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1. Studiu bibliografic

1.1. Bacteria Escherichia coli- Serogrupele enteropatogene

Escherichia coli este o bacterie comuna florei intestinale a tuturor speciilor de
mamifere si pasari. A fost descoperitd in anul 1885, de catre Theobald Escherich, fiind
numita initial ,Bacterium coli commune”. Este specia reprezentativa si, Inafara implicatiilor
in patologie, constituie principalul instrument de studiu In cercetdrile fundamentale de
bacteriologie si genetica microbiana. Apelativul ,coli” desemneaza locul de electie in care
germenii predomina in tubul digestiv, respectiv colonul. Eliminarea se realizeaza prin
materiile fecale, raspandindu-se in mediul exterior, apa, sol, alimente, diferite materiale,
constituind surse de infectie cu o importanta deosebita atat pentru oameni cat si pentru
animale. Germenii supravietuiesc in mediul extern saptamani sau luni de zile. Expunerea la
602 C timp de 30 de minute omoara majoritatea tulpinilor. Sunt sensibili la antiseptic, la
actiunea unor coloranti, N-clorosuccinimida are efect inhibitor bactericid. Colibacilii sunt
sensibili la actiunea fagilor specifici si la o gama larga de antibiotice de tip streptomicinic, la
cele cu spectru larg, sulfamide. Multe tulpini prezinta rezistenta la antibiotice. [13]

Majoritatea tulpinilor sunt nepatogene, inofensive la nivelul colonului, dar anumite
serotipuri sau clone joaca un rol important in bolile intestinale si extraintestinale.
Patogeneza colibacilozei enterice este divizata in cinci etape: infectie, proliferare, producere
de toxine, actiunea toxinelor si dezvoltarea bolii enterice.

Patogenitatea se datoreaza unor factori de virulenta si toxici. Factorii de virulenta
sunt reprezentati de: factorii de aderenta reprezentati de antigenele fimbriale, factorii de
colonizare reprezentati de structuri filamentoase, antigenele de suprafata de tip K. Pentru
reducerea sensibilitatatii si a actiunii litice a complementului sunt incriminate structurile
polizaharidice. Pe de alta parte acestea favorizeaza si atasarea celulelor bacteriene la cele
epiteliale.

Factorii de toxicitate alcatuiesc un adevarat complex si joaca un rol important in
mecanismul patogenetic: antigenul somatic de tip “0”, lipopoliglucidic, reprezinta de fapt
endotoxina bacteriilor Gram negative si protejeaza colibacilii de mecanismele de aparare ale
gazdei, avand rol si in inducerea fenomenelor socului endotoxic. Hemolizinele sunt prezente
numai la unele tulpini de E.coli fiind codificate de plasmidul ,Hly”. [1]

Cu privire la enterotoxine, se cunosc doud tipuri de enterotoxine: enterotoxina
termolabila, notata LT care are proprietati antigenice si se aseamana structural si functional
cu toxina holerica si enterotoxina termostabild, notata ST produsa de tulpini de origine
umana si porcina. Diferentierea celor doua tipuri de toxine se poate face prin teste biologice
sau imunologice.

Serogrupele enteropatogene intalnite mai des la animale si om sunt: 015, 021, 017,
05,078, 026, 0115 (la vitei); 039, 088 (la vaci cu mamitad); 08, 011, 041, 084, 0117, 0138,
0139 la porci ; 01, 02, 08, 073, 047, 078, 022, 047 la pasari; iar pentru om 06, 015, 078,
0115, 0148, 0159 si indeosebi 0157H7; din antigenele fimbriale sunt importante: F4 la
purcei si F5 la vitei. [13]
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In functie de prezenta unor elemente de patogenitate tulpinile de E.coli sunt grupate
in cinci categorii [1]:

o E.coli enterotoxigen, notat ,ETEC” produce diareea neonatala la toate
mamiferele. Patogenitatea este data de prezenta fimbriilor cu care adera la enterocit,
colonizand intestinul subtire cu producere de citotoxine.

o E.coli enteropatogen, notat ,EPEC”, colonizeaza si se multiplica atat in
intestinul subtire cat si in intestinul gros. Are proprietatea de aderare la enterocit, dar nu
produce toxine. E.coli enteropatogen provoaca episoade diareice atat la oameni, cat si la
animalele tinere.

. E.coli enteroinvaziv, notat ,EIEC”, colonizeaza si se multiplica in intestinul
gros, fiind agentul cauyal al dizenteriei la om si primate, nefiind raportata izolarea de la
animalele domestice. EIEC se aseamana foarte mult cu Shigella.

. E.coli enterohemoragic/necrotoxigen, notat ,EHEC/NTEC”, produc
aerobactina si citotoxine necrozante; susele CNF1 produc si o hemolizina de tip alfa, fiind
implicate in producerea de afectiuni enterale si extraenterale la om, bovine, porci, caini in
timp ce susele CNF2 s-au identificat numai la bovine si ovine asociate sau nu cu stari
patologice.

. E.coli verotoxigen, notat ,,VTEC/STEC” produc vero citotoxine sau Shiga toxina
(1 si 2) si sunt caracterizate prin capacitatea de a produce, fie una sau ambele citotoxine,
antigenic distincte, bacteriofag-mediate (12); producla om enterita hemoragica sau sindrom
uremic hemolitic, dizenterie la bovine (unele din ele) si boala edemelor la porc.

Pe langa acestea, dar avand o Insemnatate mai redusd, se mai cunosc si: E.coli cu
aderentd redusa ,DAEC” (sunt definite printr-un tipar distinct de aderenta difuza la celulele
HEp-2 dar rolul in producerea diareilor este neclar) si E.coli enterogregativ ,EaggEC” (se
caracterizeaza printr-un tipar distinct de aderenta agregativa la celulele HEp-2 provoacand
diaree si alte simptome enterice la, iar studiile epidemiologice le sugereaza ca si cauza a
diareii calatorilor nefiind izolate de la animale).

In timpul secolului al XIX-lea, infectiile reprezentau principala cauzi de deces in
randul oamenilor. Pneumonia, tuberculoza, diareea si difteria au fost considerate
principalele cauze ale decesului la copii si adulti. Numai la sfarsitul secolului al XIX-lea a
devenit posibila corelarea existentei agentilor patogeni microscopici cu dezvoltarea
diferitelor boli. In cétiva ani, introducerea procedurilor antiseptice a inceput si reduci
mortalitatea datorata minimalizarii infectiilor postoperatorii. Salubritatea si igiena au jucat
un rol semnificativ in reducerea mortalitatii cauzate de boli infectioase.Introducerea
primilor compusi cu activitate antimicrobiana a reusit sa remita multe din bolile mai sus
mentionate. [9]

Antibioticele, odata descoperite, au reprezentat un progres fantastic in medicing,
practicienii puteau acum sa stopeze proliferarea microorganismelor. Denumirea de
antibiotic 1i este atribuit francezului Vuiellamin, dar termenul este utilizat pentru o gama
vasta de produse atat naturale cat si semisintetice, care In general au un efectantibacterian.

