UNIVERSITATEA DE MEDICINA SI FARMACIE
»CAROL DAVILA”, BUCURESTI
SCOALA DOCTORALA
DOMENIUL MEDICINA

Caracterizarea tulpinilor bacteriene implicate in infectiile persistente si
importanta medicinei personalizate

REZUMATUL TEZEI DE DOCTORAT

Conducitor de doctorat:
PROF. UNIV. DR. POPA MIRCEA-IOAN
Student-doctorand:
PREDA MADALINA

2021



Cuprins

Cuprins 2

Lista cu lucrérile stiintifice publicate 7
Lista cu abrevieri si simboluri 20
Introducere 21

I. Partea generalda23

Infectiile dificil de tratat 23

1.1. Microbiota umana 23

1.2. Etiologia infectiilor dificil de tratat 26

1.2.1.Implicarea Staphylococcus spp. in infectiile dificil de tratat 26

1.2.2. Implicarea Acinetobacter spp. in infectiile dificil de tratat 31

1.2.3.Implicarea Pseudomonas spp. in infectiile dificil de tratat 32

1.2.4.Implicarea microorganismelor din Ordinul Enterobacterales in infectiile dificil de
tratat 33

1.3. Caracteristici si mecanisme identificate la microorganisme izolate din infectiile dificil
de tratat 36

1.3.1. Virulenta microorganismelor36

1.3.2. Rezistenta la antimicrobiene 42

2. Medicina personalizata si terapii alternative 48

2.1. Importanta medicinei personalizate 48

2.2. Terapii alternative 49

2.2.1. Nanoparticule 50

2.2.2. Autovaccin 54

I1. Contributii personale 57

3. Ipoteza de lucru si obiectivele generale 57

4. Metodologia generald a cercetarii 58

4.1. Introducere 58

4.2. Evaluarea fenotipica si genotipica a profilului de virulenta al tulpinilor identificate in
infectii si patologii dificil de tratat 58

4.2.1. Evaluarea capacitatii de dezvoltare a biofilmelor bacteriene 58

4.2.2. Testarea capacititii de aderenta la substrat celular uman 59

4.2.3. Evaluarea producerii factoriilor de virulentd enzimatici solubili 61

4.2.4. Analiza moleculara a producerii factorilor de virulenta de cétre tulpinile bacteriene cu
fenotip deosebit 63

4.3. Evaluarea fenotipica a rezistentei la antimicrobiene 64

standardizate 64

4.3.2. Evaluarea biochimicd a rezistentei la antimicrobiene pentru tulpinile de
Enterobacteriaceae, Acinetobacter spp. si Pseudomonas aeruginosa 66

4.3.3. Evaluarea imunocromatografica a rezistentei la antimicrobiene pentru tulpinile de
Enterobacteriaceae, Acinetobacter spp. si Pseudomonas aeruginosa 69

4.4. Analiza moleculara a rezistentei la antimicrobiene 71

2



4.4.1. Evaluarea prezentei genelor codificatoare pentru rezistenta la antimicrobiene 71
4.4.2. Secventierea produsilor de amplificare prin metoda Sanger 76
4.4.3. Secventierea intregului genom 81
4.4.4. Analiza plasmidelor implicate 1n rezistenta la antimicrobiene 81
Rezultate 91
5. Contributii personale privind caracteristicile tulpinilor bacteriene din genul
Staphylococcus spp. izolate din infectii si patologii dificil de tratat 91
5.1. Introducere 91
5.2. Materiale si metode 92
5.3. Rezultate 93
5.3.1. Caracterizarea fenotipica si genotipica a profilului de virulentd 93
106
5.4. Discutie si concluzii 110
6. Contributii personale privind caracteristicile tulpinilor bacteriene de Acinetobacter spp.
izolate din infectiile dificil de tratat116
6.1. Introducere 116
6.2. Materiale si metode 117
6.3. Rezultate 117
6.3.1. Caracterizarea fenotipica a rezistentei la antimicrobiene a tulpinilor de Acinetobacter
spp. 117
6.3.2. Caracteristici moleculare privind rezistenta la antimicrobiene a tulpinilor de A.
baumannii 120
6.3.3. Caracterizarea transformantilor Acinetobacter spp. 120
6.4. Discutie si concluzii 122
7. Contributii personale privind caracteristicile tulpinilor bacteriene din genul Pseudomonas
spp. izolate din infectiile dificil de tratat 124
7.1. Introducere 124
7.2. Materiale si metode 125
7.3. Rezultate 125
7.3.1. Caracterizarea fenotipica a profilului de virulentd 125
7.3.2. Caracterizarea fenotipica si genotipica a rezistentei la antimicrobiene a tulpinilor de
Pseudomonas aeruginosa 129
7.4. Discutie si concluzii 137
8. Contributii personale privind -caracteristicile tulpinilor bacteriene din ordinul
Enterobacterales izolate din infectiile dificil de tratat 140
8.1. Introducere 140
8.2. Materiale si metode 141
8.3. Rezultate 142
8.3.1. Caracterizarea fenotipica a profilului de virulenta 142
8.3.2. Caracterizarea fenotipicd si genotipicd a rezistentei la antimicrobiene a tulpinilor
bacteriene din ordinul Enterobacterales 146
8.4. Discutie si concluzii 172



9. Contributii personale privind potentialul terapeutic al nanoparticulelor de argint in
infectiile dificil de tratat 174

9.1. Introducere 174

9.2. Materiale si metode 175

9.2.1. Obtinerea nanoparticulelor 175

9.2.2. Tulpini bacteriene si conditii de cultivare 175

9.2.3. Evaluarea calitativa a efectului bactericid/bacteriostatic 175

9.2.4. Stabilirea Concentratiei Minime Inhibitorii (CMI) 176

9.2.5. Evaluarea actiunii nanoparticulelor asupra dezvoltarii biofilmului 177
9.3. Rezultate 177

9.3.1. Evaluarea calitativa a efectului antibacterian 177

9.3.2. Concentratia minima inhibitorie 179

9.3.3. Inhibarea producerii de biofilm 180

9.4. Discutie si concluzii 182

10. Contributii personale privind potentialul terapeutic al vaccinului autolog bacterian in
infectiile dificil de tratat 183

10.1. Introducere 183

10.2. Pacienti si metode 183

10.3. Rezultate 184

10.4. Discutie si concluzii 191

11. Concluzii si contributii personale 194

Concluzii 194

Contributii personale 197

Bibliografie 199

Anexe 213
Anexal 213
Anexa2 214
Anexa3 224
Anexa4 245



Introducere

Corpul uman este colonizat incd din viata intrauterind de microorganisme foarte
variate—archaea, bacterii, fungi, virusuri si microeucariote — ce alcatuiesc microbiomul [1].
Prezenta acestora este influentatd de numerosi factori si au un important impact asupra
organismului  uman, precum imunomodulare, metabolizarea unor substante
medicamentoase, a carbohidratilor complecsi sau a altor xenobiotice [1]. Probabil unul dintre
cele mai importante roluri ale microbiotei este mentinerea homeostaziei si impiedicarea
dezvoltarii de microorganisme care ar putea produce infectii [1]. Administrarea de
antibiotice poate elimina patogenii, dar de multe ori poate avea efect si asupra
microorganismelor benefice, in special cand sunt utilizate antibiotice cu spectru larg [2].
Probioticele sau transplantul de microbiota pot favoriza dezvoltarea de microorganisme cu
potential benefic [2].

