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“We cannot fathom the marvelous complexity of an organic being; but on
the hypothesis here advanced this complexity is much increased. Each living
creature must be looked at as a microcosm- a little universe, formed of a host
of self-propagating organisms, inconceivably minute and as numerous as the
stars in heaven.”

— Charles Darwin
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Context actual si obiective cheie

Staphylococcus aureus este o bacterie oportunistd, cdreia i se acorda un interes deosebit din
cauza riscurilor de a produce infectii, a caror gravitate pot pune in pericol sanitatea omului.
De-a lungul anilor, incidenta acesteia a crescut in alimentele de origine animald, motiv
pentru care a inceput sd fie privitd si ca agent patogen alimentar.

Pe langa capacitatea acestei bacterii de a produce enterotoxine, motivul principal al
aparitiei toxinfectiilor alimentare la nivel mondial, rezistenta la antibiotice constituie o alta
problemad, prin tulpinile de Staphylococcus aureus meticilino-rezistent (MRSA).

Primele infectii stafilococice din mediul clinic au apdrut la finele anilor '50, la scurt timp
dupa introducerea medicamentelor antimicrobiene, cum ar fi penicilinele, astfel cd nevoia
urgentd de medicamente alternative a fost absolut necesara. La scurt timp, din cauza
numadrului mare de infectii stafilococice apdrute, s-au introdus medicamente semisintetice
alternative, cum sunt meticilina si oxacilina, ce aveau sa fie utilizate la scard larga. Desigur,
la scurt timp dupa introducerea lor in terapie, au inceput sd apara primele tulpini rezistente
la meticilina, acestea fiind asociate cu infectiile nosocomiale. Rezistenta la meticilina este
cauzata de prezenta genelor mecA sau mecC, elemente centrale mobile ale casetelor
cromozomiale stafilococice, ce codificd sinteza unei proteine denumitda PBP2a sau PBP2/,
cu afinitate scdazutd pentru medicamentele p-lactamice, protejand asftel sinteza
peptidoglicanului si a peretelui celular bacterian fatd de actiunea antibioticelor din aceastd
clasa. Cu toate acestea, determinantii ce codificd rezistenta nu sunt inca clar identificati,
deoarece studiile au sugerat ca gena mec ar putea fi transmisd intre tulpini de S. aureus si
alte specii de stafilococi coagulazo-negativi. De exemplu, principalele clone epidemice de
MRSA ar putea avea, la origine, un element SCCmec, mecA provenind de la tulpinile de S.
aureus sensibile la meticilind (MSSA).

La inceputul anilor '90, tulpinile de MRSA au inceput sa fie izolate din comunitéti, iar
pentru diferentierea acestora de cele clinice (HA-MRSA), au fost denumite community-
acquired (CA-MRSA). Recent au aparut alte tulpini noi de MRSA, cu potential zoonotic,
denumite livestock-associated (LA-MRSA).

Privind originea sa si numarul mare de focare cauzate, putem admite faptul ca MRSA
reprezintd un patogen nosocomial si alimentar relevant, pe care sistemele de sanitate
publica si agentiile de siguranta alimentard, la nivel mondial, il iau in considerare. De
asemenea, pand in prezent, relevanta acestuia in lantul alimentar nu a fost pe deplin
analizatd, deoarece transmisia zoonotica nu a fost incd demonstrata, iar transmisia prin
intermediul alimentelor nu a fost inca evidentiata.

Din ce in ce mai multe studii stiintifice evidentiaza implicarea unor astfel de tulpini in
diseminarea diferitelor linii genealogice de MRSA in lantul alimentar. Cunostintele actuale
despre tulpinile de MRSA izolate de la animalele de la care provin materiile prime utilizate
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in industria alimentara si produsele alimentare asociate demonstreaza faptul ca astfel de
tulpini rezistente la antibiotice pot fi transmise oamenilor, de-a lungul lantului alimentar,
prin consumul alimentelor contaminate. Mai mult decét atét, excesul/utilizarea abuziva a
antibioticelor in hrana pentru cresterea animalelor si in medicina veterinard si umanad ar
putea contribui, de asemenea, la aparitia rezistentei. Apoi, o serie de intrebari sunt adresate:
Ar trebui populatia sa fie constienta de posibilele riscuri emergente asociate tulpinilor de
MRSA in lantul alimentar? Care sunt consecintele, din perspectiva sigurantei alimentare,
in cazul in care alimentele nu au nicio trasabilitate? Ar trebui sd ne asteptim la noi
mecanisme de rezistentd care ar putea conduce la noi variante de MRSA?

In prezenta teza, intitulatd "Caracterizarea tulpinilor de Staphylococcus aureus
meticilino-rezistente izolate din produsele alimentare’, se discuta recentele descoperiri
din literatura de specialitate cu privire la evolutia epidemiologici a tulpinilor de MRSA. In
aceasta tezd, abordarea a avut ca scop investigarea prezentei MRSA in alimente confiscate
de la diferiti calatori care intrd in Uniunea Europeana (UE) prin intermediul vamelor din
aeroporturi sau a celor situate in punctele de trecere a frontierelor terestre.

In acest context, activititile de cercetare desfasurate pe parcursul studiilor doctorale au avut
ca obiectiv principal studiul MRSA din alimentele importate ilegal in UE. Un numar mare
de caldtori traverseaza ilegal granita UE cu alimente ascunse in bagajele personale, acestea
tiind ulterior confiscate de autoritati in punctele de control la frontiera asociate porturilor,
aeroporturilor sau frontierelor terestre. Cu o oarecare indiferenta, acestia comunica
agentilor vamali ca produsele aduse sunt pentru consum personal, insa ajung sa fie vindute
ilegal (fenomen cunoscut sub numele de "contrabandd"). Deoarece nu se cunoaste
originea/calitatea materiilor prime, nici procesul tehnologic si nici conditiile de igiena din
timpul procesdrii alimentelor, aceste produse alimentare importate ilegal prezinta un risc
potential pentru sinatate. In plus, lipsa conditiilor de refrigerare si/sau a ambalajului
adecvat in timpul transportului si vanzarii incalca regulile de igiena. De obicei, putine
informatii sunt disponibile cu privire la riscurile asociate si la prevalenta agentilor patogeni
in aceste alimente.

Teza pune accentul pe impactul tulpinilor de S. aureus asociate acestor alimente asupra
sanatatii publice, discutand posibilele cai de transmitere ca urmare a introducerii acestor
alimente in mod ilegal in spatiul UE de catre caldtori. O situatie speciala, ratificatd prin
Legea 10/2010 (Monitorul Oficial), existd in Romania, unde este permis micul trafic la
frontierd intre Romania si Republica Moldova. Astfel, alimentele declarate oficial pentru
consum propriu sunt introduse legal in UE, dar vindute ilegal pe pietele locale din
Romania. Chiar dacd autoritétile locale verifica deseori astfel de piete, produsele alimentare
provenind din micul trafic de frontierd sunt vandute zilnic. In acest sens, au fost analizate
210 probe prelevate dintr-o astfel de piatd si probe din alimentele gdsite in bagajele
pasagerilor calatorind din térile non-UE si confiscate la posturile de control la frontiera din
Aeroportul International Bilbao, Spania, (269 produse alimentare) si de la Aeroportul
International Viena, Austria, (600 de produse alimentare).

ii
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In ambele cazuri, aceste produse alimentare, fie produse in casd sau industriale, au fost
pistrate la temperatura camerei si adesea scoase din pachetul original. In plus, deoarece
acestea au fost transportate, depozitate si vindute in conditii care faciliteaza cresterea
agentilor patogeni, ar putea reprezenta un risc crescut la adresa sdnatatii consumatorilor.
In afari de investigarea rutelor de transmitere a tulpinilor de MRSA catre UE, aceasta teza
urmareste sa analizeze liniile genealogice care ar putea fi implicate prin intermediul acestor
produse alimentare.

Activitdtile de cercetare desfasurate pe parcursul studiilor doctorale au vizat urmatoarele
obiective stiintifice cheie:

¢ Prezentarea generala a descoperirilor privind situatia actuald a tulpinilor de MRSA

in lantul alimentar, subliniind necesitatea unor programe adecvate de control si

prevenire si furnizarea de informatii actuale pentru programele de supraveghere ale
UE;

¢ Controlul rutelor de transmitere a MRSA prin intermediul alimentelor introduse
din tarile din afara UE ca bunuri personale, dar care sunt ilegal vandute
consumatorilor din UE, subliniind rolul pe care aceste alimente l-ar putea avea in
prevalenta si diseminarea MRSA;

¢ Identificarea, izolarea si caracterizarea tulpinilor de MRSA pe baza tehnicilor
fenotipice si genotipice;

¢ Corelarea aspectelor genotipice ale tulpinilor de MRSA cu formarea si compozitia
biofilmelor produse de acestea, pentru a putea imbundtati strategiile in ceea ce
priveste curatarea suprafetelor din fabricile de industrie alimentara sau a evita
episoadele de contaminare incrucisata;

¢ Investigarea bazatd pe secventierea genomului complet (WGS) in vederea
identificarii factorilor de virulenta si a genelor asociate cu rezistenta la antibiotice a
unei tulpini susceptibile la oxacilina (OS)-MRSA;

¢ Evaluarea mediilor cromogenice disponibile in comert pentru confirmarea MRSA
din probele provenite de la om, animal si aliment;

¢ Integrarea rezultatelor obtinute in prezenta teza in cadrul studiilor la nivel mondial,
axate pe diseminarea diferitelor linii genealogice ale MRSA, impreund cu
informatiile necesare pentru intelegerea riscurilor potentiale pe care MRSA le poate
reprezenta.