Benzilpenicilina a fost primul antibiotic activ, descoperire atribuita lui Fleming in
1926. In anul 1940 Chaine si Florey, dupi o prealabili izolare sub forma pur a penicilinei
cristalizate au reusit sa-i studieze beneficiile. Dezvoltarea domeniului a dus la aparitia de noi
antibiotice cu o potentd crescutd. In 1944 a fost descoperitd streptomicina de catre
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Waksmann, In 1947 cloramfenicolul, un an mai tarziu clortetraciclina, in 1958 penicilinele
semisintetice, la doi ani distanta sunt introduse cefalosporinele, fluorchinonele in anul 1980
etc.

Bacteriile au dovedit abilitati adaptative remarcabile, depasind asteptarile
cercetatorilor. In anul 1969 au aparut primele studii referitoare la rezistenta la antibiotic.
Agravarea situatiei a fost produsa si de catre gestionarea defectuoasa si abuziva a acestor
compusi. In prezent se cunosc o multitudine de cazuri in care bacteriile au dobandit o
antibiorezistenta solida si se pare ca in viitor va fi nevoie de sintetizarea unor antibiotice noi
pentru a face fata acestor bacterii. [4]

1.2. Clasificarea si structura bacteriilor

Dupa afinitatea tinctoriald, prin metoda de colorare Gram, bacteriile se clasifica In
bacterii Gram pozitive,respectiv Gram negative. Aceste proprietati se datoreaza structurii
chimice a peretelui celular bacterian. Bacteriile Gram pozitive fac parte din grupul bacteriilor
ce Inglobeaza colorantul albastru violet, pastrandu-si culoarea dupa imersia in alcool, in timp
ce bacteriile Gram negative se coloreaza in rosu dupa spalarea cu alcool. Componenta interna
bacteriilor Gram pozitive si Gram negative este aproximativ similard, dar structurile externe
prezinta diferente majore. Citoplasma bacteriana contine AND-ul cromozomial, ARN-ul
mesager, proteine, ribozomi, metaboliti. Mai frecvent la bacteriile Gram negative, se
intalnesc niste formatiuni sferice, extracromozomiale numite plasmide cu rol in rezistenta la
antibiotic. Absenta membranei nucleare faciliteaza mecanismele de control pentru sinteza
proteinelor, astfel transcriptia si traducerea vor fi cuplate. Ribozomul bacterian este diferit
de ribozomul celulelor eucariote fiind o tinta pentru antibiotice. Membrana citoplasmatica
are rol de membrana semipermeabila selectiva, este sediul enzimelor implicate In procesul
de respiratie, contribuie la transportul de electroni si producerea de energie, functii care in
mod normal sunt realizate In mitocondrii la eucariote. Alte componente membranare sunt
proteinele de transport, pompele ionice pentru mentinerea potentialului membranar.
Mezosomul este o membrana citoplasmatica cu forma si functia unui “tirbuson”. Rolul
mezosomului este de a se lega de viitorii cromozomi in timpul diviziunii celulare si de a-i
trage in afara. [6]

Structurile externe ale celor doua tipuri de bacterii prezinta diferente majore.
Peretele celular la bacteriile Gram pozitive este multistratificat, alcatuit in marea lui
majoritate din peptidoglicani, cu rol in replicarea bacteriana. Alte componente ale peretelui
celular sunt reprezentate de acizii teichoici si lipoteichoici, proteine, polizaharide. Bacteriile
Gram negative poseda un perete celular cu o structura mult mai complexa decat la bacteriile
Gram pozitive, fiind alcatuit din doua straturi intre care se gaseste spatiul periplasmic.
Primul strat, adera intim la membrana citoplasmatica, fiind alcatuit dintr-un strat subtire de
peptidoglicani, invelit la randul siu de membrana exterioara. intre stratul de peptidoglicani
si suprafata internda a membranei exterioare se gaseste spatiul periplasmic. Acest spatiu
contine peptidoglican, lipoproteine, proteine de transport si enzime de degradare. Dintre
enzime amintim: lipazele, proteazele, nucleazele, fosfatazele, enzime de degradare a
carbohidratilor, enzime litice:colagenazele, beta lactamazele, proteaze, hialuronidaze. [8]

Membrana exterioara are puncte de contact cu membrana citoplasmatica; prin aceste
zone de adeziune se ataseaza de peptidoglicani cu ajutorul lipoproteinelor. Stratul exterior
este alcatuit dintr-o molecula bipolara denumita LPS lipopolizaharida, care mai poarta
denumirea de endotoxina fiind un activator al raspunsului imun. [4]
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Membrana exterioara a Gram negativilor contine un grup de proteine cu un rol major
in transportul transmembranar. Aceste proteine au fost denumite ,porine” datorita
abilitatilor de a forma pori, care permit difuzia transmembranara a moleculelorhidrofile cu
masa mai mica de 700 de daltoni. [11]

1.3. Caracterizarea antibioticelor si modul de actiune al acestora

Antibioticele se impart in doua mari gupe: bacteriostaticele, respectiv bactericidele.
Bacteriostaticele sisteaza cresterea bacteriilor, acestea confruntandu-se cu mecanismele de
aparare ale organismului gazda, eficacitatea lor depinzand de statusul fiziologic al
animalului, varsta, starea generala. Reprezentantii acestui grup sunt: tetraciclinele,
cloramfenicolii, macrolidele, lincosamidele, novobiocina si tiamulinele.

Bactericidele in urma administrarii duc la moartea celulelor bacteriene, neavand
nevoie de interventie din partea organismului gazda, fiind indicate mai ales in cazul
animalelor cahectice, epuizate, varstnice, cu un sistem imunitar deficitar. Din aceasta
categorie amintim aminoglicozidele, polipeptidele, neomicinele, sinergistinele,
betalactaminele, framomicina, colistina, etc. [9]

In ceea ce priveste modul de actiune al antibioticelor, acetea sunt grupate in functie
de tinta pe care o au asupra bacteriei. Penicilina, cefalosporina, vancomicina, gramicidina,
bacitracina sunt inhibitori ai sintezei peretelui celular. Inhibitori ai sintezei proteice sunt:
tetraciclina, lincomicina, aminoglicozidele, fenicolii, etc. Inhibitori directi ai sintezei acizilor
nucleici: chinonele, rifampicina, trimetroprim, etc. Afectarea permeabilitatii membranare:
nistatina, anfotericina B. [9]

1.4. Antibiorezistenta bacteriana

Antibiorezistenta reprezinta capacitatea bacteriilor de a se dezvolta si prolifera in
prezenta antibioticelor, care in mod obisnuit le-ar ucide, daca ne referim la bactericide, sau
le-ar inhiba procesele specifice de crestere, fenomen caracteristic bacteriostaticelor.
Rezistenfa este consecin{d a tratamentelor inoportune si de durata cu acelasi grup de
antibiotice, bacteriile dobandind o capacitate adaptativa remarcabila. [6]

Sunt cunoscute multiple moduri prin care o bacterie poate dobandi rezistenta la
antibiotice si anume: adaptarea genetica, achizitionarea genetica, adaptarea epigenetica sau
antibioreistenta naturald, acumularea redusa a antibioticelor in celule, alterarea structurii
enzimatice. [6]

Adaptarea genetica se refera la mutatiile codului genetic, care apar in timpul replicarii
ADN-ului, ca urmare a prezentei radiatiilor ionizante sau a unor substante chimice. Unele
antibiotice sunt mai predispuse decat altele sa devinda mai putin eficace ca urmare a
mutatiilor genetice in bacteriile tinta.

