2. STUDIUL INFLUENŢEI FACTORILOR CHIMICI  
Compoziţia unui mediu de cultură este foarte diversă şi depinde de exigenţele nutritive ale 

microorganismului ce urmează a fi cultivat. 
3.6.2.1. Studiul influenţei concentraţiei de glucoză din mediul de cultură  

Pentru studiul influenţei concentraţiei de glucoză din mediul de cultură, tulpinile au fost însămânţate 
în 1 ml bulion nutritiv cu concentraţie de 1,5% şi respectiv 3% glucoză. 

3.6.2.2. Studiul influenţei concentraţiei de NaCl din mediul de cultură  
Pentru studiul influenţei concentraţiei de NaCl din mediul de cultură, tulpinile bacteriene au fost 

însămânţate în 1 ml bulion nutritiv cu următoarele concentraţii de sare: 0%, 0.5%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7% şi 
10%. 

CAPITOLUL 4 

 REZULTATE ŞI DISCUŢII 

4.1. FENOTIPURILE DE REZISTENŢĂ 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, şi anume: imipenem (IMP) 99%, cefoxitin (FOX) 99%, nitrofurantoin (F/N) 
99%, tobramicină (NN) 98%, ceftriaxonă (CRO) 98%, ceftazidim (CAZ) 97%, gentamicină (G) 96%, amikacină 
(AK) 96%, ciprofloxacin (CIP) 93%, cloramfenicol (C) 92%, acid nalidixic (NA) 92%, biseptol (SXT) 89%; 

fiind rezistente doar la ampicilina (AMP) 86% (rezistenţă cunoscută dealtfel ca fiind consitutivă la membeii fam. 
Enterobacteriaceae) (fig. 40, 41). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 40. Reprezentarea grafică 
(%) a sensibilităţii/rezistenţei la 
antibiotice, la tulpinile de E. coli 

izolate din apa de mare  

(S = sensibil, I = intermediar, R = 

rezistent). 
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Totuşi, la tulpinile de E. coli izolate din apa de mare rezistente, s-a observat că tulpinile testate 
prezintă între 1 şi 8 markeri de antibiorezistenţă, asociaţiile 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) izolată 
din apa de mare. 

 

 

 

Studiul producerii de β – lactamaze prin testul rapid al hidrolizei nitrocefinului a arătat că 44% dintre 
tulpinile de E. coli izolate din apa de mare au exprimat β - lactamază constitutivă (fig. 43). 

Aceste aspecte pledează pentru necesitatea studierii fenotipurilor de antibiorezistenţă la tulpinile 
izolate din mediul înconjurător, având ca scop identificarea factorilor responsabili de răspândirea unor 
mecanisme de antibiorezistenţă în mediul extern, cu potenţial impact negativ asupra sănătăţii umane. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 42. Fenotipuri de 

antibiorezistenţă la tulpinile de 
E. coli izolate din apa de mare  

(1 marker de rezistenţă- sus şi 6 
markeri de rezistenţă - jos). 

 

 
 Figura 43. Punerea în evidenţă a            

β - lactamazelor prin testul rapid al 

hidrolizei nitrocefinului, la tulpinile de 

E. coli izolate din apa de mare (stânga- 

tulpini negativ, dreapta- tulpini pozitive) 
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4.2. SENSIBILITATEA TULPINILOR DE Escherichia coli IZOLATE DIN APA DE MARE LA SĂRURI 
ALE METALELOR BIVALENTE TRANZIŢIONALE 

Prezentul studiu referitor la rezistenţa tulpinilor de E. coli, izolate din apa de mare, la săruri ale 
metalelor bivalente tranziţionale (Zn, Mn, Cu, Co, Ni), a demonstrat că majoritatea tulpinilor testate sunt 
rezistente la sărurile acestor metale (fig. 44), Ni 99%, Mn 98%, Cu 98%, Co 95%, şi Zn 72% (fig. 45). 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.3. SPECTRUL DE FACTORI DE VIRULENŢĂ ASOCIAŢI PERETELUI CELULAR ŞI SOLUBILI, 
LA TULPINILE DE Escherichia coli IZOLATE DIN APA DE MARE  

4.3.1. CAPACITATEA DE ADERENŢĂ LA UN SUBSTRAT ABIOTIC, A TULPINILOR DE 

Escherichia coli IZOLATE DIN APA DE MARE 

 Studiul capacităţii de aderenţă la un substrat inert/abiotic, prin testul producerii factorului slime, a 
arătat că tulpinile de E. coli izolate din apa de mare au colonizat substratul abiotic/inert (reprezentat de plastic) 

în proporţie de 60% (fig. 46). 
 Capacitatea de aderenţă la un substrat inert reprezentat de plastic, a tulpinilor de E. coli izolate din apa 

de mare, s-a putut observa şi în cursul metodei calitative de testare a aderenţei la subdtratul celular, în urma 
cultivării tulpinilor bacteriene în mediu lichid, în plăci Petri cu diametru de 3,5 cm (fig. 47). 

4.3.2. CAPACITATEA DE ADERENŢĂ LA UN SUBSTRAT BIOTIC, A TULPINILOR DE    

Escherichia coli IZOLATE DIN APA DE MARE 

 În urma acestui studiu s-a observat că un procent ridicat dintre tulpinile analizate (63%) au 
avut capacitatea de aderenţă la substratul celular - celule HeLa, prezentând indice de aderenţă de 30% cu 
pattern-uri: localizat, agregativ şi difuz (fig. 48) 

Figura 44. Testarea sensibilităţii 
tulpinilor de E. coli izolate din apa 

de mare la săruri ale metalelor 
bivalente tranziţionale prin metoda 
adaptată difuzimetrică. 
 