Staphylococcus spp. este prezent in microbiota pielii si este considerat, in general,
comensal [3,4]. In conditii favorabile de imunosupresie, acesta poate deveni patogen, ducénd
la infectii acute sau cronice ale pielii si tesuturilor moi, osteomielitd, pneumonie,
endocardita, infectii ale dispozitivelor implantabile [5]. Interactiunile gazda-microbiom ale
pielii sunt influentate in mod semnificativ de stafilococi, deoarece este genul cutanat cel mai
abundent [3]. Staphylococcus spp. reprezintd unul dintre cele mai frecvente microorganisme
identificate in leziunile acneice [6].

Acinetobacter spp. este capabil sd acumuleze usor noi mecanisme de rezistentd la
antimicrobiene; evidentiat atat in numeroase lucrari cat si de Organizatia Mondiald a
Sanatétii [7]. Au fost identificate mai mult de 30 de specii de Acinetobacter spp., trei dintre
acestea fiind frecvent izolate la om: A. baumannii, A. Ilwoffi, A. calcoaceticus [8].
Acinetobacter spp. prezinta rezistentd crescutd la majoritatea claselor de medicamente, in
special carbapeneme si polimixine [7].

P. aeruginosa are un genom de aproximativ 5,5-7 Mbp, cu un genom accesoriu de 200
kbp, evidentiindu-se capacitatea acestei specii de acumulare de material genetic prin transfer
orizontal [9]. Distrugerea barierelor epiteliale, in leziunile produse de arsuri arsuri, poate
favoriza patrunderea microorganismelor in straturile profunde, in reteaua limfatica; acestea
pot prolifera in tesutul necrotic si invada vasele de sdnge producand bacteriemie [10].

Ordinul Enterobacterales cuprinde peste 30 de genuri bacteriene si 120 de specii;
aproximativ 10 genuri bacteriene sunt implicate in patologii semnificative [11]. In acest

ordin sunt incluse unele dintre microorganismele gasite in mod normal in intestinal uman,



printre care si familia Enterobacteriaceae [11]. Microorganismele din aceasta familie produc
frecvent infectii enterice, urinare, respiratorii sau nosocomiale [12].

Cauzele care conduc la aparitia infectiilor nu sunt dependente doar de gazda, de multe
ori acestea tin de caracteristicile bacteriei, precum elaborarea unor factori de virulenta,
aderenta crescutd la substrat, capacitatea de a produce biofilm sau rezistenta la diverse
antimicrobiene [13]. Biofilmele sunt comunitati bacteriene, grupuri de microcolonii de
celule bacteriene, aderente de suprafete, care produc o matrice extracelulara din materialul
bacterian si al gazdei [9]. Prezinta rezistentd crescutd la factorii din mediu, inclusiv la
raspunsul imun sau substante antimicrobiene [9].

Factorii de virulentd produsi de bacterii pot fi influentati de localizarea infectiei, spre
exemplu, in unele studii s-a observat ca cele mai virulente tulpini bacteriene au fost izolate
din hemoculturi, realizate in cazul infectiilor sistemice, si din lichid peritoneal [13]. De
asemenea, tulpinile care au exprimat mai putini factori de virulenta au fost izolate din infectii
localizate la nivel ocular [13].

Rezistenta la antibiotice poate aparea in mod natural in timp, prin modificari
genetice, dar in mod cert folosirea excesiva sau gresita a antibioticelor va duce la o accelerare
a acestui proces [ 14].

Medicina personalizata are potentialul de a adapta terapia cu obtinerea celui mai bun
raspuns si cea mai bund sigurantd pentru pacient [15]. Ideea centrald a medicinii
personalizate este reprezentatd de abordarea fiecdrui individ in parte in functie de
caracteristicile sale, si nu bazat pe date medii ale intregii populatii cu caracteristici
asemanatoare [16].

Nanoparticulele au intrebuintari multiple de la rolul de carriers pentru transportul
diverselor medicamente, tratamentul oncologic, terapia geneticd, analiza ADN-ului,
biosenzori, imbunétatirea reactiilor, reactii de separare, pana la imagistica prin rezonanta
magneticd si tratamente antibacteriene. Nanoparticulele de argint au proprietati
antibacteriene impotriva microorganismelor Gram-pozitiv si Gram-negativ, inclusiv cele cu
rezistenta crescutd la antimicrobiene cum este S. aureus meticilino-rezistent [17-20].

Autovaccinurile, desi sunt utilizate incd din secolul XX, sunt incd un domeniu
emergent care s-a dovedit util in tratamentul infectiilor tegumentare si de tesuturi moi
recurente de S. aureus, cel mai frecvent utilizate in furunculoza si infectii chirurgicale ale

ranilor [21,22]; dar si in infectii de alta etiologie.



Ipoteza si obiective

Scopul acestei teze doctorale a fost reprezentat de caracterizarea fenotipica si
moleculard a profilurilor de virulentd si de rezistenta la antibiotice ale tulpinilor bacteriene
izolate din infectii sau afectiuni dificil de tratat si evaluarea de alternative terapeutice, fiind
evidentiatd importanta medicinii personalizate.
Obiectivele generale
Obiectivul 1 Caracterizarea fenotipica si genotipicd a profilului de virulenta al tulpinilor
identificate in infectii si patologii dificil de tratat (evaluarea producerii de biofilm pe substrat
inert si capacitatea de aderentd la substrat celular uman, detectarea factorilor de virulenta
solubili, evaluarea prin PCR a prezentei genelor codificatoare pentru caracteristicile

evidentiate fenotipic pentru tulpini de Staphylococcus spp. cu fenotip deosebit).

.....

.....

identificate 1n infectii si patologii dificil de tratat (testarea sensibilitatii la substante
antimicrobiene  prin metode fenotipice; aplicarea de teste biochimice si
imunocromatografice, analize moleculare de identificare a genelor codificatoare pentru
rezistenta la antimicrobiene, tehnici de secventiere a intregului genom si caracterizarea
plasmidelor pentru tulpinile cu rezistenta crescuta la antimicrobiene).
Obiectivul 3 Evaluarea eficientei unei terapii alternative precum nanoparticulele
functionalizate cu argint, asupra tulpinilor bacteriene izolate din infectiile dificil de tratat.
Obiectivul 4 Crearea unei baze de date cu pacienti carora li s-a recomandat autovaccin in
perioada 2019-2020, intr-o sectie de dermatologie a unui spital din Bucuresti si evaluarea
eficientei clinice.
Metodologia de cercetare

Studiul care a stat la baza realizérii acestei teze de doctorat poate fi delimitat in doua
sectiuni principale, una concentratd pe tulpinile bacteriene implicate in infectii dificil de
tratat, iar a doua cu accent pe eficienta terapiilor personalizate. In prima am incercat
caracterizarea fenotipicd si moleculard a tulpinilor bacteriene din punct de vedere al
profilului de virulenta si al rezistentei la antimicrobiene. A doua parte a studiului a inclus
evaluarea eficientei unor terapii alternative precum actiunea nanoparticulelor de argint
asupra tulpinilor bacteriene si eficienta clinicd a autovaccinului pentru un lot de pacienti cu
afectiuni dermatologice.