Ca urmare a acestor mutatii genetice din interiorul bacteriilor {intd, unele antibiotice
isi vor diminua potenta, devenind mai putin eficace. De pilda antibioticele care se leaga de
enzima bacteriana ADN-giraza, inhiband replicarea ADN-ului bacterian, nu sunt
recomandate utilizarii Indelungate, deoarece o singura mutatie in enzima, poate sista efectul
antibioticului, rezultand bacterii rezistente la acel antibiotic. [9]
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Achizitionarea genetica, face referire la capacitatea bacteriilor de a-si Insusi bucati de
dimensiuni variabile de ADN, provenite de la alte bacterii sau chiar virusi din mediul
inconjurator.

Insugirea acestor buciti de ADN se face in mai multe moduri. Plasmidele sunt
fragmente mobile de ADN, de cele mai multe ori avand o forma circulara, care pot fi
schimbate intre bacterii sau pot fi dobandite din mediu. Majoritatea bacteriilor poseda
plasmide multiple, care pot avea in componenta lor gene care sa inactiveze un antibiotic.
Transpozonii sunt fragmente de ADN care pot migra dintr-un loc in altul in codul genetic,
putand fi inglobati In codul genetic al altui organism. [9]

Conjugarea este intalnita in cazul bacteriilor alaturate, care prin crearea unei
conexiuni directe isi impart ADN-ul liber. ADN-ul liber denumit si ADN Naked, provine din
mediul inconjurator, cu preponderenta de la bacterii moarte sau structuri din biofilm stiind
faptul ca unele bacterii folosesc ADN-ul pentru a se ancora de suprafete. [4]

1.5. Mecanismele dobandirii antibiorezistentei

Dupa cum a fost enuntat mai sus, rezistenfa la antibiotice a bacteriilor poate fi
naturald, atunci cand este o proprietate specifica unor bacterii si achizifionata, atunci cand
bacteria dobandeste o plasmida de rezistentd, adica o piesa mobila de ADN ce transporta
gene extracromozomiale, capabild sa modifice rezistenta la antibiotice. Informatia genetica
prezentd In plasmide reprezinta un factor important in patogenitatea si invazivitatea
bacteriilor, in viteza de aparitie a unor tulpini patogene invazive rezistente la medicamentele
antimicrobiene si In debutul simptomelor. [11]

Modificarea sau inactivarea antibioticului este mecanismul cel mai comun al
rezistentei dobandite si este determinata In mare masura de productia enzimelor
betalactamaze. Betalactamazele reprezinta un grup de enzime produse de bacteriile Gram
pozitive, Gram negative aerobe si anaerobe capabile sa hidrolizeze inelului beta-lactamic si
astfel sa inactiveze antibioticul corespunzator. [11]

Modificarile locului de actiune pentru antibiotice, se refera la modificarile produse in
structura sau etapele metabolismului pentru care medicamentele isi exercita actiunea.
Aceasta se realizeaza fie prin cresterea concentratiei unei substante competitive, fie prin
modificarea unor structuri alternative bacteriene. [8]

Toleranta, nu este considerata un mecanism clasic de rezistenta in practica putandu-
se comporta ca atare. Ea este atribuita selectiei de mutanti deficitari in sisteme autolitice.

Principalele antibiotice folosite in tratamentul mastitei bovine sunt Streptomicina,
Gentamicina si Cefalosporine, iar pentru acestea bacteriile au acumulat gene de rezistenta:

e aadAl (aminoglycoside adenylyltransferase) confera bacteriei E.coli
rezistenta la Streptomicina;

e aac(3)-IV (3-N-acetiltransferaza aminoglicozidica) din E. coli prezinta o
specificitate foarte larga a aminoglicozidelor, determinand rezistenta la un
numar mare de aminoglicozide, inclusiv Gentamicina;

e DblaSHV este una dintre cele mai raspandite gene care confera rezistenta la
lactamele cu spectru extins in Enterobacteriaceae, diseminand in interiorul si
intre rezervoare, in principal prin transferul de gene orizontale mediate de
plasmida.
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2. Raport de incercari preliminare

In perioda premergatoare colectarii tulpinilor bacteriene ce vor fi analizate In cadrul
acestui proiect au fost demarate analize de laborator care au avut drept scop alegerea celor
mai bune protocoale si metode de lucru, adaptate cerintelor proiectului.

Primul pas a constat in achizitionarea unor perechi de primeri mentionati in
literatura de specialitate ca si fiind potriviti pentru a fi folositi in astfel de studii.

Primerii folositi in acest studiu au fost selectati din literatura de specialitate si
sintetizati de catre firma Eurogentec, Belgia sunt redati in Tabelul 1.

Tabelul 1. Secventele primerilor achizitionati initial

Specificitate Markeri Secventa primeri 5'.... 3’
moleculari
1. | Streptomicina aadA1l (F)TATCCAGCTAAGCGCGAACT
(R) ATTTGCCGACTACCTTGGTC
2. | Gentamicina aac(3)-1V (F)CTTCAGGATGGCAAGTTGGT
(R) TCATCTCGTTCTCCGCTCAT
3. | Cefalospor bla_SHV (F) TCGCCTGTGTATTATCTCCC
ine/ beta- (R)CGCAGATAAATCACCACAATG
lactams
4. | Identificar uspA (F) CCGATACGCTGCCAATCAGT
e E.coli (R) ACGCAGACCGTAGGCCAGAT
patogen
5. | Identificar 27F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
e E.coli
U1492R GGTTACCTTGTTACGACTT
6. | Diversitate ERIC 1 ATGTAAGCTCCTGGGGAT
7. | mecanisme de ERIC 2 AAGTAAGTGACTGGGGGTGAGC
rezistenta

Contract 7PCCDI, COD: PN-III-P1-1.2-PCCDI-2017-0361



Studiu bibliografic si Incercari preliminarii pentru stabilirea unor protocoale

Pentru aceasta etapa nu au fost folosite culturi bacteriene, probele fiind constituite
din lapte proaspat prelevat din diferite ferme de bovine, dupa cum urmeaza:

Din fiecare proba de lapte s-au prelevat aproximativ 15ml in cate doua tuburi de
centrifuga de tip Grainer, acestea au fost supuse centrifugadrii in vederea sedimentarii
celulelor somatice, supernatatul a fost eliminat iar sedimentul a fost supus spalarilor
repetate urmate de centrifugare cu 5 ml solutie tampon fosfat, astfel ca la final ADN a fost
izolat din celule recoltate din aproximativ 30 ml de lapte mastitic.