Cercetarea oferitd in teza de fata nu ar fi fost posibild fard o stransa comunicare intre
institutiile de cercetare din Romdnia, Spania, Portugalia sau Austria, atat in cadrul
proiectului PROMISE FP7, cét si dincolo de acesta.
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Sumar

Prezenta teza de doctorat cuprinde un total de 250 de pagini, inclusiv 28 figuri si 20 tabele.
Pentru o buna gestionare si reprezentare a rezultatelor, a fost impartitd in cinci parti, dupa
cum urmeaza:

In Partea I se discuta despre S. aureus ca agent patogen alimentar intr-un context general.
Pentru aceasta, partea I a fost la randul ei impartita in doua capitole. Capitolul 1, intitulat
Staphylococcus aureus and Its Main Characteristics (Staphylococcus aureus si principalele
lui caracteristici) prezinta date recente din literatura de specialitate despre S. aureus,
trecand de la istoric, taxonomie, distributie si transmitere, pana la cerintele necesare pentru
crestere si metabolismul acestuia. Mai mult decat atat, in acest capitol sunt prezentati
factorii asociati cu aderenta, producerea de exotoxine si exoenzime sau alti factori asociati
cu rezistenta la antibiotice a bacteriei S. aureus. In acelasi timp, sunt prezentate
caracteristicile diferitelor linii genealogice de MRSA izolate din ferme, ferme de animale,
produse alimentare si oameni, comentariile concentrandu-se asupra prezentei MRSA in
animalele de la care se obtin alimente (materii prime pentru industria alimentara) si
produsele asociate.

Capitolul 2 descrie Procedures Used for Detection and Identification of S. aureus
(Proceduri utilizate pentru detectia si identificarea bacteriei S. aureus) incepand cu metode
conventionale si terminand cu tehnici de biologie moleculara, cum ar fi secventierea totald
a genomului. O atentie deosebita este acordata mecanismelor de decodare implicate in
exprimarea fenotipica a rezistentei la meticilina in tulpinile de S. aureus.

Partea a II-a prezinta Materials, Equipments and Methods (Materiale, echipamente si
metode). In capitolul 3 sunt prezentate informatii generale privind tulpinile utilizate,
mediile de culturd, enzimele, reactivii, kiturile comerciale, echipamentele si aparatele. Sunt
enumerate informatii cu privirea la secventierea, instrumentele bioinformatice sau baza de
date utilizate. Capitolul 4 ofera informatii despre strategia de prelevare a probelor de
alimente, despre metodele de izolare, detectare si cele de confirmare a bacteriei S. aureus.
Metodele fenotipice si genotipice utilizate pentru caracterizarea tulpinilor MRSA sunt, de
asemenea, detaliate.

Partea a I1I-a discutd rezultatele experimentale obtinute in timpul stagiului doctoral si este
organizata in sase capitole, dupa cum urmeaza:

Detection and Identification of Staphylococcus aureus in Food Isolated from Markets
(Detectia si identificarea bacteriei Staphylococcus aureus izolatd din produsele alimentare
provenite din piete) este prezentatd in Capitolul 5. Acesta este capitolul in care este evaluatd
prezenta MRSA in alimentele vandute ilegal pe piata din Galati. Acest studiu evidentiaza
prezenta unei tulpini cu potential zoonotic (LA)-MRSA izolatd dintr-un produs de origine
animald, ceea ce constituie o dovada ca alimentele pot reprezenta o cale de transmitere la
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oameni. Astfel de tulpini au intrat in atentia cercetatorilor datoritd aparitiei lor rapide si
epidemiologiei diferite. Acest studiu este important, in special, pentru autoritatile din
domeniul sigurantei alimentare, in vederea elabordrii de planuri de supraveghere si control.

Capitolul 6 intitulat Compositional Analysis of Biofilms Formed by Staphylococcus
aureus Isolated from Food Sources (Analiza compozitiei biofilmelor formate de tulpini de
S. aureus izolate din surse alimentare) investigheaza capacitatea unor astfel de tulpini de a
forma biofilme, precum si compozitia acestora din urma. Acest studiu evidentiaza
abundenta proteinelor ca fiind implicate in mentinerea structurii biofilmelor formate de S.
aureus izolate din surse alimentare. Compozitia biofilmelor trebuie sé fie cunoscuta atunci
cand sunt dezvoltate noi solutii care sunt alese pentru combaterea biofilmelor, atat in
industria alimentara, cat si in medicina.

Tracking MRSA in food entering to the European Union via cross border traffic and
international flights (MRSA in alimentele care intrd in Uniunea Europeand prin trafic
transfrontalier si zboruri internationale) este titlul Capitolului 7, cel care urmareste sa
sublinieze incd o datd potentialele riscuri pe care aceste alimente de origine animald
introduse ilegal in spatiul UE le reprezinta pentru consumatorii finali. Prezenta diferitelor
linii genealogice de MRSA capabile sa produca enterotoxine, identificate in alimentele
confiscate, poate duce la aparitia unor focare cauzate de inconstienta oamenilor. In plus,
izolarea unei noi variante de OS-MRSA poate constitui o problema de siguranta
alimentard, deoarece astfel de tulpini sunt diferite din punct de vedere fenotipic fata de
variantele clasice de MRSA.

Biofilm Formation by MRSA Isolates Recovered from Passenger’s Luggage from Non-EU
Flights (Formarea biofilmelor de cdtre izolatele MRSA recuperate din surse alimentare, din
bagajele pasagerilor care au efectuat zboruri din tdri care nu sunt membre ale UE) este
descrisa in Capitolul 8. Prin corelarea informatiilor adunate in capitolul precedent si a
capacitatii acestora de a forma biofilme, putem pune in evidentd daca existd o legdtura intre
formarea biofilmului si compozitia acestuia cu caracteristicile sale moleculare. Managerii
in siguranta alimentelor, care lucreaza fie in industria alimentard, fie in bucdtdriile
industriale, isi pot baza planurile de siguranta pe astfel de studii.

Case study- Oxacillin-Susceptible mecA-positive Staphylococcus aureus Associated to
Processed Food in Europe (Studiu de caz- Susceptibilitatea la oxacilind a S. aureus mecA
pozitiv asociat cu produse alimentare europene) este prezentat in Capitolul 9. Problema
acestor tulpini a fost descrisd, pentru prima data, prin secventierea intregului genom, in
care factorii genetici esentiali in vederea exprimarii rezistentei la meticilina in S. aureus este
examinatd, prin identificarea mecanismelor care confera susceptibilitatea la oxacilina.

Capitolul 10 prezinta Chromogenic Media Evaluation for Confirmation of MRSA Isolated
from Humans, Animals and Food Samples (Evaluarea unor medii cromogene pentru
confirmarea tulpinilor de MRSA izolate din mediul clinic, animale si alimente de origine
animald). Au fost comparate doud medii cromogene pentru confirmarea MRSA- Brilliance
MRSA 2 Agar (ThermoFisher Scientific) si ChromID MRSA (bioMérieux). Astfel de medii
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sunt utile in industria alimentara atunci cand se realizeaza controlul microbiologic al
alimentelor, deoarece acestea permit detectarea rapida a tulpinilor prezumptive de MRSA.

Partea a IV-a cuprinde General Discussion (Discutii generale). Aceasta parte este bazatd
pe rezultatele obtinute si comunicate comunitatii stiintifice internationale. Rezultatele
prezentate in teza actuald evidentiazd riscul potential pe care diseminarea si prevalenta
MRSA 1l reprezintd pentru consumatori dacd masurile de igiend lipsesc. Perspectivele
viitoare privind transmiterea si epidemiologia MRSA, in contextul sigurantei alimentare,
pot oferi o mai bund intelegere a rutelor de transmitere in Europa (aeroporturi
internationale si piete apropiate granitelor UE), a modului in care se poate diminua
impactul economic asociat tratamentelor medicale asupra comunitétii UE, precum si a
masurilor pe care industria alimentara ar trebui sd le ia pentru a evita formarea biofilmelor.