Tulpinile bacteriene au fost izolate din diverse produse patologice, precum colectii

purulente, sputd, urina si altele. Izolarea si identificarea acestora a fost realizata prin metode



clasice microbiologice, confirmarea taxonomica fiind posibila prin tehnica de spectroscopie
de masa MALDI (matrix-assisted laser desorption/ionization).

Tulpinile bacteriene au fost insdmantate pe geloza nutritiva, din cultura bacteriana de
24 de ore fiind preluatd o bucla de ansa de 10 pL si descarcatd intr-un criotub cu mediu BHI
(brain-heart infusion) si 20% glicerol. Tulpinile au fost pastrate la -80 °C, inainte de fiecare
dintre protocoalele urmatoare fiind realizata reinsamantarea acestora pe geloza nutritiva
pentru Staphylococcus spp. si pe mediul CLED (Cistind-Lactozd-Electrolit Deficient) pentru
bacteriile Gram-negative, in vederea obtinerii de cultura proaspata de 24 de ore.

Pentru toate cele 651 de tulpini bacteriene am evaluat susceptibilitatea la
antimicrobiene prin antibiograma difuzimetricd standardizatd conform recomandarilor
EUCAST si CASFM. Tinand cont de rezultatele obtinute in aceastd etapa am selectionat
unele tulpini de microorganisme Gram-negative si am realizat teste biochimice pentru
evaluarea rezistentei la antimicrobiene, precum BETA-LACTA si CarbaNP. Acestea au fost
urmate de CTX-M Multi si Carba5. Pentru toate aceste teste am urmat protocolul recomandat
de producdtor. Caracteristicile fenotipice au fost confirmate prin metode de biologie
moleculard, precum reactii de polimerizare in lant pentru identificarea genelor codificatoare
pentru rezistenta la antimicrobiene; pentru unele gene realizand secventierea Sanger. Pentru
tulpinile producdtoare de carbapenemaze am realizat secventierea intregului genom;
extragerea plasmidelor si electroporarea acestora in celule elctrocompetente pentru o mai
buna caracterizare.

Am caracterizat factorii de virulentd pentru aproximativ 200 de tulpini. Am evaluat
capacitatea tulpinilor bacteriene de a produce factori de virulenta solubili prin insaméantarea
unui inocul de 0,5 McFarland pe substratul potrivit fiecarui factor de virulenta. Abilitatea de
produce biofilm pe substrat inert a fost analizata printr-o metoda de microdilutie in placute
cu 96 de godeuri si masurare spectrofotometrica. Aderenta la substrat celular a fost evaluata
folosind linia celularda HEp-2. Pentru Staphylococcus spp. am realizat si teste de biologie
moleculard pentru a identifica gene codificatoare pentru virulenta.

Am selectat tulpinile bacteriene cu rezistenta crescuta la antimicrobiene si am evaluat
eficienta nanoparticulelor cu argint functionalizate cu diversi polimeri, atat calitativ prin
metode difuzimetrice, dar si cantitativ prin metode de microdilutie in placute cu 96 de
godeuri. A fost evaluat atat efectul de inhibare al dezvoltarii bacteriene, cat si inhibarea

formarii de biofilm.



Am realizat o bazd de date cu informatii pentru 129 de persoane cu afectiuni
dermatologice carora li s-a recomandat administrarea de vaccin autolog bacterian. Pentru o
treime dintre aceste persoane am realizat un interviu ghidat de un chestionar pentru a
caracteriza substratul patologiei, comportament alimentar, antecedente personale si
heredocolaterale; si pentru a evalua efectele autovaccinului.

Contributii personale
1.1. Caracterizarea fenotipica si genotipica a profilului de virulenta ale tulpinilor din
genul Staphylococcus spp.

Am evaluat capacitatea de a produce biofilm in vitro pe substrat inert a 92 de tulpini
de Staphylococcus spp. (24 de tulpini de S. aureus, 2 tulpini de S. auricularis, 5 tulpini de S.
capitis, 36 de tulpini de S. epidermidis, 10 tulpini de S. hominis, 1 tulpina de S. lentus, 7
tulpini de S. lugdunensis, 2 tulpini de S. saprophyticus, 2 tulpini de S. simulans, 3 tulpini de
S. warneri). Pentru majoritatea tulpinilor de S. aureus incluse in acest experiment celulele
bacteriene au avut o dispunere uniforma cu tendintd de organizare spre marginea godeului,
fiind posibila observarea evolutiei in timp a biofilmelor cu aglomerarea microorganismelor
la 24 de ore si crearea de structuri organizate la 48 de ore, finalizdnd cu dezintegrarea
acestora la 72 de ore. Pentru tulpinile de SCN am identificat, de asemenea, o evolutie in
organizarea microorganismelor pana la 48 de ore, urmata de dezintegrarea acestora, dar am
observat si unele exceptii deosebit de interesante, cum este cazul unor tulpini de S.
epidermidis, care au avut o evolutie relativ constantd cu dispunere uniforma pe suprafata
godeului in primele 48 de ore, dar spre deosebire de celelalte tulpini la 72 de ore au format
structuri de rezistenta.

in ceea ce priveste gradul de aderenti am observat ca dintre speciile testate, cel mai
mare indice de aderentd a fost identificat la tulpinile de Pseudomonas aeruginosa, fiind
urmat de Staphylococcus spp. Tulpinile de S. aureus evaluate au avut indicele de aderenta
cuprins ntre 40% si 100%, cu o medie de 69,5% (S. aureus tulpina nr. 4 indice de aderenta
58%, S. aureus tulpina nr. 20 indice de aderentd 20%, S. aureus tulpina nr. 48 indice de
aderenta 40%, S. aureus tulpina nr. 70 indice de aderentd 100%). Indicele de aderenta pentru
tulpinile de SCN a fost cuprins intre 0 si 100%, cu o medie de 55% (S. capitis tulpina nr. 81
indice de aderenta 0, S. epidermidis tulpina nr. 88 indice de aderentd 75%, S. epidermidis
tulpina nr. 126 indice de aderenta 30%, S. epidermidis tulpina nr. 138 indice de aderenta
80%, S. epidermidis tulpina nr. 167 indice de aderentd 80%, S. epidermidis tulpina nr. 19

indice de aderentd 100%, S. lugdunensis tulpina nr. 216 indice de aderentd 80%, S.



saprophyticus tulpina nr. 228 indice de aderentd 40%). Pentru majoritatea tulpinilor
bacteriene, modelul de dispunere pe suprafata celulelor HEp-2 a fost de tip difuz, in unele
cazuri cu tendintd la localizare sau agregare.