Din fiecare proba a fost extras ADN, a carui concentratie a fost determinata prin
metoda spectrofotometrica. In acelasi timp s-a determinat si raportul absorbantelor A
260/230 care este un indicator al calitatii amplificabile a ADN (Tabel ). Raportul absorbantei
A260/280 fiind masura remanentei moleculelor de natura proteica in probele analizate fiind
in primul rand indicatorul cantitatii de ADN obtinute. Rezultatele obtinute in aceasta etapa
sunt sumarizate in Tabelul 1

Tabelul 1. Concentratia si calitatea ADN extrase din probele de lapte mastitic

Produsul analizat Concentratia | A260/280 A260/230
ng/ pl
1 Proba A 41,25 2,06 1,51
2 Proba B 48,46 2,07 1,42
3 Proba C 42,90 1,82 1,53
4 Proba D 38,94 1,99 1,32
5 Proba E 54,67 1,91 1,52

[zolarea ADN din probe de lapte proaspat

Extractie ADN din culturile celulare cu ajutorul kitului ,innuPREP DNA mini”:

Pasi recomandati Inainte de inceperea procedurii:
» Incdlzirea mixerului termal sau a baii de apa la 50 2C
= prepararea Proteinazei K, solutiei de spalare HS si MS conform instructiunilor
1. Materie prima: maxim 5 x 106 celule
2. Centrifugare:
= 5000xg(~5000 rpm): 10 min
» inlaturare supernatant
3. Liza:
» adaugare 400 pl TLS si 25 pl Proteinaza K
= vortexare 5 secunde
* incubarela 50 2C pana la lizarea probei
4. Legarea ADN:
= adaugare 400 pl TLS
= vortexare 15 secunde
» adaugare filtru de centrifugare la tubul colector
* adaugarea probei la filtru de centrifugare
* 11000xg(~11000 rpm): 2 min
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5. Spalarea 1n tub colector nou:
= adaugarea 500 pl HS
= 11000xg(~11000 rpm): 1 min
» adaugarea 750 ul MS
* 11000xg(~11000 rpm): 1 min
6. Indepartarea Etanolului in tub colector nou:
» fInlaturarea filtratului
» adaugare filtru de centrifugare la tubul colector
= 11000xg(~11000 rpm): 2 min
7. Eluare:
» adaugare filtru de centrifugare la tubul de eluare
» adaugarea 200 pl tampon de elutie
* incubare 1 minut la temperatura camerei
= 11000xg(~11000 rpm): 1 min
Analizele de tip PCR

Reactiile de tip PCR s-au efectuat cu ajutorul Termociclorului Surecycler a Gilent
Technologies. Reactivii care au alcatuit amestecul de amplificare au fost urmatorii: kitul PCR:
KapaRobust Hot Start 2X (KapaBiosystems, U.S.A)- 12.5 pl, 20 pmol din fiecare primer, ADN
matrita - 1 pl, ajustat cu apa distilata pana la 25pl. Conditiile de amplificare au fost conform
cu datele din literatura si sunt listate mai jos. Programe PCR pentru amplificarea cu primerii
au fost descrisi mai sus, in tabelul 2.

Tabelul 2. Conditiile de amplificare PCR

Etapa Temperatura | Timp
Denaturare initiala 950C 3 min
Nr.de cicluri | Denaturare 950C 20 sec
3 Legarea primerilor 55-600C 20 sec
Sinteza ADN 720C 60 sec
Extensie finala 720C 3 min

Analiza rezultatelor PCR prin electroforeza in gel de agaroza

Electroforeza este o metoda analitica de separare a particulelor Incarcate electric sub
actiunea unui camp electric uniform aplicat din exterior. Separarea acizilor nucleici prin
electroforeza in gel de agaroza este cea mai avantajoasa metoda de analiza atat pentru ADN
cat si pentru ARN.

1.1.1. Identificarea bacteriei E.coli in probele de lapte mastitic luate 1n studiu.
Studiul a continuat cu etapa de identificarea bacteriei E.coli din probele analizate.

Aceasta identificare s-a facut prin amplificarea unei secvente de ADN specifice acestei
bacterii care este marker molecular pentru gena USpA (Fig. 1).
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A B C D ENC M

Fig.1. Analiza prin electroforeza in gel de agaroza a produsilor de amplificare specifici genei
UspA: A- ADN izolat din proba A; B- ADN izolat din proba B; C- ADN izolat din proba C; D-
ADN izolat din proba D; E- ADN izolat din proba E; NC- Controlul negativ de reactie; M -
Marcator de greutate moleculara( PCRSizer 100bp DNA Ladder, Norgen)

Din analiza gelului de agaroza rezulta ca bacteria E.coli este prezenta in fiecare dintre
probele luate in studiu, identificarea fiind marcata de prezenta ampliconului de apoximativ
360 pb in fiecare dintre cele cinci probe.

Urmatorul pas al acestei etape a acestui studiu a fost identificarea nivelului de
patogenitate a bacteriilor din probele analizate. Pentru aceasta s-a identificat markerul
molecular specific genei afa a carei prezenta indica potentialul patogenic al tulpinilor de
E.coli.

A - B C D E NCM

Fig.2. Analiza prin electroforeza in gel de agaroza a produsilor de amplificare specifici genei
afa: A- ADN izolat din proba A; B- ADN izolat din proba B; C- ADN izolat din proba C; D- ADN
izolat din proba D; E- ADN izolat din proba E; NC- Controlul negativ de reactie; M — Marcator
de greutate moleculara( PCRSizer 100bp DNA Ladder, Norgen)

Ampliconul specific genei care indica patogenitatea tulpinilor E. coli luate in studiu este o
secventa de ADN de aproximativ 420 pb. Analizand Figura 2 se observa ca toate tulpinile de
E.coli analizate sunt pozitive pentru gena afa, ceea ce inseamna ca toate tulpinile analizate
au un ridicat potential patogen, tipul de patogenitate neputand fi decelat in acest moment
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1.1.2. Identificarea tulpinilor E.coli prin secventiere ADN.

Pentru identificarea tulpinilor de E.coli s-a folosit metoda de secventiere a ADN-ului, mai
precis, a unui markerul molecular specific pentru gena ARN ribozomal 16S. Aceasta etapa a
presupus amplificarea PCR a fragmentului specific genei, analiza acestuia prin migrarea intr-
un gel de agaroza, izolarea fragmentului de interes din gel si secventierea acestuia folosind
primeri specifici pentru identificarea tulpinilor E.coli, 27F.

Fragmentele de ADN folosite la identificarea tulpinilor de E.coli patogen au fost migrate
in gel de agaroza pentru confirmarea prezentei lor din gelul de agaroza au fost izolate
folosind kitul Monarch DNA Gel Extraction, New England BioLabs.

Pas recomandat inainte de inceperea procedurii: se adauga 4 volume de etanol la un
volum de solutie tampon de spalare ADN. Toate etapele ce includ centrifugare trebuiesc
realizate la 16,000 x g (~13000 rpm)

Pasii protocolului:

1. Se excizeaza fragmentul ADN din gelul de agaroza, cu inlaturarea excesului de
agaroza. Se transfera fragmentul de ADN intr-un tub de centrifugare de 1.5 ml
cantdrind felia de gel. Reduceti expunerea la lumina UV.