Figura 45. Reprezentarea grafică (%) a 
nivelurilor de sensibilitate/rezistenţă ale 
tulpinilor de E. coli izolate din apa de 

mare la sărurile metalelor bivalente 
tranziţionale (S = sensibil, R = rezistent). 
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Figura 46. Reprezentarea modelului experimental utilizat pentru testarea capacităţii tulpinilor de E. coli, izolate 

din apa de mare, de a coloniza substratul inert (reprezentat de plastic). 

   

 

 

 

 

 

 

 

        
 

4.3.3. RATA CANTITATIVĂ DE ADERENŢĂ ŞI INVAZIE A TULPINILOR DE Escherichia coli 

IZOLATE DIN APA DE MARE  

În urma studiului cantitativ al capacităţii de aderenţă şi invazie, la tulpinile de E. coli, izolate din apa 

de mare, s-a observat, în mod surprinzător, că un număr important de tulpini (70%) au prezentat şi capacitatea de 
invazie a celulelor HeLa, demonstrând potenţialul acestor tulpini de a invada şi de a distruge celulele gazdei (fig. 
49).  

Capacitatea de invazie a tulpinilor de E. coli este demonstrată de constituirea unui patovar care 
reuneşte aceste tulpini, şi anume patovarul enteroinvaziv. Tulpinile de EIEC pătrund în celulele epiteliale ale 
colonului, unde se multiplică, determinând leziuni ale mucoasei digestive. Rezultatele obţinute de noi ar putea fi 
explicate prin faptul că celulele HeLa reprezintă o linie de origine epitelială. 

 
 

Figura 49. Studiul cantitativ al 

capacităţii de invazie – stânga, 
respectiv al capacităţii de aderenţă 
şi invazie – dreapta, la tulpinile de 

E. coli izolate din apa de mare. 

 

godeu cu tulpină de E. coli aderentă la 
substrat inert (plastic). 

godeu cu tulpină de E. coli neaderentă la 
substrat inert (plastic). 

Figura 48. Imagine de microscopie 

optică a celulelor HeLa infectate cu 

tulpini de E. coli izolate din apa de mare, 

care aderă la celule în cultură (coloraţie 

Giemsa, x100). 

 

Figura 47. Imagine de microscopie optică cu 
tulpini de E. coli, izolate din apa de mare, ce aderă 
la substrat inert (placa de plastic), cu formare de 

agregate, în care bacteriile sunt dispuse ordonat 
(coloraţie Giemsa, x100). 
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4.3.4. EXPRESIA FACTORILOR DE VIRULENŢĂ SOLUBILI LA TULPINILE DE Escherichia coli 

IZOLATE DIN APA DE MARE 

Rezultatele studiului producerii celor 10 factori de virulenţă solubili prin însămânţarea tulpinilor 
microbiene pe medii cu substrat specific încorporat au arătat că tulpinile testate au fost pozitive pentru 
producerea mucinazei 100% (fig. 50), lizin-decarboxilazei 93% (fig. 51), esculinazei 67% (fig. 52), hemolizinele 

fiind produse în procente mult mai scăzute (factofrul CAMP cu Staphylococcus aureus β- hemolitic ATCC 

25923 – 7%, cele spot 6%) (fig. 53). Tulpinile testate sunt negative pentru ceilalţi factori solubili testaţi, după 
cum se poate observa în figura 54. 

  

                
                                
 

 

     
 

 
 

 

 

 

 
 

 

Figura 54. Reprezentarea 

grafică (%) a nivelului de 
pozitivitate a diferiţilor 

factori de virulenţă 
solubili la tulpinile de E. 

coli izolate din apa de 

mare. 

 

 

reacţie 
negativă  

reacţie 
pozitivă 

tulpină β-hemolitică, 
și test CAMP pozitiv 

tulpini nehemolitice, 

și test CAMP pozitiv

tulpină nehemolitică, 
și test CAMP negativ 

Figura 50. Evidenţierea producerii mucinazei 
la tulpinile de E. coli izolate din apa de mare. 

 

hemolizine spot şi test 
β

reacţie 
pozitivă 

reacţie 
negativă  

Figura 52. Evidenţierea esculinazei cu producere 

de esculetol (precipitat de culoare neagă) la 
tulpinile de E. coli izolate din apa de mare.  

 

Figura 51. Producerea lizindecarboxilazei la 

tulpinile de E. coli izolate din apa de mare.  

 

Figura 53. Producerea de hemolizine spot şi test 
CAMP cu Staphylococcus β- hemolitic ATCC 25923 

la tulpinile de E. coli izolate din apa de mare. 
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4.4. DETERMINISMUL GENETIC AL REZISTENŢEI ŞI VIRULENŢEI TULPINILOR DE  
Escherichia coli IZOLATE DIN APA DE MARE 

4.4.1. STUDIUL PREZENŢEI ADN PLASMIDIAL 

    Studiul prezenţei plasmidelor la tulpinile de E. coli izolate din apa de mare a arătat că 25% dintre acestea 

au prezentat cel puţin o plasmidă cu greutate moleculară variabilă (fig. 56). 

 

 

 

 

 

 

Figura 56. Profilul ADN migrat în gel de 

agaroză 0,7%, la tulpinile de E. coli izolate din apa 

de mare. 