Partea a V-a sintetizeaza rezultatele intregii cercetari in partea de Concluding Remarks
(Concluzii). Contributiile originale aduse de prezenta teza sunt subliniate, impreuna cu
perspectivele de continuare a cercetérilor.
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CAPITOL 1

Staphylococcus aureus

S. aureus este una dintre cele mai cunoscute si studiate bacterii din genul sau. Este o bacterie
oportunistd care afecteaza omul si animalele, iar virulenta sa depinde de mai multi factori
asociati cu proteinele extracelulare, contribuind la infectii cutanate, intoxicatii alimentare
sau chiar boli (Haveri et al, 2007). Patogenitatea bacteriei S. aureus (Figura 1.1) se
caracterizeaza prin producerea de enzime specifice (coagulaza, catalaza, termonucleaza,
hialuronidazd) si exotoxine. Tulpinile de S. aureus pot contine diferite gene de virulentd
care codificd enterotoxinele stafilococice (SEs), leucocidinele, exfoliatii, toxina 1 a
sindromului socului toxic (TSST-1), alelele regulatoare ale genelor accesorii si rezistenta la
antibiotice (Spanu et al., 2012).
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Figura 1.1. Factori de virulentd prezenti in bacteria Staphylococcus aureus

Mai mult, componentele de adeziune ale peretelui celular (CWA) (adezine, proteina A,
acid teichoic, peptidoglican) sunt de asemenea implicate in virulentd (Gordon and Lowy,
2008).

Staphylococcus aureus meticilino-rezistent

Rezistenta la peniciline a bacteriei S. aureus, denumita si "rezistenta la meticilind" sau
"rezistenta la oxacilind", se manifestd ca rezistentd la toti agentii f-lactamici, incluzand
cefalosporinele si carbapenemii, si susceptibilitate potentiala la cea mai recenta clasa de
cefalosporine active (de exemplu, ceftarolina). MRSA poate fi transmis in mai multe
moduri, astfel cd epidemiologia este complicata; numeroase agentii de sdnatate publica, cat
si diverse agentii de siguranta alimentara sunt implicate (Figura 1.2).

De asemenea, MRSA a fost izolat din produsele alimentare, implicdnd alimente ca o cale
de transmitere a acestor tipuri de tulpini catre consumatorul final.
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Figura 1.2. Rute potentiale de transmitere a tulpinilor de MRSA

CAPITOL 2

Proceduri utilizate pentru detectia si identificarea bacteriei Staphylococcus

aureus

2.1. Metode conventionale de detectie si identificare

ISO 6888 descrie doud metode orizontale (partea 1 si
partea 2) (Figura 2.1) pentru enumerarea tulpinilor
stafilococice coagulazo-pozitive. In general, poate fi
utilizatd partea 1 din standardul ISO 6888, dar, in cazul
produselor alimentare (cum ar fi branzeturile din lapte
crud si anumite produse din carne neprocesatd) care ar
putea fi contaminate cu stafilococi si ar putea forma
colonii atipice pe mediul Baird-Parker cu agar sau care ar
avea o florda mixta prin care coloniile nu ar putea fi
distinse, este preferabil sd se utilizeze procedura descrisa
in partea 2 (cea in care se foloseste fibrinogenul plasmatic
de la iepure) (ISO 6888).

In prezent, diagnosticul rapid de laborator este esential
pentru tratarea, gestionarea si prevenirea MRSA (Kumar
et al., 2013; Malhotra-Kumar ef al., 2010). Din acest
motiv, au apdrut diferite medii cromogene pentru
detectarea MRSA, cum ar fi agar Brilliance MRSA
(Oxoid), ChromID (bioMérieux), HardyCHROM™
MRSA (Hardy Diagnostics), MRSASelect (BioRad) sau
BBL-CHROMagar (BD Diagnostics).

= 10 g/mL proba
90 mL solutie Ringer

dilutie decimala
N
I

Y

e
-

x1 x10 x100

Figura 2.1. Metoda orizontald
pentru enumerarea stafilococilor
coagulazo-pozitivi (S. aureus si alte
specii)
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2.2. Metode de caracterizare genetica

In prezent, metodele de caracterizare geneticd sunt utile pentru a clasifica izolatele si pentru
a compara caracteristicile genetice relevante ale fiecarei clone. Dintre aceste metode,
amintim electroforeza in gel in camp pulsatoriu (PFGE), tipizarea prin secventierea locilor
(MLST), metoda spa sau metoda de caracterizare a casetei cromozomiale mec (SCCmec).

Reactia de polimerizare in lant. Metodele moleculare bazate pe reactia de polimerizare
(PCR) au fost dezvoltate de mai bine de doua decenii si aplicate pentru a studia genetica
populatiei si epidemiologia moleculara a agentilor patogeni alimentari (Oyarzabal and
Kathariou, 2014).

Electroforeza in gel in camp pulsatoriu. Metoda cea mai raspandita de tipizare moleculara
a tulpinilor de MRSA este PFGE, o tehnicd bazata pe digestia ADN-ului bacterian cu
ajutorul unei enzime de restrictie Smal, ulterior fiind separatd in fragmente mari in functie
de mdrimea lor atunci cand sunt supuse migrarii intr-un gel de agaroza.

Tipizarea prin secventierea locilor. Este o metoda de subtipare bazata pe secvente de ADN,
dezvoltatd in anul 2000 (Enright et al, 2000), pentru compararea secventelor interne
(fragmente interne de 450-500 bp) a celor sapte gene housekeeping distribuite in diferiti
loci din jurul cromozomului de S. aureus (www.mlst.net/).

Metoda spa. Metoda dezvoltatd in anul 1996 pentru S. aureus se bazeaza pe detectarea
regiunii polimorfe X a genei care codifica proteina de suprafata A (spa) (Oyarzabal and
Kathariou, 2014). Repetarilor li se atribuie un cod numeric, iar tipul spa se deduce din
ordinea repetitiilor specifice (spaserver.ridom.de/).

Metoda de caracterizare a casetei cromozomiale mec (SCCmec). Tulpinile de MRSA sunt
caracterizate de prezenta unui element genetic heterogen mobil, numit SCCmec, care
posedd genele mecA sau mecC, elementul central al rezistentei la meticilind (Milheirico ef
al., 2007; Paterson et al., 2014a; Petinaki and Spiliopoulou, 2012).

Secventierea genomului bacterian. In prezent, aceastd metoda se dovedeste a fi utili nu
numai pentru identificarea elementelor de transfer orizontale ale genei sau ale altor
secvente genetice care regleaza expresia factorilor de virulentd (Alfoldi et al., 2013), dar
contribuie, de asemenea, la intelegerea caracteristicilor structurale care pot contribui la
variatii in rearanjarea genomica sau modificari in repertoriul genei (Castillo ef al., 2016).
Mai mult decit atat, mecanismele care conduc la mutatii din cauza proteinelor
nefunctionale (Chua ef al., 2013) sunt de o mare importantd, deoarece pot expune diferite
particularititi asupra evolutiei acestor tulpini.
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CAPITOL 3
Materiale si echipamente

Materialele utilizate in aceastd tezd de doctorat au fost furnizate de citre Universitatea
"Dundrea de Jos" din Galati, Roménia, Universitatea din Burgos si Instituto Tecnologico
Agrario de Castilla y Leon, Spania, Institutul de igiena a laptelui, Austria, si Centro de
Engenharia Biologica, Braga, Portugalia.

CAPITOL 4
Metode

Strategia de prelevare a probelor de alimente

Un total de 1079 de produse alimentare prelevate in perioada August 2012-Iulie 2015 au
fost testate pentru prezenta bacteriei S. aureus, in special MRSA. Produsele alimentare au
fost fie confiscate de catre autoritatile de frontiera la posturile de inspectie la frontiera cu
UE de la Aeroportul International Bilbao, Spania, (269 de produse alimentare), cat si de la
Aeroportul International din Viena, Austria, (600 de produse alimentare), sau au fost
prelevate de pe o piatd din Galati, Roménia, unde alimentele provenite din micul trafic de
frontiera dintre Republica Moldova si Romania (Giurgiulesti-Galati) (210 de produse
alimentare) sunt vandute.

Rezultatele globale privind identificarea, izolarea si caracterizarea tulpinilor de S. aureus,
in special tulpinile MRSA, au fost obtinute prin abordarea metodelor fenotipice si
genotipice.

CAPITOL 5

Detectia si identificarea bacteriei Staphylococcus aureus izolata din produsele
alimentare provenite din piete

In acest studiu am evaluat prezenta tulpinilor de MRSA izolate din produsele alimentare
(realizate in casd si/sau procesate) vandute ilegal pe o piatd din Galati, un oras situat in
partea de sud-est a Romaniei, la granita cu Republica Moldova.