In ceea ce priveste influenta patologiei din care tulpinile au fost izolate asupra gradului
de aderentd am observat o diferentd impresionanta intre cele izolate de la nivel tegumentar
si cele din tractul urinar. Patologia din care tulpinile bacteriene au fost izolate nu a influentat
doar indicele de aderentd, dar si modelul de aderenta, spre exemplu pentru acnee am observat
o predominantd a modelului de aderenta difuz, doar in putine cazuri cu tendinté la localizare,
iar In ceea ce priveste tulpinile bacteriene identificate in probe de urind am identificat mai
multe tipuri de modele de aderenta.

Majoritatea tulpinilor de S. aureus au produs lipaza, lecitinaza si cazeinaza.

Pentru cele 26 de tulpini selectate pentru caracterizarea moleculara am efectuat, de
asemenea, caracterizarea fenotipicd a capacitatii lor de a produce coagulaza. Productia
fenotipicd de coagulazd a fost in conformitate cu rezultatele identificarii efectuate cu
MALDI-TOFF si VITEK. Au existat doar 4 situatii speciale - pentru trei tulpini (tulpinile cu
numarul 10, 16 si 17) de S. epidermidis s-a observat autoaglutinarea la efectuarea testului
coagulazei pe lama si o tulpind de S. aureus (tulpina numarul 11) a fost negativa in acelasi
test.

in urma reactiilor de polimerizare in lant am putut detecta prezenta tuturor genelor de
virulentd, cu urmatoarea frecventa: 16 tulpini gena cna, 15 tulpini gena klg, 15 tulpini gena
clfB, 14 tulpini gena clf4, 13 tulpini gena tst, 10 tulpini gena fnbA, 7 tulpini gena coag, 5
tulpini gena fnbB, 5 tulpini gena luk-PV, 5 tulpini gena fib, 2 tulpini gena bbp, 0 tulpini gena
ebpS. Din cele 15 tulpini bacteriene care detineau gena hlg, doar sase au produs hemoliza la
evaluarea fenotipica a exprimarii factorilor de virulenta. Corelat cu productia de biofilm pe
substrat inert, am observat ca toate tulpinile care detineau genele bbp sau fib, au produs un
biofilm puternic, in timp ce pentru tulpinile pozitive pentru c/fB productia de biofilm a fost
puternica pentru 4, medie pentru 5 si scazutd pentru sase. Sapte dintre tulpinile la care am
identificat gena c/f4, au produs biofilm puternic. Majoritatea tulpinilor care aveau gena fnbB
sau cna au produs biofilm puternic, iar pentru cele care au avut gena fnb4 nu am putut

observa o asociere in ceea ce priveste productia de biofilm pe substrat inert.
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1.2. Caracterizarea sensibilititii la antimicrobiene pentru tulpinile de Staphylococcus
spp-

Am clasificat MRS 15,97%, in timp ce pentru S. aureus proportia de MRSA a fost de
36,08% dintre tulpini. Tulpinile de SCN au fost mult mai frecvent rezistente la antibiotice
precum tobramicind, norfloxacind, kanamicind, gentamicind, clindamicind, eritromicina si
tetraciclind, comparativ cu tulpinile de S. aureus. In timp ce acesta a fost mai des rezistent
la antibiotice precum fosfomicind, minociclina, cefoxitin si penicilina.

2. Caracterizarea fenotipica si genotipica a rezistentei la antimicrobiene a tulpinilor de
Acinetobacter spp.

Toate tulpinile de Acinetobacter spp. au fost rezistente la fluoroquinolone si
majoritatea antimicrobienelor din clasa penicilinelor. Toate tulpinile de Acinetobacter spp.
au avut genele OXA-40, OXA-51 si au fost negative pentru OXA-23, OXA-58, OXA-143,
ISA4bal.

Am realizat extractia plasmidelor pentru tulpinile de A. baumannii producétoare de
carbapenemaze. Toate au avut plasmide de aproximativ 70 kb si de 10 kb, iar intr-o tulpind
am identificat si o plasmida cu dimensiunea de aproximativ 110 kb.

3.1. Caracterizarea fenotipicd a profilului de virulentid a tulpinilor de Pseudomonas
aeruginosa

Tulpinile de P. aeruginosa, au produs biofilm de intensitate scazuta in primele 24 de
ore cu dezvoltare acceleratd la 48 de ore si inceputul dezintegrarii acestora in ultimul
interval. Comparativ cu celelalte genuri, tulpinile de P. aeruginosa au avut cel mai mare
grad de aderentd la substratul celular HEp-2, de la 30% la 100%, media fiind de 77,17%.
Am observat o predominantd a modelului de aderenta de tip difuz distribuit uniform.

P. aeruginosa a avut cea mai intensa capacitate de a produce factori de virulenta, toate
tulpinile secretand gelatinaza, lecitinaza si cazeinaza.

3.2. Caracterizarea fenotipica si genotipica a rezistentei la antimicrobiene a tulpinilor
de P. aeruginosa

Rezistenta la antimicrobiene a tulpinilor de P. aeruginosa a fost uniform distribuita,
observand procente mai mari in cazul fosfomicinei, ticarcilinei cu acid clavulanic,
fluoroquinolonelor, a cefalosporinelor si carbapenemelor. in ceea ce priveste productia de
betalactamaze cu spectru extins, am identificat 14 tulpini BLSE pozitive, din cele 56 testate.
Am selectat cele 27 de tulpini rezistente la carbapeneme si am realizat testul CarbaNP, patru

dintre acestea fiind pozitive, producéatoare de carbapenemaze.
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Dintre tulpinile de K. pneumoniae 5 au fost producatoare de carbapenemaze NDM, iar
2 de carbapenemaze OXA; E. cloacae a fost pozitiv pentru producerea de carbapenemaza
NDM, iar 2 tulpini de P. aeruginosa au fost pozitive pentru producerea de VIM si 2 pentru
IMP13. Toate tulpinile au fost negative pentru gena codificatoare pentru GES si toate
pozitive pentru prezenta genelor codificatoare pentru OprD, cu exceptia tulpinii numarul 14.
Pentru tulpinile rezistente la carbapeneme cu aspect BLSE am analizat prezenta genei VEB,
aceasta fiind prezenta la 9 din 15 tulpini. Gena PER am identificat-o in 3 din 15 tulpini. Am
realizat, de asemenea, analiza pentru tulpinile 1-15 a genelor SHV, TEM, CTX-M, toate
rezultatele fiind negative. Dupa realizarea reactiilor de amplificare pentru identificarea
genelor de rezistentd la antimicrobiene, pentru unele dintre acestea am continuat cu
secventierea prin metoda Sanger a produsului de amplificare, astfel toate cele 3 tulpini de P.
aeruginosa care au avut gena PER au fost PER-1. Niciunul dintre produsii de amplificare
pentru gena OprD, codificatoare pentru porina D din tulpinile de P. aeruginosa, nu a avut
mutatii. Dintre cele 9 tulpini pozitive pentru gena VEB, am identificat 2 tulpini care au avut
VEB-16, restul avand VEB-22.