4.4.2. STUDIUL GENELOR DE REZISTENŢĂ 

În cazul prezentului studiu toate tulpinile de E. coli rezistente la sulfamide au fost investigate pentru 

prezenţa genelor sul1, sul2 şi sul3 prin PCR. Gena sul1 a fost detectată la 55% din izolatele rezistente la 

sulfonamide, gena sul2 la 22% din izolate, în timp ce gena sul3 nu a fost pusă în evidență la izolatele marine 
(fig. 57). Investigarea prezenţei genelor de rezistenţă la β-lactamaze: blaTEM1, blaSHV1, blaOXA1 şi blaCTX-M prin 

tehnici PCR a arătat că toate tulpinile au fost negative pentru prezenţa acestor gene. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.4.3. DETERMINISMUL GENETIC AL VIRULENŢEI LA TULPINILE DE Escherichia coli IZOLATE 

DIN APA DE MARE 

În prezentul studiu tulpinile de E. coli, izolate din apa de mare au fost investigate prin tehnica PCR 

pentru prezenţa unor gene care codifică proteine implicate în aderenţă: aggR, activatorul transcripţional al 
genelor pentru expresia fimbriilor de tip I la E. coli enteroaggregative (EaggEC), a genelor pentru adezine 

afimbriale (aafI / II), şi a genelor implicate în sinteza unor toxine - genele pentru enterotoxina termostabilă 
(EAST / 1). Toate tulpinile au fost negative pentru prezenţa acestor gene. 

În cazul prezentului studiu al expresiei fenotipice a factorilor de virulenţă solubili, dintre cei 10 factori 
de virulenţă solubili, 2 factori (lipaza şi DN-aza) nu au putut fi evidenţiaţi, în niciuna din condiţiile de cultivare. 
Având în vedere faptul că unele gene pot exista fără a se exprima fenotipic, în cadrul prezentului studiu toate 
tulpinile au fost investigate pentru prezenţa genelor EcpldA şi respectiv EchelD prin PCR. Gena EcpldA a fost 

detectată la 69%, iar gena EchelD a fost detectată la 73% din izolate (fig. 58). 

Analiza densitometrică a imaginilor jpeg, utilizând software ImageJ 1.43 (NIH, USA, 
http://rsb.info.nih.gov/ij, a arătat că intensitatea benzii ampliconilor de 370 pb corespunzătoare helicazei (DN-

aza) la tulpinile 65, 69, 79, 81 şi 84 este de 2,12; 1,47; 3,04; 1,43 şi respectiv 1,49 ori mai scăzută. Aceasta se 
datorează fie existenţei mai multor populaţii clonale, unele prezentând gena şi altele nu, fie reducerii numărului 
de copii per celulă. În plus, tulpinile 24, 67 şi 77 pierd gena helicazei neobservându-se banda specifică la 370 pb 
(fig. 59). 

Figura 57. Evidenţierea prin migrare în gel de agaroză a                   
ampliconilor genelor de rezistenţă la sulfamide, obţinuţi 
prin multiplex PCR, la tulpinile de E. coli izolate din apa 

de mare (benzile 1, 2 - probe amplificate cu primeri sul2; 

benzile 3, 4 - probe amplificate cu primeri sul1). 
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4.5. INFLUENŢA FACTORILOR FIZICO-CHIMICI ASUPRA EXPRESIEI SENSIBILITĂŢII LA 

SĂRURILE UNOR METALE BIVALENTE TRANZIŢIONALE ŞI A FACTORILOR DE VIRULENŢĂ, 
LA TULPINILE DE Escherichia coli IZOLATE DIN APA DE MARE  

4.5.1. INFLUENŢA FACTORILOR FIZICI ŞI CHIMICI ASUPRA EXPRESIEI SENSIBILITĂŢII 
BACTERIENE LA SĂRURILE UNOR METALE BIVALENTE TRANZIŢIONALE 

4.5.1.1. Influenţa consistenţei mediului de cultură  
Consistenţa mediului de cultură a bacteriilor (lichid vs solid) nu a influenţat activitatea antimicrobiană 

a sărurilor metalelor bivalente tranziţionale la tulpinile de E. coli izolate din apa de mare, activitatea 

antimicrobiană fiind uşor crescută atunci când bacteriile au fost cultivate în mediu solid, excepţie făcând sarea 
de Mn (fig. 60).  

 

 

 

Figura 60. Influenţa consistenţei 
mediului de cultură asupra 

activităţii antimicrobiene (%) a 
sărurilor metalelor bivalente 

tranziţionale, la tulpinile de E. coli 

izolate din apa de mare. 

 

4.5.1.2. Influenţa temperaturii, în condiţii de aerobioză 

Nivelurile de sensibilitate au fost cel mai bine exprimate la temperatura de 44°C, urmată de cea de 
22°C. Singururul metal faţă de care s-a înregistrat un fenomen de rezistenţă totală, indiferent de temperatura de 
cultivare a bacteriilor a fost Ni (fig. 61). 

La temperatura de 44°C şi de 22°C doar Zn a manifestat un efect bactericid. 
 

 

 

Figura 61. Influenţa 
temperaturii asupra activităţii 

antimicrobiene a sărurilor 
metalelor bivalente 

tranziţionale (%), în condiţii 
de aerobioză, la tulpinile de E. 

coli izolate din apa de mare. 
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Figura 59. Migrarea 

ampliconilor PCR în gel de 
agaroză 2%, la tulpinile de 
E. coli izolate din apa de 

mare.  
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4.5.1.3. Influenţa temperaturii, în condiţii de anaerobioză 

Se poate observa că nivelurile de sensibilitate au fost mai bine exprimate tot la 44°C, urmate apoi de 
cele la 22°C. Singururul metal faţă de care bacteriile au manifestat rezistenţă totală, indiferent de temperatura de 
incubare, a fost Ni (fig. 62). 