Aceste informatii oferd o imagine de ansamblu asupra riscului potential generat de
produsele alimentare (alimente introduse ca bunuri personale, care sunt apoi vandute ilegal
catre consumatorii din UE) introduse in Uniunea Europeana (UE) din tari din afara UE,
definind astfel o rutd de transmitere a acestor tulpini, cat si rolul pe care il poate juca in
prevalenta si diseminarea tulpinilor de MRSA.
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Rezultate si discutii

Aparitia tulpinilor de MRSA in cazul alimentelor provenite de la animale a creat o mare
ingrijorare in ultimul deceniu cu privire la rolul potential al alimentelor in diseminarea
liniilor genealogice de MRSA. In consecinti, mai multe studii au evaluat prezenta acestui
agent patogen in fabricile de procesare ale alimentelor cat si ale produselor de origine
animala provenite din diferite tari. Prevalenta tulpinilor de MRSA in produsele alimentare
variazd in mare masurd in functie de animal si tara de origine. Astfel, in timp ce rata ridicatd
de contaminare din SUA si Canada a fost cauzata de carnea de porc, in cazul térilor ca
Olanda si Danemarca principala cauza a fost reprezentata de pasdrile crecute in gospodarii
(Kluytmans, 2010; Bhargava et al., 2011).

Cele 200 de probe de alimente prelevate, fie home-made, fie procesate, au fost analizate in
vederea detectiei si identificdrii tulpinilor de S. aureus, respectiv a tulpinilor de MRSA.

Global, 73% din probele analizate au fost facute de casd si vandute in pungi de plastic sau
cutii de carton, in timp ce 27% au fost produse la nivel industrial, ulterior fiind ambalate si
etichetate. In total, 80% din alimente provin din Republica Moldova, 17% din Ucraina si
3% din Bulgaria.

In ansamblu, 32 de tulpini S. aureus au fost izolate din 16 probe de alimente confiscate
(8%): 8 probe din categoria lapte si produse lactate, 5 probe din categoria peste si produse
din peste si trei probe de carne. Dintre tulpinile analizate, un izolat (0,5%) a fost MRSA,
recuperat dintr-o proba de sorici de porc, avand ca determinant de rezistenta gena mecA.
Niciun izolat nu a cuprins omologul mecC. Aceste rezultate sunt in concordantd cu alte
studii in care ratele de izolare a bacteriei S. aureus din probele de alimente de origine
animald au variat intre 10% si 40% (Normanno et al., 2007; Pu et al., 2009; Crago et al.,
2012). Durata de depozitare/temperaturd si racirea necorespunzatoare sau tratamentul
termic al produselor alimentare in restaurante, cantine sau gospodarii particulare au fost
responsabile pentru aparitia epidemiilor cauzate de bacteria S. aureus (EFSA and ECDC
2014; Hennekinne ef al., 2012). Un studiu recent a raportat o prevalentd de 27% pentru S.
aureus la o instalatie de procesare a alimentelor gata de consum, in care S. aureus a fost
izolat din alimente pre-si post-gatite, suprafete, manusi ale muncitorilor si aer (Syne ef al.,
2013).

S. aureus ar putea fi, de asemenea, izolat de la rumegatoare afectate de mastita subclinica
(Voelk et al., 2014; Walcher et al., 2014). Branzeturile din lapte de casd crud, produse in
loturi mici, asa cum sunt investigate in acest studiu, sunt adesea contaminate cu aceasta
bacterie (Rosengren ef al., 2010). Studiile privind prevalenta bacteriei S. aureus in
produsele din peste sunt rare, desi 7% din toate toxiinfectiile alimentare se datoreaza
pestelui si produselor din peste contaminate. Doud studii recente au raportat aparitia
tulpinilor de S. aureus in 5-43% din probele de peste si produse din peste analizate
(Vazquez-Sanchez et al., 2012; Zarei et al., 2012). Valorile de contaminare produse de S.
aureus de la 10* la 10° CFU/g sunt suficiente pentru a produce enterotoxine la un nivel care
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prezintd un risc pentru sinitatea consumatorilor (EC 2073/2005). In studiul nostru, doar
13% din probele alimentare de origine animala analizate, aveau>10" CFU/g contaminare
cu S. aureus, in timp ce majoritatea aveau valori cuprinse intre 10 si 10* CFU/g (Tabelul
5.1).

Opt tulpini de S. aureus poseda gene ce codificd enterotoxina de tip A, in timp ce alte cinci
tulpini au fost descoperite pozitive pentru genele seg si sei. Restul izolatelor de S. aureus au
fost descoperite ca fiind negative in ceea ce priveste prezenta enterotoxinelor. Cu toate
acestea, izolatul MRSA recuperat din proba de sorici de porc nu a fost enterotoxigenic.
Aparitia enterotoxinelor stafilococice constituie o problemd majord in cazul laptelui si
produselor lactate, deoarece acestea se gdsesc in proportie mai mare decat restul produselor
alimentare de origine animala (Carfora et al., 2015). Interesant, SE au fost predominant
prezente in probele de lapte si produsele lactate analizate, contindnd una sau doud gene
care codificd rezistenta la enterotoxine.

O alta problema asociatd cu cresterea animalelor este cresterea numarului de tulpini MRSA
(Haran et al., 2012). In afari de efectivele de lapte ca rezervor pentru MRSA, carnea bruti
ar putea, de asemenea, sd fie contaminate in cantitati mari cu S. aureus (15-65%), dintre
care 1-11% sa fie MRSA (Bhargava et al., 2011; Jackson ef al., 2013).

Tabelul 5.1. Staphylococcus aureus prezent in probele analizate de origine animald, vandute ilegal
pe o piatd din Romania

Sursa Dataizolarii Gramaj(g) ISO 6888-2
Caviar negru 14.09.2012 150 1.1-10°
Caviar rosu 14.09.2012 150 2.0-10°
Branza proaspitd de vaci 14.09.2012 1000 1.5-10*
Telemea de oaie 14.09.2012 1000 1.4-10°
Branza nefermentatd, de capra ~ 14.09.2012 500 3.5-10°
Lapte proaspdt 14.09.2012 2000 1.1-10*
Somon afumat 14.09.2012 500 1.0-10°
Conserva de peste, cu ierburi 06.11.2012 1000 1.0-10°
Sorici de porc 06.11.2012 400 2.3-10
Lapte proaspat 06.11.2012 2000 1.5-10?
Bramza nefermentata, fara

: 06.11.2012 600 1.6 - 10*
sare, de oaie
Peste afumat 06.11.2012 500 1.1-10
Carne de pasare 06.11.2012 2400 3.1-10°
Branza de capra 29.01.2013 500 2.6-10°
Zer 04.02.2013 250 1.7 -10°
Carne de pasdre 07.02.2013 1100 6.6 - 10°

Caracterizarea geneticd a tuturor celor 32 de izolate S. aureus cu ajutorul enzimei de
restrictie Smal-PFGE a furnizat un model constand in 13-17 fragmente de ADN cu
dimensiune cuprinsa intre 20-670 kbp, aproximativ. S-au observat 12 genotipuri, rezultand
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un indice de diversitate Simpson de 0,909 (CI 95% 0,854-0,963), dar fara sa fie observata
vreo relatie intre pulsotip si tipul de proba sau data confiscarii.

In unele cazuri, izolatele obtinute din aceeasi proba au prezentat diferite pulsoturi, desi cele
mai multe dintre ele au fost strans legate (Figura 5.1). Cinci izolate, incluzand izolatul
MRSA, nu au putut fi tipizate de catre enzima Smal PFGE, sugerand ca acestea apartineau
ST 398, deoarece anterior s-a demonstrat ca aceastd secventa prezintd o rezistentd
neobisnuitd la digestia genomului de citre Smal (Chung et al, 2000). Intr-adevir,
caracterizarea suplimentara a izolatului MRSA a confirmat faptul ca apartine ST398, cu
SCCmec tip V si prezinta rezultat negativ la testul pentru prezenta genelor PVL.