in ceea ce priveste MLST (Multilocus Sequence Typing) pentru trei dintre tulpini am
identificat acelasi MLST — 357, iar una a fost MLST 233.
4.1. Caracterizarea fenotipicd a profilului de virulentd a tulpinilor din ordinul
Enterobacterales

Pentru enterobacterii am observat producerea intensa de biofilm inca de la primul
interval evaluat, diferenta la 48 de ore nu a fost semnificativa, dar in mod interesant am
observat o mentinere a acestor structuri. Diferentele mentionate au fost observate prin
evaluarea generala a familiei de enterobacterii, dar la o analiza separata pentru fiecare specie
sau gen am observat ca cel mai intens biofilm a fost produs de K. pneumoniae, urmat de E.
coli si Proteus spp. O alta diferentd este reprezentatd de evolutia constantd pentru K.
pneumoniae pe parcursul celor 72 de ore, in timp ce pentru celelalte tulpini de enterobacterii
analizate am identificat o scadere a intensitatii dupa 48 de ore.

Gradul de aderenta al tulpinilor de Enterobacteriaceae a fost intre 2% si 37% pentru E.
coli cu medie de 10,85% si intre 0 si 93% pentru K. pneumoniae cu media de 31,25%.
Modelele de aderenta pentru K. pneumoniae au fost de tip localizat sau difuz localizat, iar

pentru E. coli au fost predominant de tip difuz.
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Dintre enterobacterii, tulpinile de K. pneumoniae au avut cea mai intensa productie de
factori de virulenta, majoritatea tulpinilor producand gelatinaza, esculinaza, cazeinaza si
lipaza.

4.2. Caracterizarea fenotipica si genotipica a rezistentei la antimicrobiene a tulpinilor
bacteriene din ordinul Enterobacterales

Am observat ca tulpinile din genul Proteus spp. si Morganella spp. au fost mai frecvent
rezistente la cefotaxim, cefoxitin, imipenem si ticarcilina+acid clavulanic. Daca pentru
tulpinile de Enterobacter spp. si tulpinile de Klebsiella spp. am identificat un profil foarte
divers al rezistentei la antimicrobiene, pentru cele din specia E. coli a fost predominanta
rezistenta la cefotaxim, ticarcilind+acid clavulanic si ticarcilina.

Tulpinile de Enterobacter aerogenes (3 tulpini) au fost sensibilie la majoritatea
antibioticelor, cu exceptia cefoxitin (2 tulpini rezistente) si ticarcilina cu acid clavulanic (3
tulpini rezistente), iar tulpina de Enterobacter agglomerans a fost sensibila la toate
antimicrobienele pentru care a fost testatd. In ceea ce priveste sensibilitatea la antibiotice
pentru tulpinile de Enterobacter cloacae (5 tulpini), am identificat o rezistenta crescutd in
toate tulpinile, la majoritatea claselor de antimicrobiene, in special la cefalosporine,
aminozide si fluoroquinolone.

Mai mult de jumatate din tulpinile de E. coli au fost rezistente la antimicrobiene
precum amoxicilin, cefotaxim, ticarcilina, ticarcilin+acid clavulanic, piperacilina; iar peste
o treime la fluoroquinolone. Singurele antimicrobiene la care rezistenta a fost mai scazuta
au fost carbapeneme, piperacilind+tazobactam, tigeciclind, nitrofurantoin, amikacina,
cefoxitin si aztreonamul. Cele 3 tulpini de K. oxytoca incluse in acest studiu au fost sensibile
la toate antimicrobienele testate. In schimb pentru tulpinile de K. pneumoniae (59 de tulpini)
rezistenta a fost distribuitd uniform intre clasele de antibiotice, variind intre 21,61% (pentru
amikacind) si 100% (pentru amoxicilind si ticarcilind). Rezistenta mai scdzutd a fost
identificata la carbapeneme si tigeciclina.

in functie de produsul patologic din care au fost izolate, enterobacteriile au prezentat
diverse profiluri de rezistenta la antimicrobiene. Spre exemplu cele identificate in sputa au
fost mai frecvent rezistente la amoxicilind si ticarcilind, iar cele din acnee au fost mai
rezistente la aztreonam, imipenem, cefoxitin, ceftazidim si cefotaxim. Acestea din urma
avand un profil asemanator cu cele izolate din diverse secretii si exudate. Pentru
enterobacteriile izolate din secretii purulente, precum pléagi suprainfectate, pustule, leziuni

tegumentare, abcese sau altele am observat mai frecvent tulpini bacteriene rezistente la
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amoxicilind, amoxicilind+acid clavulanic, cefoxitin, imipenem si ticarcilind+acid
clavulanic. Tulpinile identificate in sputa au fost mai frecvent rezistente la fluoroquinolone,
cefalosporine si unele peniciline, iar In cazul tulpinilor bacteriene izolate din infectii de tract
urinar, acestea au prezentat rezistenta la toate clasele de antimicrobiene testate, cu exceptia
tigeciclinei. Cele mai multe tulpini fiind rezistente la unele tipuri de peniciline si
fluoroquinolone. Prezenta aspectului de BLSE a fost identificatd la mai mult de un sfert
(27.42%) dintre tulpinile de Enterobacteriaceae spp.

Dintre cele 299 de tulpini de Enterobacteriaceae, am evaluat prin testul Beta-lacta™
si CTX-M MULTI 82 de tulpini, care pe antibiograma difuzimetrica standardizata aveau
fenotip de BLSE. Dintre acestea pentru Beta-lacta™ aproximativ jumitate (40 de tulpini) au
avut rezultat pozitiv, cel mai frecvent din specia K. pneumoniae (20 de tulpini); iar pentru
CTX-M MULTI am obtinut 45 de rezultate pozitive, dintre care cel mai frecvent au fost la
E. coli.

Am selectat 50 de tulpini de Enterobacteriaceae care au avut aspect de BLSE pe
antibiograma difuzimetricd standardizatd si au fost pozitive la unul dintre testele [-
LACTA™ sau CTX-M MULTI. Pentru acestea am verificat prezenta urmitoarelor gene:
VEB, PER, TEM, SHV, CTX-M. Niciuna dintre tulpini nu a avut genele VEB sau PER. in
ceea ce priveste gena TEM, am identificat-o la 25 de tulpini de Enterobacteriaceae, fiind
mai frecvent identificata la tulpinile de K. pneumoniae. Gena SHV a fost identificatd in 19
tulpini de Enterobacteriaceae, mai frecvent la K. pneumoniae. Gena CTX-M a fost prezenta
in 48 de tulpini de Enterobacteriaceae.