 

 

 

 

Figura 62. Influenţa 
temperaturii asupra 

activităţii antimicrobiene a 
sărurilor metalelor bivalente 
tranziţionale (%), în condiţii 
de anaerobioză, la tulpinile 
de E. coli izolate din apa de 

mare. 

 

 

4.5.1.4. Influenţa prezenţei/absenţei oxigenului 
Creşterea bacteriilor în condiţii de aerobioză şi anaerobioză a arătat că prezenţa/absenţa O2 nu a 

influenţat fenomenul de rezistenţă bacteriană faţă de sărurile studiate. Este de remarcat faptul că la 37°C, atât în 
condiţii aerobe cât şi anaerobe, activitatea antimicrobiană a Ni, Co şi Cu, a fost complet eliminată, iar ratele de 
susceptibilitate la Mn şi Zn s-au redus drastic (fig. 63). 

4.5.1.5. Influenţa variaţiei de pH a mediului de cultură  
S-a putut observa că nivelurile de sensibilitate au fost cel mai bine exprimate la pH bazic, cele mai 

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

uşor la valori acide de pH în comparaţie cu cel neutru, în timp ce la pH bazic a crescut semnificativ sensibilitatea 
la Mn şi Zn (fig. 64). Doar la pH bazic Ni a avut activitate antimicrobiană (fig. 64).  

 

 

 

 

Figura 63. Influenţa 
prezenţei/absenţei O2 

asupra activităţii 
antimicrobiene a 

sărurilor metalelor 
bivalente tranziţionale 
(%), la tulpinile de E. 

coli izolate din apa de 

mare. 

 
 

 

 

Figura 64. Influenţa 
variaţiei de pH a 

mediului de cultură 
asupra activităţii 
antimicrobiene a 

sărurilor metalelor 
bivalente tranziţionale 
(%), la tulpinile de E. 

coli izolate din apa de 

mare. 
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4.5.1.6. Influenţa concentraţie de glucoză din mediul de cultură  
Concentraţia ridicată de glucoză (3% versus 1,5%) a crescut semnificativ sensibilitatea bacteriilor faţă 

de sărurile de Mn, Zn, şi doar cu 5 % pentru sărurile de Ni şi Cu. Singururul metal ce nu a manifestat niciun fel 
de acţiune antimicrobiană atât la concentraţii scăzute (1,5%) cât şi la concentraţii ridicate (3%) de glucoză, a fost 
Co (fig. 65). 

 

 

 

  

Figura 65. Influenţa 
variaţiei concentraţiei de 

glucoză din mediul de 
cultură asupra activităţii 

antimicrobiene a sărurilor 
metalelor bivalente 

tranziţionale (%), la tulpinile 
de E. coli izolate din apa de 

mare. 

 

 

4.5.1.7. Influenţa concentraţiei NaCl din mediul de cultură 

Sensibilitatea microbiană faţă de sărurile metalelor bivalente tranziţionale a fost puternic influenţată 
de variaţiile salinităţii mediului de cultură. Concentraţiile joase de NaCl (0% şi 0,5%) precum şi concentraţia de 
5% NaCl au indus același profil de sensibilitate (de exemplu sensibilitate faţă de Mn şi Zn). La concentraţiile 
NaCl de 3%, 4%, 6%, 7%, au fost prezente modele de sensibilitate la 3 şi chiar 4 markeri, cum ar fi săruri ale 
metalelor Zn, Mn şi Cu sau Zn, Mn şi Ni sau Zn, Mn, Ni şi Cu. La concentraţia cea mai înaltă de 10% NaCl s-au 

manifestat niveluri scăzute de sensibilitate la toate sărurile metalelor bivalente tranziţionale testate (fig. 66). 
Zn a avut acţiune bactericidă la concentraţiile de NaCl 3% şi 4% din mediul de cultură (fig. 66). 

Singura concentraţie de NaCl în care Mn a avut acţiune bactericidă a fost cea de 3% (fig. 66).  
Zn şi Mn au manifestat acţiune antimicrobiană în prezenţa tuturor concentraţiilor de NaCl testate (fig. 

66). 
 

 

 

Figura 66. 
Influenţa variaţiei 
concentraţiei de 
NaCl din mediul 

de cultură asupra 
activităţii 

antimicrobiene a 

sărurilor 
metalelor 

bivalente 

tranziţionale (%), 
la tulpinile de E. 

coli izolate din 

apa de mare. 
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4.5.2. INFLUENŢA FACTORILOR FIZICI ŞI CHIMICI ASUPRA CAPACITĂŢII DE ADERENŢĂ 
BACTERIANĂ LA UN SUBSTRAT CELULAR A TULPINILOR DE Escherichia coli IZOLATE DIN 

APA DE MARE 

4.5.2.1. Influenţa consistenţei mediului de cultivare  

Creşterea bacteriilor în medii lichide a determinat aderenţa acestora pe substratul celular, reprezentat 

de celule HeLa, fapt ce arată că dezvoltarea bacteriilor în mediu lichid favorizează iniţierea unui proces infecţios 
(fig. 67). 

 

 

 

 

Figura 67. Influenţa 
consistenţei mediului 

de cultură asupra 
capacităţii de aderenţă 
bacteriană la substratul 

celular HeLa (%), a 

tulpinilor de E. coli 

izolate din apa de 

mare. 