PFGE - Smal PFGE - Smal

° e 2 ® g @8 e B Code Sample Sample type Date of confiscation

e n 77 e 2 Milk 6-11-2012

| l \ i' [ E 17 Unfermented goat chesse 14-09.2012

A FIRUER 17 Unfermented goat cheese 14-09.2012

o | I 1 E9 17 Unfermented goat cheese 14-09.2012

j { l E12 17 Unfermented goat cheese 14-09.2012

| B ‘.'\‘| ! ‘ | 111 B0 17 Unfermented goat cheese 14-09.2012

" Eme 0o e 7 Whey cheese 04-02-2013

Bl | | |]| HEil e1s 17 Unfermented goat chessa 14-09.2012

1" S !\ 1 |] {2} e 1 Avtficial black caviar 14-09.2012

B 1 B3 es 3 Poultry 6-11-2012

" 1] | f l]’"‘rf; E24 2 Poultry 6-11-2012

liil:| e 13 Mik 1409.2012

|m! 7 L) s 1 Mik 14092012

> | L 72 Whey cheese 04-02-2013

. —[]9§ J 1 ||]| My en 63 Goat cheese 23-01-2013

| | | RIS % Non fermented unsalted sheep cheese  6-11-2012

_| R l | | e 2 Non fermented unsalted sheep cheese  6-11-2012

0 || 2ne 2 Non fermented unsalted sheep cheese  6-11-2012

_ : ” ; E29 2% Non fermented unsalted sheep cheese  6-11-2012

" | |||! I e 63 Goat cheese 29012013

“ l:' i |8y [[1 2 72 Whey cheese 04-02:2013

| : WL T e n Whey cheese 04-02-2013

A ! . fil.! e 18 Smoked salmon 14-09.2012

i ] E6 16 Sheep cheese salted in brine 14-09.2012

‘ | : : I I E10 12 Artificial black caviar 14-09.2012

| G B ] e 15 Fresh cow cheese 1409.2012

| [ - § | ; E16 15 Fresh cow cheese 14-09.2012

Figura 5.1. Relatii genetice intre 27 de izolate S. aureus bazate pe compararea profilurilor PFGE
obtinute cu ajutorul enzimei de restrictie Smal. Izolatele au fost observate in cele 200 de probe
analizate, pe o piata din Romania, Iulie 2012-Martie 2013. Dendrograma a fost realizatd utilizand
o matrice de coeficienti de similaritate Dice cu metoda UPGMA. Scala indica valori de
similitudine
Tiparea spa a celor 16 tulpini de S. aureus a condus la urmatoarele profile prezentate in
ordine descrescitoare in functie de frecventa de izolare din acest studiu: t449, t304, t1606,
t524, t011, t91, t3625 si t803 (Tabelul 5.2). Dintre acestea, t449, t304 si t524 au fost cel mai
des izolate din branzeturile de vacd, de ovine si de capra contaminate cu 10°-10° CFU/g,
indicand o contaminare la nivelul efectivului sau a lipsei conditiilor igienice in timpul

procesdrii si manipuldrii alimentelor.

De asemenea, manipularea incorectd a alimentelor ar putea fi legatd de izolarea S. aureus
t449 in cazul probei de caviar rosu si diferitelor tipuri de branzeturi, prelevate la aceeasi
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datd. Aceeasi observatie ar putea fi facutd pentru S. aureus t1606 izolat din probele de peste
prelevate in aceeasi zi.

S. aureus t011 si t3625, ambele legate de CC398 asociate animalelor, au fost izolate din
carne de porc si pasdre. Un alt tip de spa, foarte frecvent izolat, t011, se gdseste deseori ca
tiind rezistent la meticilind (www.spaserver.ridom.de). S. aureus t011, t304, t524, and t091
sunt legate de colonizare si aparitia infectiilor umane. Aceste date indicd riscul la care este
supus consumatorul final, datoritd vanzarii produselor alimentare fard precautii de igiena
si a statutului de agent patogen necunoscut cat si a manipuldrii produselor alimentare
neambalate pe o piatd deschisa.
Tabelul 5.2. Tiparea spa typing a celor 16 tulpini de Staphylococcus aureus izolate din produse
alimentare, vandute ilegal pe o piatd din Romania

. . Data Tipul Succesiune y .
Tulpina | . . ursa Frecventa® Asociere
izolarii spa repetititva ’
E10 14/09/2012 26-23-13- Caviar rosu
-31-05- Branza ata
E16 14/09/2012 23-31-05- Branza proapata MSSA/MRSA
t449 05-17-25- de vaci 0.03% (colonizare)
colonizare
E6 14/09/2012 17-25-16-  Telemea de oaie
E2 14/09/2012 28 Somon afumat
Branza
E4 14/09/2012 t304 11-10-21-  nefermentata, MSSA/MRSA
(STe, 17-34-24-  de capra 0.33% (colonizare,
E19 06/11/2012 ST8) 34-22-25 Lapte proaspit infectie)
El 04/02/2013 Zer
Converva din
E3 06/11/2012 08-16-34- . . MRSA
t1606 peste, cuierburi  0.01% )
34-24-25 (colonizare)
E7 06/11/2012 Peste afumat
Bramza
E13 06/11/2012 nefermentatd, MRSA
t524 04-17 . . 0.03% . .
fara sare, de oaie (infectie)
Ell 29/01/2013 Branza de capra
MRSA
08-16-02- (coloniz
colonizare,
E22 06/11/2012 t011 25-34-24- Sorici de porc 3.28% . .
55 infectie),
CC398
07-23-21-
MSSA/MRSA
t091 17-34-12- . /
E18 14/09/2012 (ST7) 530012 Caviar negru 0.90% (colonizare,
3 infectie)
08-16-34- ]
E5 07/02/2013 t3625 55 Carne de pasdare  0.01% MSSA, CC398
ES 06/11/2012 t803 07-23-02- C d . 0.06% MSSA/MRSA
arne de pasare 0.
(ST15) 12-23 P ° (colonizare)
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08-21-17-
E23 14/09/2012 unknown 36-34-34-  Lapte proaspat - -
34-33-34

Notd: * Aceasta informatie este sustinutd de Ridom Spa Database (www.spaserver.ridom.de)

Mai mult, testarea sensibilitatii la antibiotice a evidentiat cinci profiluri de rezistentd
(Tabelul 5.3). In general, 19 tulpini (59,4%) au fost sensibile la toate antibioticele testate.
Cu toate acestea, izolatul MRSA a fost, nu numai rezistent la toate antibioticele din clasa p-
lactam, ci si la ciprofloxacind, tetraciclina si cefazolin. Dintre tulpinile S. aureus sensibile la
meticilind (MSSA), 9 tulpini (28,1%) au fost rezistente la penicilind, 3 tulpini (9,7%) la
tetraciclina si o tulpina (3,2%) la ciprofloxacina (Tabelul 5.3).

Tabelul 5.3. Profilurile de rezistentd pentru cele 32 de izolate Staphylococcus aureus izolate din
probele de alimente vandute ilegal pe o piatd situatd in sud-estul Romdniei, 2012-2013

Profil de rezistenta  Antibiotic® Izolat %
RPO - 19 59.4
RP1 PEN 9 28.1
RP2 TET 2 6.3
RP3 TET, CIP 1 3.1
RP4 B-lactam, TET, (CIP) 1° 3.1

Notd: PEN, penicilina; TET, tetraciclind; CIP, ciprofloxacina;
* parantezele indica rezistenta intermediard;
®jzolat MRSA.

Un procent relativ scazut de alimente a fost contaminat cu S. aureus (8%), iar un singur
izolat a fost MRSA (0,5%); ST398-MRSA-V. Totusi, acest izolat a fost rezistent la mai multe
antibiotice, nu numai la cele din clasa B-lactamelor, ci si la celelalte trei antibiotice utilizate
pe scara larga in chimioterapie (Tabelul 5.3). Tulpinile de MRSA izolate din alimentele de
origine animald nu sunt neapdrat legate de cel prezent in animalul de origine deoarece alte
douad tipuri de linii genealogice pot fi gasite in alimente: MRSA asociat comunitatii (CA-
MRSA) prezent in alimente din cauza unei surse umane de contaminare prin manipularea
necorespunzatoare sau LA-MRSA prin contaminarea carcaselor in timpul sacrificarii
animalelor cu tulpini MRSA pozitive.

Interesant este faptul ca, in timp ce majoritatea studiilor europene au raportat prezenta
clonei ST398 a LA-MRSA in diverse alimente de origine animala (de Boer et al., 2009;
Lozano et al., 2009) cum ar fi studiul de fatd, se pare ca prezenta acestei clone lipseste in
SUA si Canada, unde, in schimb, se gasesc clonele asociate comunitétilor (Bhargava et al.,
2011). Rezultatele unui studiu recent de monitorizare a prezentei MRSA in produsele
alimentare importate ilegal, confiscate pasagerilor din afara UE pe un aeroport spaniol,
reprezintd, de asemenea, o rutd de transmitere a MRSA citre UE; MRSA obtinut a fost din
continentul sud-american (Bolivia) si a apartinut celor doua clone ale CA-MRSA (ST8 si
ST1649) (Rodriguez-Lazaro ef al., 2015).
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In ambele cazuri, se pare ci alimentele joaca un rol in diseminarea clonelor CA- sau LA-
MRSA in populatia generald. Intr-adevir, au fost raportate epidemii de infectie cu MRSA
(Kluytmans et al., 1995; Jones et al., 2002), iar rolul alimentelor in prevalenta tulpinilor de
MRSA a fost demonstrat (Ogata et al., 2012). In acest sens, existd un consens general in
care ruta de transmitere de la mediul inconjurator la spital implicd nu numai oamenii si
bacteriile din mediul inconjurator, ci si animalele si produsele alimentare (Gonzalez-Zorn
and Escudero, 2012; Spanu et al., 2012).