Am selectat tulpinile de Enterobacteriaceae rezistente sau intermediar rezistente la
carbapeneme sau cu aspect BLSE la antibiograma difuzimetrica standardizatd cu rezultat
pozitiv la B-LACTA™ sau CTX-M MULTI, ajungand la un total de 86 de tulpini. Pentru
toate acestea am analizat prezenta genei GES, iar pentru anumite specii bacteriene cu aceste
caracteristici am incercat identificare genelor OmpC si OmpF pentru E. coli si a genelor
Omp35 si Omp36 pentru K. pneumoniae. La niciuna dintre tulpinile evaluate nu am
identificat gena GES. Am evaluat prezenta genelor codificatoare pentru Omp35 si Omp36
in 25 de tulpini de K. pneumoniae si prezenta genelor codificatoare pentru OmpF si OmpC
in 31 de tulpini de E. coli. Toate tulpinile de E. coli au avut genele codificatoare pentru
OmpC si OmpF. La tulpinile de E. coli, cel mai frecvent identificatd gena codificatoare

pentru rezistenta la antimicrobiene a fost CTX-M, urmata de gena TEM, iar la tulpinile de
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K. pneumoniae, cel mai frecvent identificatd gena codificatoare pentru rezistenta la
antimicrobiene a fost CTX-M, urmata de genele SHV, TEM, NDM si OXA-48.

Am realizat secventierea intregului genom pentru tulpinile de K. pneumoniae si E.
cloacae producatoare de carbapenemaze fiind evidentiate genele codificatoare pentru
rezistenta la antimicrobiene, fenotipul posibil exprimat, localizarea in contig si numarul de
acces in GeneBank. Cel mai frecvent tulpinile au avut gene codificatoare pentru
aminoglicozide si fluoroquinolone. In urma analizei MLST am identificat mai frecvent tipul
101 si 307.

Am realizat extractia plasmidelor pentru tulpinile de K. pneumoniae si E. cloacae
producatoare de carbapenemaze. Dupa electroporarea acestora, prin utilizare substantelor
antimicrobiene corespunzatoare am reusit izolarea si dezvoltarea doar a tulpinilor care au
primit cate o plasmida implicatéd in rezistenta la carbapeneme, cu dimensiuni variate intre
140 si 165 kb pentru NDM si 60-65 kb pentru OXA-48.

5. Caracterizarea efectului nanoparticulelor de argint asupra tulpinilor bacteriene
implicate in infectii persistente

Am evaluat capacitatea bactericida/bacteriostaticd si inhibitia biofilmului pentru 4
tipuri de compusi pe baza de nanoparticule de argint. Acestia au fost testati pe 68 de tulpini
bacteriene izolate din infectii dificil de tratat, cu diverse localizéri.

Pentru toate tulpinile bacteriene testate, in evaluarea calitativd, am observat actiunea
asupra dezvoltarii bacteriene doar a nanoparticulelor de argint functionalizate cu etilenglicol
si polivinilpirolidona, concentratie 1 mg/mL.

Evaluarea cantitativda a efectului AgNP a demonstrat cd cele functionalizate cu
etilenglicol si polivinilpirolidond au fost cele mai eficiente fiind necesare cele mai mici
cantitati pentru a inhiba dezvoltarea a 50% din tulpini — concentratia minima inhibitorie 50%
(CMI50). CMI50 pentru E. coli a fost 0,0156 mg/mL, pentru restul tulpinilor testate a fost
de 0,0039 mg/mL. Valorile CMI pentru toate tipurile de AgNP au fost mai crescute pentru
tulpinile de Staphylococcus spp. si mai scazute pentru tulpinile de P. aeruginosa

Concentratia minima de AgNP pentru eradicarea producerii de biofilm in 50% din
tulpinile testate (CMB50) a avut cele mai mici valori pentru tulpinile de K. pneumoniae,
intre 0,0039 mg/mL si 0,0156 mg/mL, urmate de tulpinile de P. aeruginosa cu valori intre
0,0039 mg/mL si 0,25 mg/mL. In ambele cazuri cele mai eficiente au fost Ag@EG/PVP.
Tulpinile de Staphylococcus spp. au fost cele mai putin susceptibile, cu valori CMB50 peste

0,5 mg/mL. Pentru tulpinile de E. coli cele mai eficiente AgNP au fost Ag@PEG, cu valori
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CMB50 de 0,0078 mg/mL. E. coli si Staphylococcus spp. au necesitat valori mai mari pentru
a eradica biofilmul, in timp ce pentru K. pneumoniae valoarea CMBS50 a fost mai scdzuta
decat CMI50. Pentru P. aeruginosa, valorile au fost similare.

6. Evaluarea efectului autovaccinului in infectii dificil de tratat

Am reusit crearea unei baze de date care sd contind informatii privind varsta,
afectiunea si tratamentul urmat pentru 129 pacienti care in perioada 2017-2020 au primit
recomandarea de a urma tratament cu autovaccin. Am aplicat un chestionar prin interviu
telefonic pentru o treime dintre aceste persoane.

Mai mult de jumadtate dintre persoane erau absolvente de studii universitare sau
postuniversitare si peste o treime liceu sau o forma similara de invatimant. In ceea ce
priveste regimul alimentar, nu am putut observa un anume pattern, care sa indice un stil de
viatd cu risc crescut, din contrd, acestea consumau frecvent legume si alimente bogate in
fibre naturale, mai rar fiind consumate bauturi carbogazoase dulci. Aproximativ jumatate
dintre participanti erau consumatori de tutun, in timp ce mai mult de doua treimi au afirmat
consum rar sau deloc al alcoolului. Persoanele incluse in studiu aveau un numadr
corespunzator de ore de somn pe noapte, iar pe o scald de la 1 la 10 majoritatea au aproximat
cu 5-7 stresul din viata lor. Mai mult de jumatate dintre persoane practicau minim 30 de
minute de activitate fizica pe zi de mai mult de doua ori pe sa@ptaméana.

in ceea ce priveste antecedentele lor personale patologice, 4 persoane au avut
insuficienta cardiaca, respiratorie sau renald si o persoana infectie cu virus hepatitic B. Cinci
persoane au avut o interventie chirurgicalda in ultimul an, iar una a primit tratament
imunosupresor. Antecedentele heredocolaterale in contextul actual au fost semnificative
pentru acnee, foliculita si diabet.

Cel mai frecvent, autovaccinul a fost administrat pentru acnee (18 cazuri) si foliculita
(7 cazuri), mai rar pentru leziuni suprainfectate (2 cazuri), hidrosadenite (2 cazuri) sau
furunculoze (1 caz). Localizarea patologiei a fost mai frecvent reprezentata de obraji si
frunte. Doar o mica parte dintre participanti au putut mentiona ameliorarea afectiunii sub
influenta unor factori externi sau interni. In ceea ce priveste tratamentele anterioare,
majoritatea pacientilor au primit o gama largd de medicamente, de la cele achizitionate in
magazin pana la cele din farmacie la recomandarea medicului dermatolog.