 

 

4.5.2.2. Influenţa temperaturii, în condiţii de aerobioză 

După cum se poate observa şi în figura 68, capacitatea maximă de aderenţă bacteriană la substratul 
celular HeLa s-a exprimat la temperatura de 37°C. Indiferent de temperatura de incubare, cel mai frecvent 

pattern de aderenţă exprimat a fost cel localizat. 
 

 

 

 

 

Figura 68. Influenţa 
temperaturii asupra 

capacităţii de aderenţă 
bacteriană la substratul 

celular HeLa (%), în condiţii 
de aerobioză, la tulpinile de 

E. coli izolate din apa de 

mare. 

 

 

4.5.2.3. Rezultatele studiului influenţei temperaturii, în condiţii de anaerobioză, asupra capacităţii de 
aderenţă bacteriană la un substrat celular 

Aşa cum se poate observa din figura 69, capacitatea de aderenţă bacteriană la substratul celular HeLa, 
în condiţii de anaerobioză, cel mai bine s-a exprimat tot la temperatura de 37°C. Indiferent de temperatura de 
incubare, cel mai frecvent pattern de aderenţă exprimat a fost cel localizat. 
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Figura 69. 
Influenţa 

temperaturii asupra 

capacitaţii de 
aderenţă bacteriană 
la substratul celular 

HeLa (%), a 

tulpinilor de E. coli 

izolate din apa de 

mare, în condiţii de 
anaerobioză. 

 

 

4.5.2.4. Influenţa prezenţei/absenţei O2  

Cultivarea bacteriilor în condiţii de aerobioză şi anaerobioză a arătat că prezenţa/absenţa O2 nu 

influenţează capacitatea de aderenţă a bacteriilor la substratul celular HeLa, atunci când tulpinile sunt cultivate la 
37°C (fig.70). 

Este de remarcat faptul că, la 22°C, absenţa O2 a indus o scădere a capacităţii de aderenţă bacteriană la 
substratul celular HeLa, iar pattern-ul agregativ nu s-a exprimat (fig.70). 

Cultivarea bacteriilor la temperatura de 44°C în condiţii de anaerobioză a indus o uşoară scădere a 
capacităţii de aderenţă bacteriană la substratul celular HeLa, punându-se în evidenţă pattern-urile de aderenţă: 
localizat, difuz şi localizat-agregativ (fig. 70). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 70. Influenţa 
prezenţei/absenţei O2 

asupra capacităţii de 
aderenţă bacteriană la 

substratul celular HeLa 

(%) la tulpinile de E. coli 

izolate din apa de mare. 

 

 

4.5.2.5. Influenţa variaţiei de pH a mediului de cultură  
 După cum se poate observa în figura 71, singura condiţie de cultivare a bacteriilor care reduce cu doar 
15% capacitatea de aderenţă bacteriană la substratul celular HeLa este nivelul acid de pH a mediului de cultură. 

Atât la pH acid, cât şi la pH alcalin s-au exprimat toate pattern-urile de aderenţă.  
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Menţinerea capacităţii de aderenţă la celulele HeLa şi în condiţiile unui pH alcalin evidenţiază 
capacitatea tulpinilor de E. coli izolate din apa de mare de a iniţia un proces infecţios, atât în condiţii de pH 
fiziologic, cât şi alcalin. 
 

 

 

 

 

 

Figura 71. Influenţa 
variaţiei de pH a 

mediului de cultură 
asupra capacităţii de 

aderenţă bacteriană la 
substratul celular HeLa 

(%), a tulpinilor de E. 

coli izolate din apa de 

mare. 

 

 

4.5.2.6. Influenţa concentraţie de glucoză din mediul de cultură  
Acest studiu a relevat faptul că, concentraţia de glucoză din mediul de cultură nu are influenţe 

semnificative asupra capacităţii de aderenţă bacteriană la substratul celular HeLa. Pattern-uri care nu s-au 

exprimat, la niciuna din cele două concentraţii de glucoză, au fost cel agregativ şi cel difuz-agregativ (fig. 72). 

Concentraţia scăzută de glucoză din mediul de cultură (1,5%) favorizează aderenţa bacteriană 
localizată la substratul celular HeLa (fig. 72). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 72. Influenţa 
concentraţiei de glucoză 

din mediul de cultură 
asupra capacităţii de 

aderenţă bacteriană la 
substratul celular HeLa 

(%) a tulpinilor de E. coli 

izolate din apa de mare. 

 

 

 

4.5.2.7. Influenţa concentraţie NaCl din mediu de cultură  
După cum relevă acest studiu, singura concentraţie de NaCl care nu a influenţat capacitatea de 

aderenţă bacteriană la substratul celular HeLa este cea de 0,5%, spre deosebire de concentraţiile de 4% şi 5% 
care au influenţat uşor capacitatea de aderenţă la substratul celular, iar concentraţiile de 2%, 6%, 7% şi 10% au 

influenţat major acest fenomen. Cel mai frecvent pattern exprimat a fost cel localizat, indiferent de concentraţia 
de NaCl din mediul de cultură. Concentraţiile de NaCl care au permis expresia celor mai multe pattern-uri de 

aderenţă au fost cele de 0.5% şi 5% cu 4 pattern-uri de aderenţă, concentraţiile de 0%, 3%, 4%, 6% NaCl cu 3 
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pattern-uri de aderenţă, concentraţiile de 2% şi 10% NaCl cu 2 pattern-uri de aderenţă, iar singura concentraţie 
de NaCl care a indus apariţia unui singur pattern de aderenţă a fost cea de 7%. Singura concentraţie de sare în 
care pattern-ul difuz s-a exprimat a fost cea de 3%. De asemenea, singura concentraţie de sare în care pattern-ul 

difuz-agregativ s-a exprimat a fost cea de 0.5% (fig. 73). 