In concluzie, acest studiu investigheazd pentru prima dati prezenta agentilor patogeni in
alimentele introduse legal de catre cetatenii moldoveni in Uniunea Europeana ca bunuri
personale, dar vandute ilegal in Romania si aratd faptul ca contaminarea are loc la niveluri
precum cele raportate de EFSA (EFSA, 2013) pentru alimentele produse si vandute sub
control oficial. Mai mult, rezultatele obtinute in studiu confirmd rolul potential al
alimentelor in diseminarea liniilor genealogice MRSA si definesc produsele alimentare
introduse ilegal si vindute in Roménia ca rutd de diseminare a tulpinilor de MRSA, care
poate juca un rol in prevalenta si evolutia clonele MRSA in comunitate. Mai mult decat
atat, unele izolate de S. aureus codificau mai multe tipuri de enterotoxine, subliniind nevoia
de metode standardizate de diagnostic care sd fie luate in considerare pentru posibilele
episoade de toxiinfectie alimentari. In schimb, distributia alimentelor la un numir limitat
de consumatori poate conduce, cel mai probabil, doar la aparitia de cazuri sporadice.

CAPITOL 6

Analiza compozitiei biofilmelor formate de tulpini de Staphylococcus aureus
izolate din surse alimentare

Acest studiu a fost realizat pentru a evalua capacitatea tulpinilor S. aureus izolate din
produsele alimentare de a forma biofilme pe suprafete hidrofobe la 37°C, urmatd de
caracterizarea matricei de biofilm. Compozitia biofilmelor formate de tulpinile S. aureus
pe suprafete de polistiren a fost dedusa mai intéi folosind tratamente enzimatice si chimice
si confirmata ulterior prin microscopie confocala cu laser de scanare (CLSM).

Rezultate si discutii

Glucoza si NaCl induc formarea de biofilm in tulpini clinice de S. aureus (Fratamico et al.,
2009). Masurarea efectului de 0,4% glucoza si 4% NaCl asupra formarii biofilmului ne-a
permis sa determinam conditiile necesare pentru tulpinile de S. aureus izolate din alimente
de a forma biofilme. Pentru cele mai multe tulpini, nu a existat o diferentd semnificativd in
mediile utilizate, indicand un grad mic de variabilitate in ceea ce priveste cantitatea de
biomasd produsd, dar, in ansamblu, sase tulpini (E2, E6, E8, E10, E16, E23; 37,5%>0,4 s-au
remarcat pentru formarea biofilmelor mai puternice in prezentd de TSBG. Deoarece
determinarea biomasei totale pe o anumita perioadda de timp este o practica obisnuitd
pentru caracterizarea biofilmelor si biofilmele de S. aureus se dezvolta incet, in
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experimentul nostru au fost folositi si timpi de incubatie prelungiti. Nu este surprinzator
cd, la cuantificarea biofilmului, s-a demonstrat o acumulare progresiva de biomasd in
timpul perioadei analizate. Pe baza acestor constatari, au fost caracterizate biofilmele de S.
aureus dupa 48 de ore de incubare.

Compozitiile biofilmelor au fost evaluate prin masurarea capacitatii NalO, sau proteinazei
K de a dispersa biofilmele de S. aureus.

Desi ambele tulpini ATCC si izolatele alimentare au PNAG si proteine in matrice,
proteinele predomind, avand astfel un rol relevant in mentinerea structurii biofilmului.

In acest sens, biomasa formata de tulpinile de S. aureus izolate din alimente a fost redusa
cu 60-70% cand s-au utilizat agenti anti-proteici, in timp ce o reducere de 20-49% a fost
obtinutd in prezenta agentului anti-polizaharid (Tabelul 6.1). Tratamentul cu proteinaza K
a imbunatétit dispersia biofilmelor formate de S. aureus Bap-pozitive, asa cum se arata in
studiul lui Shukla si Rao (2013). Efectele de dezagregare observate la biofilmele de 48 de
ore au fost similare pentru toate izolatele provenite din surse alimentare.

Tabelul 6.1. Reducerea biomasei biofilmelor de S. aureus atunci cand se utilizeazd metaperiodat
sau proteinazd K

Tulpinide S. Reducere in biomasa, %

aureus cu NalO, cu proteinazd K
E2 23+10.34 71+4.1

E6 34 £2.74 71 £0.74

E8 46 £ 11.07 69 £ 0.63

E10 20+ 6.51 66 £ 3.5

E16 25+0.71 64 +1.75

E23 49 +3.71 67 £6.05
ATCC 25923 28 +5.25 9+19

Notda: Biofilmele preformate au fost tratate cu NalOy4 sau proteinazd K timp de 2 ore la 37°C.
Godeurile de control au fost umplute cu 0,9% NaCl. Rezultatele medii + SD a opt godeuri pentru
fiecare tulpind sunt prezentate. Experimentele au fost efectuate in triplicat. Valorile controlului
negativ au fost scazute din valorile ardtate.

Diferente au fost observate in modelul de dezagregare a biofilmului atunci cand s-au
comparat rezultatele obtinute pentru biofilmele formate de S. aureus izolate din surse
alimentare cu cele dezvoltate de tulpina clinici S. aureus ATCC® 25923, prezentind o
densitate mare de clustere de celule incorporate in polizaharide. In prezent, nu existi date
cu referire la compozitia biofilmelor formate de S. aureus izolate din surse alimentare.

Literatura mentioneaza doar despre biofilmele produse de tulpinile de Staphylococcus spp.
izolate dintr-o instalatie de prelucrare a cédrnii de pasdre, care a fost descrisd de (Ferreira et
al., 2014), ca avand o cantitate semnificativd de exopolizaharide (EPS). CLSM in conjugare
cu trei coloranti fluorescenti diferiti a fost utilizat pentru a diferentia celulele bacteriene de
PNAG si proteinele din matricea biofilmului (Figurile 6.1-6.2).

11
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Abordarea calitativa a fost preferatd deoarece biofilmele obtinute au fost eterogene si erau
necesare mai mult de trei sectiuni pentru fiecare biofilm pentru o cuantificare
semnificativd. Matricele biofilmelor formate de tulpinile S. aureus E8 si E10 izolate din
alimente sunt reprezentate in Figura 6.1 in comparatie cu cele formate de tulpina de
referinta.

Proteine PNAG Celule

- . . .

E8 = e G i

R ...

Figura 6.1. Structura matricei biofilmului obtinuta din observatiile de microscopie confocala a
tulpinilor S. aureus ATCC® 25923, E8 izolati din proba de carne de pasire si E10 izolata din

proba de caviar rosu. Pentru fiecare biofilm este reprezentat un singur z stack

Aceste experimente au confirmat faptul ca proteinele sunt de o importantd primordiala
pentru structura biofilmelor formate de tulpinile S. aureus izolate din surse alimentare, asa
cum reiese din abordarea cantitativa a testelor de dezagregare a biofilmelor.

Figura 6.2. Structura biofilmului obtinuta prin observarea
microscopica confocald a S. aureus ATCC® 25923, expusi la trei
tipuri de coloranti: SYTO pentru celule, (WGA)-TRITC pentru

vizualizarea polizaharidelor si SYPRO Ruby pentru proteine
extracelulare. Un z-stack este reprezentat

Concluzii si perspective

Din punct de vedere fenotipic, producerea de EPS de catre tulpinile S. aureus utilizate in
studiul de fata sugereaza cd dezvoltarea biofilmului format de stafilococ poate avea loc prin

12
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intermediul unei cii independente ica. In mod evident, in populatia noastra de bacterii,
formarea independentd de biofilm PIA a fost mai raspanditd. Cu toate acestea, pentru a
determina dacd aceastd caracteristicd este importanta, in care sunt observate diferente intre
biofilmele produse de tulpini izolate din surse alimentare fatd de cele clinice, este necesara
o cercetare mai amanuntitd in care o gamd mai larga de izolate alimentare ar trebui
investigate.

Prezenta tulpinilor de S. aureus care formeaza biofilme in mediile de procesare a
alimentelor si alimente este la fel de importanta ca si in sectorul medical. Pe langa faptul ca
provoaca probleme serioase de inginerie asa cum este descris de Garrett ef al. (2008),
biofilmele sunt implicate in evenimentele de contaminare incrucisata.

Matricea extracelulara proteicd dezvoltata de izolatele S. aureus din sursd alimentara se
poate comporta intr-un mod similar cu cea dezvoltatd de izolatele clinice de S. aureus,
permitandu-i o flexibilitate sporitd si adaptabilitate pentru aceastd bacterie in formarea
biofilmelor si sprijinirea formarii biofilmelor de specii mixte fie cu bacterii de degradare
sau patogend, asa cum deja s-a demonstrat (Foulston ef al., 2014). Compozitia biofilmelor
trebuie sd fie cunoscuta pentru a oferi o bazd pentru elaborarea unor strategii mai bune
pentru curatarea suprafetelor si evitarea contaminarii incrucisate.