Pentru cei mai multi semne de ameliorare a patologiei au putut fi observate inca din

timpul tratamentului intre o saptdmana si o luna. Pe o scala de la 1 la 10 pacientii au fost
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rugati sa atribuie o notd privind eficienta autovaccinului in ameliorarea patologiei,
majoritatea persoanelor evaluand efectele cu note intre 7 si 10.
Concluzii si contributii proprii

in urma rezultatelor prezentate in partea special a tezei doctorale se poate afirma ca
scopul central reprezentat de caracterizarea fenotipicd si moleculard a profilurilor de
virulenta si de rezistentd la antimicrobiene ale tulpinilor bacteriene izolate din infectii sau
afectiuni dificil de tratat si evaluarea de alternative terapeutice, a fost indeplinit.

In cadrul acestei teze s-a analizat profilul de virulenta a peste 200 de tulpini bacteriene
identificate n infectii si patologii dificil de tratat, atdt Gram-pozitive, cat si Gram-negative
care au fost evaluate pentru capacitatea de a produce biofilm pe substrat inert, pentru
capacitatea de aderentd la culturi celulare si de a secreta factori solubili de virulenta.
Rezultatele releva necesitatea efectudrii acestora in cazuri selectionate, deoarece, alaturi de
taxonomie si rezistenta la antimicrobiene, profilul factorilor de virulentd poate influenta
evolutia infectiilor.

Tulpinile de Staphylococcus spp. au fost cel mai intens producatoare de biofilm,
urmate de cele enterobacterii si P. aeruginosa. Majoritatea tulpinilor de Staphylococcus spp.
au avut dezvoltat un biofilm care a avut o evolutie constantd in cele 72 de ore, cu valori
comparabile intre specii, exceptiile fiind reprezentate de unele tulpini de SCN, izolate din
colectii purulente. Originea clinica a tulpinilor a influentat productia de biofilm, cele mai
aderente fiind microorganismele din sputd sau osteita.

Cel mai mare indice de aderenta a fost identificat la tulpinile de P. aeruginosa, urmate
de cele de Staphylococcus spp. In ceea ce priveste influenta originii clinice a izolatelor
asupra gradului de aderentd, tulpinile izolate de la nivel tegumentar din colectii purulente au
fost semnificativ mai aderente decat cele din tractul urinar. Tulpinile izolate din cazuri de
acnee au prezentat cu predominanta un model de aderenta difuz.

Tulpinile de P. aeruginosa, au produs biofilm de intensitate scazuta in primele 24 de
ore cu dezvoltare accelerata la 48 de ore si inceputul dezintegrarii acestuia in ultimul interval.
Comparativ cu celelalte genuri, tulpinile de P. aeruginosa au avut cel mai mare grad de
aderenta la substratul celular HEp-2, cu o predominantd a modelului de aderenta de tip difuz.
P. aeruginosa a prezentat cel mai larg spectru de factori de virulenta solubili.

Pentru enterobacterii, cel mai intens biofilm a fost produs de tulpinile de K.
pneumoniae, urmat de cele de E. coli si Proteus spp. Biofilmul de K. pneumoniae a avut o

evolutie constantd pe parcursul celor 72 de ore, in timp ce pentru celelalte tulpini de
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enterobacterii analizate am identificat o scadere a intensitatii dupa 48 de ore. Gradul de
aderenta la substrat celular al tulpinilor de Enterobacteriaceae a fost mai ridicat pentru K.
pneumoniae. Acestea din urma au avut si cea mai intensa productie de factori de virulenta
solubili dintre enterobacterii.

Importanta supravegherii rezistentei la antimicrobiene a fost subliniatd prin rezultatele
obtinute in urma evaludrii rezistentei la antimicrobiene a peste 650 de tulpini izolate din
infectii dificil de tratat, initial confirmate taxonomic, aplicand atdt metode fenotipice,
precum antibiograma difuzimetrica standardizata, teste biochimice si imunocromatografice,
dar si analize moleculare de identificare a genelor codificatoare pentru rezistenta la
antimicrobiene, tehnici de secventiere a intregului genom si caracterizarea plasmidelor
pentru tulpinile cu rezistentd crescutd la antimicrobiene.

Dintre tulpinile de SCN 15,97% au fost MRS, in timp ce la S. aureus proportia de
MRSA a fost de 36,08%. Tulpinile de SCN au fost mult mai frecvent rezistente la
tobramicind, norfloxacind, kanamicinda, gentamicind, clindamicind, eritromicina si
tetraciclind, comparativ cu tulpinile de S. aureus, care au fost rezistente mai ales la
fluoroquinolone, fosfomicina, minociclina, cefoxitin si penicilina.

Rezistenta la substante antimicrobiene a tulpinilor de P. aeruginosa nu a variat in
functie de sursa de izolare, observand procente mai mari in cazul fosfomicinei, ticarcilinei
cu acid clavulanic, fluoroquinolonelor, cefalosporinelor si carbapenemelor.

Tulpinile din genul Proteus spp. si Morganella spp. au fost mai frecvent rezistente la
cefotaxim, cefoxitin, imipenem si ticarcilind+acid clavulanic. Daca tulpinile de Enterobacter
spp. si de Klebsiella spp. au prezentat un profil foarte divers al rezistentei, cele de E. coli au
fost predominant rezistente la cefotaxim, ticarcilind+acid clavulanic si ticarcilind. Toate
tulpinile de Enterobacter spp. au prezentat profiluri MDR.

O treime dintre tulpinile de Enterobacteriaceae izolate din pustule produse de acnee au
fost rezistente la cefalosporinele testate, trimetoprim, trimetoprim+sulfametoxazol,
ticarcilind+acid clavulanic si imipenem.

Enterobacteriile izolate din secretii purulente, precum plagi suprainfectate, pustule,
leziuni tegumentare, abcese sau altele au fost mai frecvent rezistente la amoxicilina,
amoxicilind+acid clavulanic, cefoxitin, imipenem si ticarcilind+acid clavulanic.

Tulpinile izolate de la pacientii cu furunculoza au fost sensibile la toate

antimicrobienele testate, cu exceptia imipenemului.
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Tulpinile bacteriene izolate in diverse secretii si exudate au prezentat cel mai scazut
nivel de rezistenta, fiind identificate ocazional tulpini cu sensibilitate scazuta la imipenem,
meropenem, ticarcilin+acid clavulanic, aztreonam si cefalosporine.

Tulpinile izolate din sputd au fost mai frecvent rezistente la fluoroquinolone,
cefalosporine si unele peniciline.

Tulpinile bacteriene izolate din infectii de tract urinar au prezentat rezistenta la toate
clasele de antimicrobiene testate, cu exceptia tigeciclinei, cele mai multe tulpini fiind
rezistente la unele tipuri de peniciline si fluoroquinolone.

La majoritatea tulpinilor de P. aeruginosa au fost identificate genele VEB-16, VEB-
22 si PER-1. La tulpinile producéatoare de carbapenemaze au fost identificate frecvent gene
codificatoare pentru rezistenta la aminoglicozide, beta-lactamine si fluoroquinolone.