 

 

 

Figura 73. 
Influenţa 

concentraţiei de 
NaCl din mediul de 

cultură asupra 
capacităţii de 

aderenţă bacteriană 
la substratul celular 

HeLa (%) a 

tulpinilor de E. coli 

izolate din apa de 

mare. 

 

4.5.3. INFLUENŢA FACTORILOR FIZICI ŞI CHIMICI ASUPRA EXPRESIEI FACTORILOR DE 
VIRULENŢĂ SOLUBILI, LA TULPINILE DE escherichia coli IZOLATE DIN APA DE MARE  

4.5.3.1. Influenţa consistenţei mediului de cultură  
După cum se poate observa în figurile 74 şi 75, din cei 10 factori de virulenţă solubili testaţi la 

tulpinile de E. coli izolate din apa de mare, 8 dintre aceştia s-au exprimat cu niveluri ridicate, cel mai înalt nivel 
de expresie fiind observat pentru amilază, atunci când pentru obţinerea culturilor primare s-a folosit mediul 

lichid. 

Aceste rezultate demonstrează că atât capacitatea de invazie, cât şi toxigeneza, la tulpinile de E. coli 

marine, sunt mult mai bine exprimate atunci când bacteriile se dezvoltă într-un mediu lichid. 

 

 

 

Figura 74. Influenţa 
consistenţei mediului de 

cultură asupra nivelului 
expresiei fenotipice (%) a 

enzimelor implicate în 
procesul de invazie şi 

supravieţuire, la tulpinile 
de E. coli izolate din apa 

de mare, în condiţii de 
aerobioză. 

 

 

 

 

 

 

Figura 75. Influenţa 
consistenţei mediului de 

cultură asupra nivelului 
expresiei fenotipice (%) a 

toxinelor formatoare de 

pori, la tulpinile de E. coli 

izolate din apa de mare, în 
condiţii de anaerobioză. 
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4.5.3.2. Influenţa temperaturii, în condiţii de aerobioză 

În ceea ce priveşte temperatura de incubare, cel mai larg spectru al expresiei factorilor de virulenţă s-a 

observat la 37°C, la tulpinile incubate în condiţii anaerobe (fig. 76, 77). Aceste rezultate ar putea explica 
patogenitatea tulpinilor de E. coli implicate în infecţiile intra-abdominale. 

 

 

Figura 76. Influenţa 
temperaturii în condiţii de 
aerobioză asupra nivelului 
expresiei fenotipice (%) a 

enzimelor implicate în 
procesul de invazie şi 

supravieţuire, la tulpinile de 
E. coli izolate din apa de 

mare. 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 77. Influenţa 
temperaturii în condiţii de 
aerobioză asupra nivelului 
expresiei fenotipice (%) a 

toxinelor formatoare de 

pori, la tulpinile de E. coli 

izolate din apa de mare. 

 

 

4.5.3.3. Influenţa temperaturii, în condiţii de anaerobioză 

Şi în condiţii de anaerobioză, tot temperatura de 37°C a permis expresia celor mai mulţi factori de 
virulenţă solubili, atât în cazul enzimelor implicate în procesul de invazie şi supravieţuire, cât şi în cazul celor 
formatoare de pori (fig. 78 şi 79). 
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implicate în procesul de 
invazie şi supravieţuire, în 
condiţii de anaerobioză, la 
tulpinile de E. coli izolate 

din apa de mare. 
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Figura 79. Influenţa 
temperaturii asupra 

nivelului expresiei 

fenotipice (%) a 

toxinelor formatoare de 

pori, în condiţii de 
anaerobioză, la tulpinile 
de E. coli izolate din apa 

de mare. 

 

 

 

 

 
 

4.5.3.4. Influenţa prezenţei/absenţei O2  

Expresia enzimelor implicate în procesul de invazie şi supravieţuire este uşor inhibată în condiţii de 
anaerobioză, indiferent de temperatura de incubare (fig. 80, 81) .  

4.5.3.5. Influenţa variaţiei de pH a mediului de cultură 

Lecitinaza a fost uşor exprimată doar la pH fiziologic (7,2), aceasta fiind şi valoarea de pH la care s-

au exprimat cei mai mulţi factori de virulenţă solubili. Expresia cazeinazei şi amilazei este favorizată de pH acid. 
Lizindecarboxilaza a fost singura enzimă asupra căreia variaţia de pH a mediului de cultură nu a produs 
modificări, exprimându-se în procent de 100% în toate variaţiile de pH (fig. 82, 83).Variaţia de pH nu a 

influenţat semnificativ expresia factorilor de virulenţă, care au prezentat un profil asemănător, cu o remarcabilă 
creştere a potenţialului proteolitic, evidenţiat prin nivelul ridicat al cazeinazei la pH 5 (fig. 82, 83). 