2. Se adauga 4 volume de tampon gel de dizolvare la felia de gel.

3. Se incubeaza proba la o temperatura cuprinsa intre 37-55 9C, vortexand periodic
pani cand felia de gel e complet dizolvati. In general dureazi 5-10 minute.

4. Se insera coloana in tubul colector si se Incarca proba in coloana. Se centrifugheaza 1
minut inlaturand lichidul.

5. Se reinsera coloana in tubul colector. Se adauga 200 pl tampon de spalare ADN
urmand a se centrifuga 1 min.

6. Repetarea pasului 5.
7. Se transfera coloana intr-un tub curat de centrifugare de 1.5 ml
8. Se adauga 6 pl tampon de elutie ADN in centrul matricii. Se asteapta un minut dupa

care se centrifugheaza un minut pentru eluarea ADN.

9. ADN aflat in suspensie a fost trimis pentru secventiere la laboratoarele Macrogen,
Amsterdam, Olanda. Secventele obtinute au fost primite In format electronic iar
identificarea tulpinilor a fost efectuata prin analize in silico avand drept etalon
secventele specifice pentru tulpini E.coli patogene aflate in baza de date NCBI.

Fragmentul ADN specific identificarii E. coli are dimensiunea de 886 pb si contine
secvente de nucleotide specifice tulpinilor E.coli. Astfel, este permisa identificarea cu
acuratete a acestora prin analiza succesiunii nucleotidelor in segmentul ADN analizat.

Ampliconul obtinut In urma reactiei PCR a fost identificat prin migrare in gel de
agaroza ( Figura 3). Odata stabilita prezenta lui, acesta a fost izolat din gel, excluzand astfel
secventierea unor fragmente nespecifice de dimensiuni reduse care apar in cazul probei B si
slab vizibil in cazul probei A si C.

In urma secventierii au fost obtinute fragmente la diferite dimensiuni - intre 1002 si
1560 de pb, dar care contineau si secventa de interes cu dimensiunea de 886 perechi de baze.
Secventele obtinute pentru fiecare din cele cinci tulpini E.coli luate in studiu au fost incarcate
in baza de date NCBI si analizate folosind functia blastn. Aceasta functie permite identificarea
in silico a secventelor asemanatoare cu secventa de analizat, care sunt stocate in aceasta baza
de date. Pentru acest studiu cautarea a fost restrictionata la secventele de referinta
recunoscute specifice organismul E.coli.
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In urma analizelor folosind baza de date NCBI, s-a constatat ca cel mai ridicat procent
de similaritate a secventelor analizate a fost cu tulpina enterohemoragica E.coli 0157_H7, de
aceea aceasta a fost introdusa ca secventa de referinta in aliniamentul celor cinci secvente
obtinute In acest studiu, pe baza caruia s-a construit o dendrograma a filogeniei. Secventele
au fost aliniate folosind softul T-Coffee a organizatiei EMBL folosind functia ALIGN two or
more DNA sequences.

A BCD ENIM

Fig. 3 Analiza prin electroforeza in gel de agaroza a produsilor de amplificare specifici genei
ARNTr 16S: : A- ADN izolat din proba A; B- ADN izolat din proba B; C- ADN izolat din proba
C; D- ADN izolat din proba D; E- ADN izolat din proba E; NC- Controlul negativ de reactie; M
- Marcator de greutate moleculara( PCRSizer 100bp DNA Ladder, Norgen).

Din analiza aliniamentului celor cinci secvente obtinute in acest studiu alaturi de
secventa de referinta a E.coli enterohemoragica se evidentiaza secventele nucleotidice
comune tuturor celor sase fragmente anlizate, marcate cu ,,*’, pot fi identificate si secvente
care sunt diferite, dar si portiunile care lipsesc din secventele analizate (denumite gaps),
acestea fiind evidentiate prin notarea cu , - ”. Acestea din urma pot aparea datorita
elementelor transpozabile care pot sa apara sau sa dispara pe parcursul evolutiei individuale
ale tulpinilor bacteriene cel mai probabil facand parte din mecanismele de adaptare la mediu
a acestora. Aceste elemente alaturi de mutatiile punctiforme, denumite generic SNP (Single
Nucleotid Polimorphism) permit identificarea de noi subtulpini care au evoluat dintr-o
origine comuna.

Ec A 27F  TGTGGTGGACGGGTGATTAACAAGTGGGAACGTGCCTTTAAGTTCGGAGT
Ec_B_27F -GCGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTGCCTTTTTGAGTTCTGGTTTGGAAT
Ec C_27F  AGCGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAACGTGCCTTCTGGTCTGGAAT
Ec D_27F  AGCGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAACGTGCCTTCTGGTCTGGAAT
Ec E 27F  AGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCCGATGGAGGGGGAT
Ec_ 0157_H7  ------mmmmmmmme- TA----mmmmmmmm oo
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Ec_ A _27F
Ec_B_27F
Ec_C_27F
Ec_D_27F
Ec E_27F

Ec_0157_H7

Ec_ A 27F
Ec_B_27F
Ec_C_27F
Ec_D_27F
Ec_E_27F

Ec_0157_H7

Ec_ A 27F
Ec_B_27F
Ec_C_27F
Ec_D_27F
Ec_E_27F

Ec_0157_H7

AACTCAGGGAAACTTGTGCTAATACCGAATG-TGCC------- CTTC-GG
AACCCTGGGAAACTAGGGCTCATACCGGATA-CGCC------- CTTT-TG
AACCCTGGGAAACTAGGGCTAATACCGGATA-CGCC------- CTTT-TG
AACCCTGGGAAACTAGGGCTAATACCGGATA-CGCC------- CTTT-TG
AACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAG

GGGAA-----AGATTTATCGCCTTTAGAGCGGCCCGCGTCTGAATATCTA
GGGAA-----AGGTTTACTGCCGGAAGATCGGCCCGCGTCTGATTAGCTA
GGGAA-----AGGTTTACTGCCGGAAGATCGGCCCGCGTCTGATTAGCTA
GGGAA-----AGGTTTACTGCCGGAAGATCGGCCCGCGTCTGATTAGCTA
GGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCGGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTA

GTTGGGGAGGGAAAGGCTCACCTAGGCGACGATG-GTGACTGGTGTGACA
GTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGA
GTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGA
GTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGA
GTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGA
GTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGA

kk kok ok okok ckck kokok ckkok okckckokokskskkskk ko kekokckk kokk k

Ec_ A 27F
Ec_B_27F
Ec_ C_27F
Ec_D_27F
Ec_E_27F

Ec_0157_H7

Ec_ A 27F
Ec_B_27F
Ec_ C_27F
Ec_D_27F
Ec_E_27F

Ec_0157_H7

Ec_A_27F
Ec_B_27F
Ec_C_27F
Ec_D_27F
Ec E_27F

Ec_0157_H7

CGATGATCACCCACATTGGGACTGAGACACAGCCCAAACTCCTACGGGAG
GGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAG
GGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAG
GGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAG
GGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAG
GGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAG

skkokoksk kok okckckokok Skokk kokskskokokskskskok sk kkok skckkokokskkkokckkkok

GACTGAGTGGGGAATCTTGCGC-TTGGGCGAAAGCCTGACG--GACCTGC
GCAGCACTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGC
GCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGC
GCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGC
GCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGC
GCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGC

k0 sk oskskskskokskoksk skskk o sk skeksksksksk skskskskkskksk sk ok skksk

CGCGTGAATGATGAAGGG-ATAGGATTGTAAAATTCTTTCAACGGGGACC
CGCGTGAGTGATGAAAGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTTATCCGGGACG
CGCGTGAGTGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTTATCCGGGACG
CGCGTGAGTGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTTATCCGGGACG
CGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGAGGAGG
CGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGG

kkkokskk  kokck kkok ko ok kok ckekkokskskk  kekckk k ok ckkk
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Ec_ A _27F
Ec_B_27F
Ec_C_27F
Ec_D_27F
Ec E_27F

 N— g/ ATGACGGTACCCGGAGAAGAAG
. NS—— g/ C— ATGACGGTACCGGAGGAATAAG
 — g/ C— ATGACGGTACCGGAGGAATAAG
 N— g/ S— ATGACGGTACCGGAGGAATAAG

AAGGTGTTGTGGTTAATAACCGCAGTGATTGACGTTACTCGCAGAAGAAG

Ec_0157_H7 AAGGGAGTAAAGTTAATACCTTTGCTCATTGACGTTACCCGCAGAAGAAG

Ec_A_27F
Ec_B_27F
Ec_C_27F
Ec_D_27F
Ec E_27F

Ec_0157_H7

Ec_A_27F
Ec_B_27F
Ec_C_27F
Ec_D_27F
Ec E_27F

Ec_0157_H7

Ec_A_27F
Ec_B_27F
Ec_C_27F
Ec_D_27F
Ec_ E_27F

Ec_0157_H7

Ec_A_27F
Ec_B_27F
Ec_C_27F
Ec_D_27F
Ec E_27F

* kx kkskksk kskk ko skksk kskk

CCCCGGCTAACTTCTTGCCGTACCCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAACG
CCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCG
CCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCG
CCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCG
CACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCG
CACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCG

k skskskskskskoksksksk sk ksksksk skskoskskskokskokskokskoksk kskksk kk ok kk

TTGCTCCGAATTACTGGGCGTAAAGGGAGCGTACGCTGACCTTTAATATT
TTGCTCTGAATCACTGGGCGTAAC-GGCGCGTATGCGGCGTTTT-AGTCG

TTGCTCGGAATCACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGCGTTTTAAGTCG
TTGCTCGGAATCACTGGGCGTAAAGGGCGCGTATGCGGCGTTTTAAGTCG
TTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCG
TTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCA

kk o ksk kskoksk kskkskkskskskskskk ko sksk ok kk ok ok %k

GGGGTGAAATACCTGGGCTCCACCTCGGAATTGCCGTTGATACTGGCTGA
G-GGCGAAAGCCTGTGGCTCA-CCACA-AATGGGCTT-CCTACTGGGACG

GGGGTGAAAGCCTGTGGCTCAACCACAGAATGGCCTTCGATACTGGGACG
GGGGTGAAAGCCTGTGGCTCAACCACAGAATGGCCTTCGATACTGGGACG
GATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCGAAACTGGCAGG
GATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCTGATACTGGCAAG

k 3k okskksk ko kskkskk ckk ksk ok kskkokk

CGTGAGTATGACAGACTTGTGTGGAACTCCGCGTGTTAAAGTGAAATTCG
CTTGAGTATGG-AGAGGTT-GTGGAACTGCCA-TGTAA-AGTGAAAT-CT

CTTGAGTATGGTAGAGGTTGGTGGAACTGCGAGTGTAGAGGTGAAATTCG
CTTGAGTATGGTAGAGGTTGGTGGAACTGCGAGTGTAGAGGTGAAATTCG
CTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCG

Ec_0157_H7 CTTGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCG

Ec_A_27F
Ec_B_27F
Ec_C_27F
Ec_D_27F
Ec E_27F

% ckkskk ko skksk

kk kksk sk ok ckeksk skekskksksksk k

TAAATATGCAGATCATGGTGTATGGCGGAAGTGACACACTGTCTCGATGC
TAGATATTCC-AAGAAAACC-GTGGTGAA-GCGGCC-ACTGGACA-C-TA

TAGATATTCGCAAGAACACCGGTGGCGAAAGCGGCCAACTGGACCATTAC
TAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGAC

Ec_0157_H7 TAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGAC

k3%
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Ec.A27F  TGACCCTTAGGCTCGGCAGATCGCTGAGCAAACACTGATACATACCCTGG
Ec_B_.27F  TGACGCTGAGG-GCGAAAGC-CGGGGAGCAAACCG--ATAGATACCCTGG
1o O34

Ec.D_27F  TGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGG
EcE_27F  TGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGG
Ec_0157_H7 TGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGG

Fig.4 Secventa nucleotidica a genei ARNr16S a izolatelor de E.coli din acest studiu si
Ec_0157_H7.

In ceea ce priveste materialul luat in studiu se observi ci tulpinile analizate prezinti
un grad ridicat de similitudine desi au fost izolate din locatii diferite ceea ce evidentiaza rolul
mediului In evolutia acestora. Totusi dintre acestea se remarca izolatul E la care se constata
gradul cel mai inalt de similitudine cu tulpina enterohemoragica Ec_0157_H7. Pe baza
secventelor a fost intocmitd o dendrograma care arata inrudirea filogenetica intre aceste
secvente. Aceasta dendrograma s-a construit folosing neighbor-joining algorithm a
secventelor nucleotidice ale genei ARNr 16S.

Phylogram

Branch length: ®  Cladogram Real

Phylogenetic Tree

Fig.5 Dendrograma neighbor-joining algorithm a secventelor nucleotidice ale genei
ARNr16S

Secventele introduse In softul pentru aliniere au fost grupate pornind de la origine
comuna. Astfel, cele sase izolate au fost grupate in trei clustere distincte, primul cluster
continand isolatele A si E alaturi de tulpina enterohemoragica de referinta. Acest prim
cluster este divizionat In doua subclustere, dintre care cel de al doilea contine izolatul E care
este identificat ca fiind foarte asemanator cu tulpina de referinta E. coli 0157_H7. Cel de al
doilea cluster contine izolatele B si D, care sunt foarte asemanatoare. Acestea provin de la
ferme aflate in locatii Invecinate, din aceeasi localitate.

Cel de al treilea cluster contine doar izolatul C, ceea ce denota o forma de evolutie
diferita de restul izolatelor acesta putand fi o subtulpina distincta de restul izolatelor din
acest studiu.