CAPITOL 7

MRSA in alimentele care intra in Uniunea Europeana prin trafic transfrontalier
si zboruri internationale

Putine informatii se cunosc despre prevalenta MRSA in produsele alimentare (de casd sau
prelucrate) asociate cu comertul international si cu capacitatea lor de a produce
enterotoxine si rolul pe care il pot juca alimentele de origine animald confiscate,
transportate in bagajele pasagerilor care zboard din diferite parti ale globului. Datorita
epidemiologiei complexe a MRSA, a fost realizat un studiu pentru a evalua daci intrarea
ilegald a alimentelor in Europa prin intermediul aeroporturilor internationale sau al
pietelor deschise aproape de granitele UE poate constitui o rutd a transmiterii tulpinilor
rezistente la antibiotice enterotoxigenice, in special MRSA. Informatiile obtinute din acest
studiu vor evidentia liniile genealogice implicate in alimente contaminate cu MRSA
corelate cu enterotoxigenitatea acestora, ceea ce reprezintd o preocupare majora pentru
sdnatatea consumatorilor.

Rezultate
MRSA in alimentele confiscate de cdtre autoritdti

Testele microbiologice au aratat cd 15,7% din produsele alimentare au fost pozitive pentru
S. aureus (Figurile 7.1-7.2), din care 3% (26/868) au fost MRSA-pozitive (49 de izolate) care

contin gena mecA. Omologul mecC nu a fost identificat. Cu toate acestea, media aritmeticd
13
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pentru S. aureus a fost stabilitd la 2,9 x 10° CFU/g, cu 0 5 aweus-positive food samples i !Il-n
valoare minima de 1,00 x 10' CFU/g intr-o carne de porc £ -?f: i3 ‘f’
neprocesatd, confiscata la controlul de frontiera de pe Albania ol Mo faihel
aeroportul din Bilbao de la un pasager care venea din Kosovo |
Moscova. Cu toate acestea, numarul ridicat de CFU Montenegro |
pentru S. aureus a fost de 2,45 x 10® CFU/g intr-un tip de Romania |
brdnza necunoscut confiscata de catre autoritatile de pe Europe Serbia |
aeroportul din Viena de la un pasager care venea din Mh:tdl:zm
Turcia (Figura 7.3). ;:ame 1
Toate izolatele de MRSA au fost reprezentate de 21 de ot
probe alimentare din categoria lapte si produse lactate i ::;:i
(lapte de vaca, de oaie sau de caprd si branza- fie Eeypt |
proaspata, in saramura sau cu condimente), si 5 probe Armenia
alimentare din categoria carne si produse din carne iy North Korea
(carne neprocesatda si gatita). Tulpinile de MRSA Turkey .
recuperate din probele pozitive de S. aureus confiscate la m‘h'“" |
Aeroportul International Bilbao au provenit din zboruri ~ Caribbean R(‘;ubl'm 1
din Nigeria (1), Egipt (2), Republica Honduras (1), Honduras| [
China (1), Nicaragua (5), Bolivia (4), Ecuador (1), Peru North America Nicaragua | [}
(2), Columbia (1) si Republica din Serbia (1). La Panama _
aeroportul international din Viena, alimentele Mexico |
contaminate cu MRSA au provenit din zboruri din Egipt P:;Z::: :
(3) si Turcia (2). Doua probe de alimente proveneau din Ecusdor |
Republica Moldova si au facut obiectul traficului de  southAmerica  Argentina
frontiera cu Romania. Colombia
Peru
70% & Brazil -

60% - -
carne gi produse din carne

lapte i produse lactate

T L MRSA

‘g — 5. durens
40%

50%

respectiv MRSA in

30%
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4} 1 4

Acroportul din Bilbao

Prevalenta bacterici 5.
o
3

Acroportul din Viena Frontiera terestri dintre
Republica din Moldova si

Roninia

Figura 7.1. Heat map regarding the

origin and distribution of S. aureus-

positive food samples

Figura 7.2. Prevalenta (%) S. aureus in probele de alimente analizate. Coloanele solide reprezinta
numarul de probe pozitive pentru MRSA, in timp ce coloanele cu dungi reprezintd numarul de

izolate pozitive pentru S. aureus
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Figura 7.3. Numarul de UFC
pentru S. aureus (logi,WUFC/g) per
categorie, tip si origine alimentara.
Numadrul de probe analizate pe
tipuri de produse alimentare este
afisat deasupra fiecdrei coloane.
Liniile care trec prin coloanele (--)
si (—) reprezinta valoarea maxima
(M)
microbiologice in ceea ce priveste

stabilita pentru criteriile
laptele crud destinat prelucrarii si
in laptele praf si valoarea M pentru
branzeturile din lapte crud in
conformitate cu EC 2073/2005.
ICMSF recomanda 10° UFC/g

pentru produsele din carne si carne de pasare procesata (ICMSF, 2011)

Profilul rezistentei la antibiotice al izolatelor MRSA

Testarea susceptibilittii la antibiotice a raportat 14 profiluri de rezistentd (Tabelul 7.1).
Din toate tulpinile de MRSA studiate, 16 au fost multirezistente. Mai mult, izolatele MRSA
au fost sensibile la toate antibioticele non-lactamice testate.

Tabelul 7.1. Profile de rezistentd la antibiotice ale tulpinilor de MRSA isolate din alimentele
confiscate de la caldatorii din zboruri non-UE sau din frontierd la sol, 2012-2015

Profil de rezistenti  Antibiotice * Nr. . Procent
’ tulpini (%)
RPO B-lactams 6 22.2
RP1 PEN, TET, ERY 5 18.5
RP2 PEN, ERY 3 11.1
RP3 PEN, FUS, TET, TOB, GEN 2 7.4
RP4 PEN, TET, TOB 2 7.4
RP5 PEN, TET, SXT 1 3.7
RP6 PEN, TET, FUS 1 3.7
RP7 PEN, FOF 1 3.7
RPS8 PEN, LVX 1 3.7
RP9 PEN, LVX, SXT 1 3.7
RP10 PEN, LVX, FOF, RIF 1 3.7
RP11 PEN, TET, ERY, CLI 1 3.7
RP12 PEN, TET, ERY, [OXA]® 1 3.7
RP13 PEN, TET, CIP, LVX, ERY, CLI 1 3.7
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Nota: PEN, penicilind; FOF, fosfomicind; TET, tetraciclind; SXT, trimetoprim
sulfametoxazol; FUS, acid fusidic; ERY, eritromicind; LVX, levofloxacina; TOB,
tobramicind; RIF, rifampin; GEN, gentamicina; CLI, clindamicina; CIP, ciprofloxacina;
MUP, mupirocin.

*Valorile MIC sunt cele indicate in ghidul EUCAST (2015);

® Parentezele indicé susceptibilitate.

A fost determinat profilul enterotoxicogenic al izolatelor MRSA. Majoritatea izolatelor au
fost pozitive pentru genele care codifica enterotoxine cum sunt A, B, C, D, G, H, [, ]. Niciun
izolat testat nu a fost pozitiv pentru enterotoxina E. In general, 73% (19 din 26 tulpini de
MRSA) codificau una sau mai multe gene se (Tabelul 7.2).

Patru tulpini (15,4%) codificau doar o singura gena se, iar restul de 15 (57,6%) codificau
mai mult de o gena de tip se. Cele mai multe dintre ele sintetizau gene seg/sei, contabilizand
6 tulpini din totalul de gene pozitive. Interesant, izolatele MRSA testate pozitiv pentru
genele luk-PVL nu au fost enterotoxicogene.

Tabelul 7.2. Profilul enterotoxicogenic al tulpinilor MRSA

Numar (%) de tulpini MRSA

Tipul de geni se Lapte si Qarne si produse
produse lactate din carne

se- negativ 5(19.2) 2(7.7)

se- pozitiv 16 (61.6) 3 (11.5)

sea 1(3.85) -

seg 1(3.85) -

seh 2(7.7) -

sea/seb 3(11.5) 1(3.8)

sea/seh 1(3.85) -

seg/sei 4(15.4) 2(7.7)

sec/seg/sei 1(3.85) -

sed/seg/sej 1(3.85) -

sed/seg/sei/sej 2(7.7) -

Caracterizarea geneticd a izolatelor MRSA

Toate izolatele MRSA au fost pozitive pentru gena mecA prin Multiplex PCR si niciun
izolat nu a incorporat omologul mecC. Caracterizarea suplimentara a izolatelor MRSA in
ceea ce priveste SCCmec a evidentiat ca 37 de izolate (75,5%) apartin SCCmec tip IV, in
timp ce ultimele 12 izolate (24,5%) apartin SCCmec tip V. Mai mult, pentru subtiparea
SCCmec IV 48,9% apartineau subtipului IVc si IVe, 22,4% pentru subtipul IVa si 4,1%
pentru subtipul IVh. Interesant, tiparea SCCmec a trei izolate nu a fost posibild: multiplex
PCR-2, care clasifica clasa complexd mecA, amplifica fragmentul de ADN de 804 bp,
apartinand tipului C, dar multiplex PCR-1 care furnizeaza complexul genei ccr nu il
amplifica. Aceeasi situatie s-a intamplat si pentru un alt izolat, in timp ce multiplexul PCR-
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1 a amplificat un fragment de ADN de 937 bp consecvent cu ccr de tip 2 (A2B2), iar
multiplex PCR-2 nu l-a amplificat. Mai mult, sapte izolate au raspuns pozitiv pentru genele
luk-PVL (SCCmec IV- subtipurile IVc si IVe).