 

 

 

 
 

 Figura 80. Influenţa 
prezenţei/absenţei O2 

asupra nivelului expresiei 

fenotipice (%) a enzimelor 

implicate în procesul de 
invazie şi supravieţuire, la 
tulpinile de E. coli izolate 

din apa de mare. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 81. Influenţa 
prezenţei/absenţei O2 

asupra nivelului expresiei 

fenotipice (%) a toxinelor 

formatoare de pori, în 
condiţii de anaerobioză, la 
tulpinile de E. coli izolate 

din apa de mare. 
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Figura 82. Influenţa 
variaţiei de pH asupra 
nivelului expresiei 

fenotipice (%) a enzimelor 

implicate în procesul de 
invazie şi supravieţuire, la 
tulpinile de E. coli izolate 

din apa de mare. 

 

4.5.3.6. Influenţa concentraţiei de glucoză din mediul de cultură 

În urma acestui studiu s-a observat că factorii de virulenţă solubili s-au exprimat mai bine la 

concentraţii mai mici de glucoză (1,5%) (fig. 84 şi 85).  
Concentraţia mai ridicată de glucoză (3%) din mediul de cultură a inhibat uşor expresia 

lizindecarboxilazei, amilazei (fig. 84), hemolizinei şi a factorului CAMP cu S. aureus ATCC 25923 (fig. 85). 

Această concentraţia de glucoză din mediul de cultură a indus influenţe majore în expresia esculinazei (fig. 86) 
şi cazeinazei (fig. 84).  

 

 

 

 

 

Figura 83. Influenţa 
variaţiei de pH asupra 

nivelului expresiei 

fenotipice (%) a 

toxinelor formatoare de 

pori, la tulpinile de E. 

coli izolate din apa de 

mare. 

 

 

 

Concentraţia de glucoză de 1,5% a stimulat producerea de esculinază (fig. 86), ceea ce demonstrează 
faptul că la concentraţie redusă de glucoză, bacteriile sintetizează enzime implicate în metabolizarea altor surse 
de C, cum este cazul esculinei, un heterozid complex, relevând potenţialul acestor tulpini de a iniţia un proces 
infecţios. 

4.5.3.7. Influenţa concentraţiei NaCl  
Variaţiile concentraţiei NaCl din mediul de cultură au inhibat, în general, expresia factorilor de 

virulenţă solubili, cel mai mare procent al factorilor de virulenţă solubili exprimându-se la concentraţiile de 
NaCl de 6%, 2% urmat de 0,5% (fig. 87, 88). 

Concentraţia NaCl din mediul de cultură a influenţat în mod semnificativ expresia esculinazei (fig. 
89) şi cazeinazei (fig. 87). 
 La concentraţii ridicate de NaCl în mediul de cultură s-a observat o creştere a potenţialului de 
virulenţă, cu un maxim atins la NaCl 6%, fapt ce demonstrează că osmolaritatea ridicată accentuează potenţialul 
acestor tulpini de a iniţia un proces infecţios. 
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Figura 84. Influenţa 
concentraţiei de 

glucoză din mediul de 
cultură asupra nivelului 

expresiei fenotipice 

(%) a enzimelor 

implicate în procesul 
de invazie şi 

supravieţuire, la 
tulpinile de E. coli 

izolate din apa de mare. 

 

 

 

 

Figura 85. Influenţa 
concentraţiei de 

glucoză din mediul de 
cultură asupra 

nivelului expresiei 

fenotipice (%) a 

toxinelor formatoare 

de pori, la tulpinile de 

E. coli izolate din apa 

de mare. 
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Figura 87. Influenţa 
concentraţiei NaCl din 
mediul de cultură asupra 
nivelului expresiei 

fenotipice (%) a enzimelor 

implicate în procesul de 
invazie şi supravieţuire, la 
tulpinile de E. coli izolate 

din apa de  

mare. 

 

 

 

 

 

Figura 88. Influenţa 
concentraţiei NaCl din 

mediul de cultură asupra 
nivelului expresiei 

fenotipice (%) a toxinelor 

formatoare de pori, la 

tulpinile de E. coli izolate 

din apa de mare. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Din cei 10 factori de virulenţă solubili analizaţi doar amilaza, esculinaza, cazeinaza, 

lizindecarboxilaza şi hemolizinele s-au exprimat la toate concetreţiile de NaCl utilizate, prezentând intensităţi 
diferite ale expresiei. 

Factorii de virulenţă solubili cu expresia cea mai contantă în diferite condiţii de mediu au fost: 
amilaza, esculinaza, cazeinaza, lizindecarboxilaza şi hemolizinele. 

O foarte slabă expresie s-a putut observa pentru lecitinază şi factorul CAMP, atât pentru S. aureus 

ATCC 25923, cât şi pentru R. equi ATCC 6939, indiferent de condiţiile de incubare. 
 

 

 

      
 

 

 

 

 

Figura 89. Influenţa concentraţiei NaCl din mediul de cultură asupra hidrolizei esculinei 
(a, b şi c)

c. hidroliza esculinei în 
prezenţa NaCl în concentraţie 
de 10%, în mediul de cultură 

 

b. hidroliza esculinei în prezenţa 
NaCl în concentraţie de 7%, în 
mediul de cultură 

a. hidroliza esculinei în prezenţa 
NaCl în concentraţie de 6%, în 
mediul de cultură 
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CONCLUZII 
  Din analiza datelor obţinute în urma acestui complex studiu biochimic al tulpinilor de Escherichia 

coli izolate din apa de mare, dar cu potenţiale implicaţii în patologia umană, putem formula următoarele 
concluzii: 

1. Tulpinile de E. coli izolate din apa de mare au prezentat profiluri de rezistenţă şi multirezistenţă, 
corelate cu prezenţa unor plasmide de diferite greutăţi moleculare. 