Sumarizand datele obtinute in urma identificarii prin secventiere, se poate
concluziona ca prezenta bacteriei E. coli a fost evidentiata in fiecare dintre probele recoltate,
acestea fiind identificate ca si tulpini cu potential patogenic. Mai mult, in urma analizei in
silico a datelor obtinute, acestea au demonstrat un indice ridicat de similaritate cu tulpina
E.coli enterohemoragica, aceasta fiind folosita ca si secventa de referinta in stabilirea
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relatiilor de filogenie in ceea ce priveste caracterul patogen a celor cinci izolate bacteriene
luate in studiu. Avand in vedere toate acestea, urmatoarea etapa a studiului a vizat
identificarea genelor de rezistenta a acestor izolate bacteriene la antibiotice. Pentru aceasta
au fost alese genele de rezistenta caracteristice antibioticelor folosite In mod uzual in
tratarea mastitelor la bovine, cum ar fi streptomicina, gentamicina si grupul cefalosporinelor
- pencilina (Beta-lactams, genotip rezistent - bla_CMY).

1.1.3. Identificarea genelor de rezistenta la antibiotice

Pentru aceasta etapa a studiului s-a folosit ADN izolat din probele de lapte mastitic, care a
fost matrita pentru reactiile de tip PCR, folosind primeri specifici pentru fiecare dintre cele
trei gene de rezistenta abordate (Tabelul 1).

Gentamicina este o substanta cu actiune antibiotica (antibiotic aminoglicozid)
utilizata frecvent in tratamentul mastitelor la bovine. Ca raspuns la actiunea acesteia s-a
constatat ca bacteriile au dezvoltat o gena de rezistenta care poarta denumirea de gena
aac(3)-IV. Aceasta gena are localizare plasmidica si codificd o enzima cu denumirea
aminiglicozid acetiltransferaza in bacterii precum E. coli, care actioneaza prin inactivarea
antibioticului. Ampliconi rezultati in urma reactiei PCR au fost migrati In gel de agaroza si
apoi vizulizati in lumina UV. Segmentul pentru markerul molecular care serveste la
identificarea genei aac(3)-1V are o dimensiune de aproximativ 250 pb. Din analiza efectuata
se constatd ca secventa tinta a acestei identificari este prezenta doar in izolatele E. coli
prezente in proba de lapte notata cu D.

Fig.6 Identificarea izolatelor E.coli care detin gena de rezistenta la gentamicina (aac(3)-1V)
A- ADN izolat din proba A; B- ADN izolat din proba B; C- ADN izolat din proba C; D- ADN izolat
din proba D; E- ADN izolat din proba E; NC- Controlul negativ de reactie; M — Marcator de
greutate moleculara( PCRSizer 100bp DNA Ladder, Norgen)

Desi analiza efectuata nu este o analiza cantitativa, intensitatea imaginii ampliconului
prin comparatie cu marcatorul de greutate molecular3d, indica faptul ca gena de rezisenta la
gentamicina este prezentd in copii multiple in genoamele analizate ceea ce denota o
rezistenta puternica a bacteriilor la antibioticul gentamicina.

Streptomicina este un antibiotic care se foloseste sub forma de sulfat de
streptomicing, an asociatie pentru tratamentul mastitelor produse de agenti infectiosi Gram-
pozitivi si Gram-negativi, ficand parte din grupa aminoglicozidicelor si fiind eficient inclusiv
impotriva bacteriei E.coli.
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Pentru a contracara actiunea streptomicinei, bacteriile au dezvoltat o gena de
rezistentd denumita gena aadAl, acesta fiind o gena cu localizare plasmidica, dar poate fi
regasita si pe transpozomi si integroni, codificand o enzima cu denumirea aminiglicozid
nucleotidiltransferaza in bacterii precum E. coli, mecanismul de rezistenta fiind prin
inactivarea antibioticului.

Produsul reactiei PCR au fost analizat prin electroforeza in gel de agaroza iar
imaginea a fostpreluata in lumina UV. Ampliconul specific pentru markerul molecular care
serveste la identificarea genei aadAlare o dimensiune de aproximativ 450 pb. Prezenta genei
de rezistenta se constata in izolatele E. coli prezente in proba de lapte notata cu A, D si E.

A B C D E NC M

Fig.7 Identificarea izolatelor E.coli care detin gena de rezistenta la streptomicina (aadA1)
A- ADN izolat din proba A; B- ADN izolat din proba B; C- ADN izolat din proba C; D- ADN izolat
din proba D; E- ADN izolat din proba E; NC- Controlul negativ de reactie; M - Marcator de
greutate moleculara( PCRSizer 100bp DNA Ladder, Norgen)

Spre deosebire de genotipurile rezistente la gentamicing, in cazul rezistetei la
streptomicind au fost identificate trei dintre izolatele bacteriene analizate. In plus se
constata c3, izolatul din proba D detine o dubla rezistenta pemtru antibioticele streptomicina
dar si gentamicina. Cefalosporinele sunt o clasa de antibiotice apartinind clasei beta-
lactamide fiind un antibiotic care actioneaza prin inhibarea sintezei peretelui celulei
bacteriene, inclusiv a celor Gram-negative.

Pentru a contracara actiunea cefalosporinelor, bacteriile au dezvoltat o serie de gene
de rezistenta denumita generic bla rezistance genes, acestea fiind o gene plasmidiale, dar
poate fi regasite si pe integroni, codificand o enzime cu denumirea de beta-lactamaze in
bacterii precum E. coli, mecanismul de rezistenta fiind prin inactivarea antibioticului. Din
grupa genelor de rezistenta pentru acest studiu a fost aleasa gena de rezistenta la peniciline
bla_CMY

Secventa ADN tinta a fost amplificata prin reactia PCR, produsul reactiei fiind analizat
prin electroforeza in gel de agaroza iar imaginea a fost preluata in lumina UV. Ampliconul
specific pentru markerul molecular care serveste la identificarea genei bla_CMY are o
dimensiune de aproximativ 460 pb. Prezenta genei de rezistenta la peniciline se constata in
izolatele E. coli prezente in proba de lapte notata cu A, B, C si E.
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Fig.8 Identificarea izolatelor E.coli care detin gena de rezistenta la cefalosporine (bla_CMY):
A- ADN izolat din proba A; B- ADN izolat din proba B; C- ADN izolat din proba C; D- ADN izolat
din proba D; E- ADN izolat din proba E; NC- Controlul negativ de reactie; M - Marcator de
greutate moleculara( PCRSizer 100bp DNA Ladder, Norgen).

Spre deosebire de primele cazuri prezentate mai sus, in cazul rezistetei la penicilina
se constata ca patru dintre cele cinci izolate luate 1n studiu prezinta gena de rezistenta,fapt
ce era de anticipat,deoarece se cunoaste ca majoritatea tulpinilor de E. coli au dezvoltat acest
caracter. Izolatele bacteriene din proba C, detine doar rezistenta la peniciline, pe cand an
cazul izolatului din proba D, aceasta lipseste. [zolatul bacterian din proba D a fost identificat
curezistenta dubla la antibioticele streptomicina si gentamicing, lipsindu-i tocmai rezistenta
cea mai des intalnita. Este foarte posibil ca acest genotip sa fi evoluat in lipsa tratamentelor
antibiotice pe baza de penicilina.