Tulpinile bacteriene de Acinetobacter spp. au prezentat genele OXA-40, OXA-51 si
au fost negative pentru OXA-23, OXA-58, OXA-143, [S4bal.

in ceea ce priveste caracterizarea genotipici a rezistentei la tulpinile de
Enterobacteriaceae spp., gena TEM a fost prezenté la 25 de tulpini, gena SHV la 19 tulpini,
gena CTX-M la 48 de tulpini; niciuna dintre tulpini nu a prezentat genele VEB sau PER.

Din tulpinile de Acinetobacter spp. am extras plasmide cu greutate moleculara de 70
kb, 10 kb si 110 kb; din cele de P. aeruginosa am extras plasmide cu dimensiuni de
aproximativ 155 kb, 35 kb, 20kb si 8kb.

Nanoparticulele de argint evaluate in acest studiu, posibile alternative terapeutice in
cazuri selectionate de rezistentd la antimicrobiene, si-au dovedit eficienta atat in testele
cantitative, cat si in cele calitative. Concentratia minima inhibitorie a fost in general similara
cu cea necesard pentru eradicarea biofilmului. Cele mai impresionante rezultate au fost
observate atdt in determindrile calitative, cat si in cele cantitative pentru AgNP
functionalizate cu etilenglicol si polivinilpirolidona pentru toate tulpinile bacteriene testate.
Concentratia minima pentru eradicarea biofilmului in 50% din cazuri a fost mai scazuta
pentru tulpinile de K. pneumoniae pentru toate tipurile de nanoparticule testate.

Persoanele care au primit autovaccin ca alternativda in tratamentul patologiilor
infectioase dificil de tratat au evaluat eficienta acestuia cu note intre 7 si 10. in ceea ce
priveste evolutia sub tratament, doud persoane au raportat agravarea usoara a afectiunii dupa
ziua 5, dar s-a ameliorat in urmatoarele zile, iar 16 persoane au observat reaparitia patologiei

dupa tratament, fard a se putea insa corela cu etiologia sau numarul de serii administrate.
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Studiile doctorale si rezultatele obtinute au aratat ca, desi studierea factorilor de
virulentd la microorganismele implicate in infectii dificil de tratat poate aduce informatii
importante, aceasta nu este recomandata spre a fi utilizata in practica curenta, fiind necesare
metode care necesitd timp indelungat si ale caror rezultate nu influenteazd semnificativ
tratamentul.

Analiza rezistentei prin secventierea intregului genom este foarte utila pentru
intelegerea rezistentei si descoperirea de noi mecanisme care ar putea explica transmiterea
si poate ajuta la prevenirea raspandirii si dezvoltarea de noi tratamente. Cu toate acestea,
aparatura necesara este disponibild in putine laboratoare, iar personalul trebuie instruit
adecvat. Aceste aspecte pot reprezenta o limitare pentru utilizarea curenta a acestor metode.
Prin urmare, in prezent, desi aduc informatii cu un impact important, acestea ar putea fi
utilizate doar in cazuri selectate pentru ghidarea tratamentului sau in cercetare.

Pentru tulpinile de Staphylococcus spp., am descris anumite pattern-uri de rezistenta
la antimicrobiene in functie de varsta persoanelor de la care au fost izolate, fiind observate
si diferente 1intre tulpinile recoltate de la persoane aflate la prima administrare a
autovaccinului si cele izolate dupa mai multe administrari.

Desi alte studii realizate in tara noastra au identificat tulpini de Acinetobacter spp. cu
gena OXA4-58, cele din acest studiu nu au prezentat gena respectiva, ci gena OXA4-51.

Tulpinile de E. coli studiate au prezentat o rezistentd la carbapeneme mai scazuta in
comparatie cu procentele prezentate in literatura de specialitate.

Prin secventiere Sanger a fost caracterizata in detaliu genetica rezistentei tulpinilor de
enterobacterii; iar prin izolarea plasmidelor implicate in rezistenta si electroporarea lor, am
reusit caracterizarea acestora, si genelor prezente implicate in rezistenta la carbepeneme
precum NDM si OXA-48.

In cadrul studiului doctoral au fost izolate tulpini de Providencia spp. cu profiluri de
rezistentd remarcabild, fiind rezistente la majoritatea fluoroquinolonelor, penicilinelor,
aminoglicozidelor si cefalosporinelor.

Tulpinile rezistente au fost testate in premiera pentru sensibilitate la manoparticulele
de argint functionalizate cu etilenglicol si polivinilpirolidond care s-au dovedit foarte
eficiente atat fata de celulele in faza de crestere planktonica, cat si aderate.

S-a reusit crearea unei baze de date care sa contina informatii privind varsta, afectiunea

si tratamentul urmat pentru 129 pacienti care in perioada 2017-2020 au primit recomandarea
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de a urma tratament cu autovaccin; iar pentru mai mult de o treime dintre acestia am putut
obtine informatii detaliate despre stil de viata, patologie, antecedente si efectul tratamentului.

Analiza corelatiei intre susceptibilitatea la antimicrobiene si sursa de izolare a
tulpinilor bacteriene a indicat diferente importante ale profilului de rezistentd in functie de
patologia produsd. Aceste informatii pot fi extrem de utile in ghidarea tratamentului in
clinica.

in multe laboratoare de diagnostic se testeazi sensibilitatea la antimicrobiene folosind
unele molecule selectate din anumite clase, dar asa cum am aratat, unele tulpini au
mecanisme de rezistenta care ar putea sd nu fie detectate in testarea uzuald. Prin urmare
rezultatele obtinute ar putea avea utilitate nu doar in ghidarea tratamentului, dar si in
protocoalele de diagnostic.

Tehnicile de biologie moleculara folosite frecvent in cercetare si mai rar in practica
curentd din laboratoarele de diagnostic sunt esentiale in supravegherea raspandirii rezistentei
la antimicrobiene. Concluziile tezei confirma necesitatea continuarii realizarii acestora, nu
doar 1n scop de cercetare, dar si in ghidarea tratamentului si stabilirea unui posibil prognostic
al evolutiei infectiei.

Cunoasterea plasmidelor care poarta gene codificatoare pentru rezistenta la
antimicrobiene aduce informatii importante despre raspandirea rezistentei in acea zona; si in
acelasi timp prin analiza fenotipului transformantilor se pot realiza recomandari pentru
protocoale de detectare fenotipica a anumitor mecanisme de rezistenta la antimicrobiene. Un
viitor proiect de cercetare putand fi reprezentat de continuarea caracterizdrii acestora,
stabilirea grupurilor de incompatibilitate, ce alte gene mai au in componenta si altele.

Nanoparticulele de argint evaluate in acest studiu au avut efecte impresionate in vitro,
dar acestea ar trebui evaluate si in vivo, atdt din punct de vedere al eficientei, cat si al
sigurantei administrarii.

Principalele oportunitdti de dezvoltare a unor noi proiecte si directii de cercetare
plecand de la rezultatele obtinute ar fi evaluarea factorilor de virulentd, secventierea
intregului genom al tulpinilor cu fenotipuri semnificative de rezistentd si continuarea

studiului eficientei si biocompatiblitatii nanoparticulelor de argint in vitro si in vivo.
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