2. Mecanismele de rezistenţă concomitentă la diferite clase de antibiotice ar putea fi mediate de prezenţa 
unor pompe de eflux nespecifice necesare adaptării şi supravieţuirii la condiţii de hipersalinitate.  

3. Singurele gene de rezistenţă la antibiotice puse în evidenţă au fost sul1 şi sul2, care codifică pentru 
rezistenţa la biseptol. 

4.  Profilurile de sensibilitate ale tulpinilor de Escherichia coli izolate din apa de mare la metale 
bivalente tranziţionale (Ni, Co, Cu, Mn şi Zn) au variat în funcție de condiţii experimentale (temperatură de 
cultivare, prezenţă/absenţă O2, pH şi concentraţii de glucoză şi NaCl în mediul de cultură), cea mai înaltă 
activitate antimicrobiană fiind manifestată de sărurile de Zn şi Mn. 

5. Cele mai înalte niveluri de sensibilitate s-au înregistrat la temperatura de 44°C, pH alcalin, 
concentraţii mari de glucoză şi salinitate medie, iar cele mai mici niveluri la temperatura de 37°C, pH neutru, 
concentraţii mici de glucoză şi salinitate scăzută. 

6. Sarea de Zn au avut efect bactericid la temperaturile de 44°C şi 22°C în condiţii de aerobioză, la 
concentraţiile de 3% şi 4% NaCl în mediul de cultură, și cea de Mn la concentraţii NaCl de 3% în mediu.  

7. Sarea de Ni a manifestat acţiune antimicrobiană în condiţii de pH bazic (9,6) şi la concentraţii de NaCl 
de 2%, 4% şi 10%, iar cea de Co la 22°C şi 44°C atât în aerobioză cât şi în anaerobioză şi la concentraţia de 10% 
NaCl în mediul de cultură. 

8. Nivelurile ridicate de pozitivitate ale ratelor de aderenţă la suprafeţe abiotice şi biotice evidenţiate la 
tulpinile de Escherichia coli izolate din apa de mare pledează pentru potenţialul acestora de a coloniza suprafeţe 
mucoase umane ori dispozitive protetice implantate, fiind astfel capabile să iniţieze şi să dezvolte un proces 
infecţios susţinut de secreţia enzimelor solubile implicate în virulenţă.  

9. Capacitatea de aderenţă la un substrat celular reprezentat de celulele HeLa a fost influenţată 
semnificativ de variaţia concentraţiei de NaCl din mediul de cultură. 

10. Pattern-ul de aderenţă la substratul celular cel mai frecvent exprimat a fost cel localizat. 
11. Capacitatea maximă de aderenţă la un substrat celular de 100% a fost evidenţiată după cultivarea 

bacteriilor într-un mediu de cultură lichid cu pH bazic de 9,6 şi în condiţii fiziologice (pH 7,2 la 37°C, 
aerobioză). 

12. Exprimarea unor pattern-uri de aderenţă variate a fost evidenţiată la bacteriile cultivate în mediu de 
cultură cu pH acid de 5,0 şi pH bazic de 9,6.  

13. În ceea ce priveşte factorii de virulenţă solubili, expresia cea mai constantă în diferite condiţii 
experimentale a fost obţinută pentru lizindecarboxilază, amilază şi hemolizină, iar variaţiile cele mai mari pentru 
producerea de esculetol (chelator de Fe) şi cazeinază. 

14. Cea mai ridicată expresie a factorilor de virulenţă s-a înregistrat la temperatura de 37°C, pH 7.2, la 
concentraţie NaCl de 0.5% şi glucoză de 1.5%. 

15. Creşterea în condiţii aerobe/anaerobe nu a influenţat sensibilitatea la diferite săruri de metale bivalente 
tranziţionale şi nici expresia factorilor de virulenţă. 

16. Enzimele implicate în procesul de invazie şi supravieţuire s-au exprimat fenotipic cu frecvenţe mai 
înalte decât toxinele formatoare de pori în toate condiţiile experimentale. 

17. Cultivarea pe medii lichide a favorizat, atât capacitatea de aderenţă la un substrat celular, cât şi 
expresia enzimelor, atât a celor implicate în procesul de invazie şi supravieţuire, cât şi a toxinelor formatoare de 
pori. 

18. Reacţia PCR nu a evidenţiat gene codificatoare de proteine implicate în aderenţă şi în toxigenitate la 
patotipurile enterale clasice. 

19. Prezența lipazei şi DN-azei nu au putut fi evidenţiate fenotipic în niciuna din condiţiile experimentale 
utilizate, în schimb la tulpinile analizate au fost evidențiate genale pentru fosfolipază şi helicază, ambele 
implicate în patogenitate (prin producerea de distrugeri masive de ţesut, gangrene gazoase, infecţii pulmonare şi 
tegumentare, datorită destabilizării membranei celulei gazdă), capabile din punct de vedere teoretic a fi 
transferate între tulpini ale aceluiaşi gen şi uneori chiar între specii şi genuri diferite prin fenomenele de 
conjugare, transformare şi transducţie. 

20. Studiul de faţă demonstrează că mediul marin reprezintă un sistem ecologic adecvat pentru existenţa şi 
menţinerea unui rezervor complex de antibiorezistenţă şi de virulenţă, cu risc crescut de colonizare a 
organismelor în general şi cu posibile implicaţii pentru sănătatea gazdei umane în special; condiţiile fizico-
chimice favorizante pentru iniţierea unui proces infecţios cu origine exogenă fiind reprezentate de mediul lichid, 
hipersalin (NaCl 6% ) temperatura de 37°C şi pH acid (5,0). 
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