1.1.4. Identificarea diferentelor intre mecanismele de dezvoltare a rezistentei la

antibiotice

A patra etapa a studiului a constat in identificarea diversitatii genetice a izolatelor
studiate din punctul de vedere al dezvoltarii acestor mecanisme de rezistenta. Este cunoscut
faptul ca exista citeva tipuri de mecanisme de dezvoltare a rezistenta la antibiotice in
populatiile bacteriene. In cele mai multe cazuri dezvoltarea acestor mecanisme pornesc de
la modificari ale genelor pozitionate la nivelul integronilor, acestia fiind definiti ca si cele mai
versatile sisteme de achizitionare a genelor ai bacteriilor. Integronii fac parte din grupa
elementelor genetice mobile (MGEs) prin itermediul carora are loc transferul orizontal de
gene, fiind contribuitori la aparitia, recombinarea si diseminarea caracterului multidrug
resistance printre bacteriile patogene.

Tocmai de aceea regiuni ADN specifice care fac parte din acesti integroni pot fi folosite
in identificarea diversitati genetice a tulpinilor bacteriene, acesta fiind un fenomen
important pentru evidentierea diferitelor mecanisme de rezistenta la antibiotice.

Pentru acest tip de analiza a fost folosit sistemul de markeri moleculari ERIC
(Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus) prin analize de tip PCR. In urma analizei
au fost obtinute amprente moleculare pentru cei doi primeri utilizati (Fig.9).
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Fig. 9 Amprenta moleculara a izolatelor E.coli pentru markerul molecular ERIC 1: A- ADN
izolat din proba A; B- ADN izolat din proba B; C- ADN izolat din proba C; D- ADN izolat din
proba D; E- ADN izolat din proba E; M - Marcator de greutate moleculara ( PCRSizer 100bp
DNA Ladder, Norgen).

Prin analiza amprentelor moleculare obtinute pentru markerii moleculari ERIC, se
evidentiaza faptul ca diversitatea genetica intre populatiile bacteriene este la un nivel ridicat,
ceea ce sugereaza capacitatea tulpinilor bacteriene de a-si dezvolta mecanisme de rezistenta
variate care au ca rezulta final acumularea de noi gene de rezistenta la antibiotice.

Amprentele moleculare obtinute au fost analizate folosind softul VisionWorksLC, care
identifica secventele similar grupandu-le in functie de greutatea moleculara (Fig..). Datele
colectate din aceste analize au fost folosite in dezvoltarea unei matrice binare cu 84 de alele
care au fost inregistrate, dintre care 39 au evidentiat polimorfism. Aceasta matrice a fost
compusa din scoruri ( ,1;; pentru present si ,0, pentru absent) pentru amprentele
moleculare ale fiecareia dintre cele cinci izolate E. coli luate In studiu, obtinute cu cei doi
marker moleculari.

Aceasta matrice a fost incarcata in softul de analiza sub forma de un set complet de
variabile. Cu ajutorul acestui soft, folosind coeficientul de corelatie Pearson au fost
dezvoltate matricele de similaritate genetica si cea de distanta genetica (Table 4, Table 5).

Distantele genetice sunt utilizate pentru a aproxima divergenta genetica dintre probele
analizate. Astfel, o valoare de ,,0,, inseamna lipsa divergentei genetice, obtinuta doar in cazul
in care se compara un individ cu el nsusi, si valoarea ,,1,, care este un prag teoretic maxim.
Valoarea medie este de aproximativ 0,5. Analizand matricea obtinuta se poate observa ca
distanta genetica intre izolatele E.coli este putin peste valoarea medie. Valoarea minima de
0,513 a fost obtinuta in acest caz intre izolatele A si E. Valoarea cea mai mare, 0,750 este
inregistrata intre izolatele B si E. ".
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Fig. 10 Amprenta moleculara a izolatelor E.coli pentru markerul molecular ERIC 2: A- ADN
izolat din proba A; B- ADN izolat din proba B; C- ADN izolat din proba C; D- ADN izolat din
proba D; E- ADN izolat din proba E; M - Marcator de greutate moleculara ( PCRSizer 100bp
DNA Ladder, Norgen).

Coeficientii de similaritate reprezinta gradul de inrudire dintre izolatele studiate si
sunt exprimati cu valori de la 0 la 1. Similaritatea cea mai ridicata este teoretic reprezentata
de valoarea 1. Lipsa similaritatii genetice fiind reprezentata cu valoarea 0. La fel ca si In cazul
diversitati genetice, valoarea de 0,5 este considerata o valoare medie, datele fiind
interpretate in functie de apartenenta la intervalele mentionate.

Analizand matricea obtinuta se poate observa ca similaritatea genetica intre izolatele
E.coli este sub valoarea medie. Astfel, valoarea minima de 0,250 a fost obtinuta in acest caz

intre izolatele B si E dar si intre izolatele C si D. Valoarea cea mai mare, 0,487 este
inregistrata intre izolatele Asi E. ".
Tabel.3. Matricea de distanta genetica a izolatelor E.coli
EcA EcB EcC EcD EcE
EcA 0,641 | 0,667 | 0564| 0,513
EcB 0| 0674| 0,675| 0,750
EcC 0 0,75] 0,681
EcD 0| 0651
EcE 0
20
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Tabel.4. Matricea de similaritate genetica a izolatelor E.coli

EcA EcB EcC EcD EcE
EcA 1 0,359 | 0,333 0,436 | 0,487
EcB 1 0,326 | 0,325 0,25
EcC 1 0,25 0,319
EcD 1 0,349
EcE 1

Pe baza celor doua matricelor rezultate a fost proiectata dendrograma UPGMA
(Figura 11). Coeficientii de similaritate sunt utilizati pentru a grupa izolatele E.coli in
clustere, pe cand lungimea clusterelor este dictata de coeficientii de distanta genetica.
Dendrograma construita ilustreaza relatia genetica dintre izolatele E.coli in ceea ce priveste
mecanismele de dezvoltare a rezistentei la antibiotice.

Fig. 11. Dendrograma UPGMA de inrudire genetica pentru cele cinci izolate bacteriene
luate in studiu.

Analiza dendrogramei arata ca cele cinci izolate E.coli sunt grupate in doua clustere
diferite. Primul grup contine izolatele B si C dar, se poate observa ca lungimea clusterelor
este destul de mare in comparatie cu dimensiunea celuilalt cluster, ceea ce inseamna ca desi
sunt strans inrudite diversitatea genetici pentru caracterul studiat este pronuntati. In cel
de-al doilea grup major, cel mai distinct izolat este D, care este inregistrat separat in
interiorul clusterului, acesta fiind si singurul dintre izolatele analizate care nu detine gena
de rezistenta la penicilina. Strans inrudite suntizolatele A si E, dupa cum rezulta din analiza
dendrogramei, acestea fiind grupate intr-un sub-cluster particular. In ansamblu, datele
obtinute sugereaza, un grad mediu de similitudine intre indivizii analizati, demonstrand inca
odata diversitatea genetica a mecanismelor de rezistenta la antibiotice a bacteriilor
patogene.
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