Pentru a obtine informatii suplimentare despre caracterizarea izolatelor MRSA din acest
studiu au fost determinate modelele PFGE si tipurile ST ale tulpinilor selectate.

Caracterizarea genetica a izolatelor MRSA de catre Smal-PFGE a furnizat un model
constand in fragmente de ADN 13-17 de 20-670 kbp, aproximativ (Figura 7.4). Doud
izolate nu au putut fi tipate de catre Smal-PFGE, sugerandu-se faptul ca ar putea apartine
ST398, deoarece aceasta linie prezinta o rezistenta neobisnuitd la digestia cu Smal (Chung
et al., 2000).

MRSA Smal MRSA Smal Country Confiscation Confiscation
a g 8 Key Sample type of origin point date
i " ‘;‘ ; :_J " li 140 brined cheese  Turkey Vienna  19/09/2012
_‘j | i ' 41 cheese Egypt Vienna  10/08/2012
s u W ) ) 4531 freshcowmeat  Egypt Bibao  21/02/2015
47 THIEIN 153-1.1 cheese Bolivia Bibao  22/06/2015
1 | I Il Q1) 1331 cheese Nicaragua  Bilbao  22/06/2015
- o B “ | | 1 ' 1381 cheese Nicaragua  Bilbao 23/06/2015
TN N W 1261 cheese Nicaragua Bilbao  06/05/2015
5 7 l I | i 1322  cheese Columbia Bilbao 17/06/2015
|{{ 1 | | ' 80-21 cheese Nicaragua  Bilbao 26/02/2015
| 1173 cheese Ecuador Bilbao 08/06/2015
4@ ‘ | I I 1Y 122:21 cheese Peru Bilbao 13/05/2015
(RID LUSI g 1170 cheese Ecuador  Bibao  08/06/2015
_{ l 1"‘ | l I 4823 cheese Honduras  Bilbao  20/02/2015
078 0 ! I 1 50-2.1  dried meat China Bilbao 10/02/2015
68.1 cheese Nicaragua  Bilbao 26/02/2015
i 01-02a goat cheese Romania Galati 13/07/2015
01-05a sheep cheese Romania Galati 13/07/2015
4511  cheese Egypt Bilbao 21/02/2015
115.1  cheese Bolivia Bilbao 09/06/2015
| 741 cheese Bolivia Bilbao  28/02/2015
1351 cheese Peru Bilbao 30/06/2015
476 cheese flav.salsa Egypt Vienna 26/01/2013
151-1.1 curd Bolivia Bilbao 08/06/2015
241 sheep meat Nigeria Bilbao 29/12/2014
165 cheese Turkey Vienna 25/09/2012
50 meat Egypt Vienna 11/08/2012

Figura 7.4. Relatia genetica ce existd intre 26 de izolate de S. aureus meticilino-rezistent (MRSA)
obtinuta prin compararea profilurilor obtinute ca urmare a electroforezei in gel in camp
pulsatoriu, folosind enzima de restrictie Smal. Izolatele MRSA au fost observate in randul unui
total de 136 de probe de alimente pozitive pentru S. aureus, confiscate de cétre autoritati
pasagerilor pe zborurile sau frontiera de la sol in apropierea tarilor UE, in perioada August 2012-
Tulie 2015. Dendrograma a fost realizata prin utilizarea coeficientului de similaritate Dice cu
metoda UPGMA cu 1% in valorile tolerantei si optimizarii. Scara indica valori de similitudine

Caracterizarea suplimentard a tulpinilor de MRSA cu ajutorul metodei MLST a evidentiat
noud ST. Cel mai frecvent profil alelic a fost reprezentat de ST5 (30,8%). Aceste tulpini au
fost izolate din sapte probe de branza, provenind de la pasageri din Nicaragua, Columbia,
Egipt si Turcia, si un produs proaspdt din carne de vitd de la un pasager care venea din
Egipt. Mai mult decét atét, toate tulpinile au prezentat genotipuri conexe: trei tulpini au
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prezentat acelasi tipar, continand SCCmec tip V, in timp ce ultimele cinci tulpini au fost de
tip SCCmec tip IV.

Este interesant faptul ca toate cele 8 probe de produse alimentare nu au fost confiscate la
aceeasi datd de prelevare, nici de pe acelasi aeroport, astfel incit o eventuald contaminare
incrucisatd ce ar fi avut loc in timpul manipularii pachetului original nu este posibild. Un
alt aspect important il reprezintd proba de branza recuperata de la un pasager care venea
din Turcia, din care a fost izolata o tulpind de S. aureus (OS-MRSA) sensibila la oxacilina.
Din cunostintele noastre, aceasta este prima prezenta a OS-MRSA in alimente de pe rutele
de intrare ilegala in Europa.

Acest fapt atrage atentia asupra potentialului tulpinii OS-MRSA de circulatie in Europa ca
urmare a intrdrii ilegale a alimentelor prin zboruri internationale. Toate celelalte tulpini
MRSA au fost raspandite printre alte linii ST1649 (15,4%) si ST8 (15,4%), ultimul tip
evidentiind 3 din 4 tulpini care contin si gene PVL. In plus, ST1, ST22, ST72 si ST97
prezentate in MST (Figura 7.5) au fost predominante si in diferite produse de branza tare
si semi-tare. O altd clond ST398 a fost gasitd intr-o proba de carne proaspata confiscata de
la un pasager care venea din Republica din Serbia spre Bilbao.

i sT1 i
01-02 a (brinzi de caprd/ Romania/ Galati, RO/ :»—t>
t 13.07.2015/ RP1) :

i 01-05 a (brinzd oale fermentatd/ Romania/ Galagi, |

i RO/ 13.07.2015/ RP1) :

i 476 (brinzi cu condimente/ Egipt/ Viena, AT/

{ 26.01.2013/ RP3)

| sT97 ]
£ 45-1.1 (brinza/ Egipt/ Bilbao, ES/ 21.02.2015/ RP3) |

: ST8
24.1 (carne de oaie/ Nigeria/ Bilbao, ES/ 29.12.2014/ RP5)

117.1 {(brinzi/ Ecuador/ Bilbao, ES/ 08.06.2015/ RP10/ pvl+) !
122-2.1 (branzd/ Peru/ Bilbao. ES/ 13.05.2015/ RP7/ pvl+) |
i 153-1.1 (branzad/ Bolivia/ Bilbao, ES/ 22.06.2015/ RPO/ pvl+)

5172
68.1 (brinza/ Nicaragua/ Bilbao, ES/ 26.02.2015/ RP6)

i §T22
i 50 (carne/ Egipt/ Viena, AT/ 11.10.2012/ RP9)
165 (branzd/ Turcia/ Viena, AT/ 25.09.2012/ RP&)

; ST7
46-2.3 (branzi/ Republica Honduras/ Bilbao, ES/ 20.02.2015/ RP4)
i 50-2.1 (carne uscatit/ China/ Bilbao, ES/ 10.02.2015/ RP4)

i sTs i

| 45-3.1 (carne proaspild vitd/ Egipt/ Bilbao, ES/ 21.02.2015/ RP13) ::>
i 80-2.1 (brinzd/ Nicaragua/ Bilbao ES/ 26.02.2015/ RP0) i

1 124.1 (branza/ Nicaragua/ Bilbao, ES/ 06.05.2015/ RP0)

132.2 (branza/ Columbia/ Bilbao, ES/ 17.06.2015/ RP1)

133.1 (brinza/ Nicaragua/ Bilbao, ES/ 22.06.2015/ RP1)

i 1381 (brinzs/ Nicaragua/ Bilbao, ES/ 23.06,2015/ RP2)

! 41 (brinzd/ Egipt/ Viena, AT/ 10.08.2012/ RP12) :

i 140 (brinza in saramurd/ Turcial Viena, AT/ 19.09.2012/ RP1) :

| §T1649

74.1 (brinza/ Bolivia/ Bilbao, ES/ 28.02.2015/ RP2)

\ ! 115.1 (branza/ Bolivia/ Bilbao, ES/ 09.06.2015/ RP2)
\ <:: 135.1 (branzd/ Perw/ Bilbao, ES/ 30.06.2015/ RPO) ]
/ | 151-L1 (brinzi/ Bolivia/ Bilbao, ES/ 08.06.2015/ RP0)

Figura 7.5. MLST a 26 de tulpini MRSA izolate din alimente introduse ilegal in UE. ST au fost
grupate in functie de cele sapte gene. Culori aleatorii au fost atribuite fiecarui ST. Tulpinile
MRSA care apartin aceluiasi ST sunt reprezentate inconjurate de zone punctate. Informatii

referitoare la tipul probei/tara de origine/punctul de confiscare/data confiscarii:
ZZ.LL.AAAA/profilul de rezistentd este dat in paranteze pentru fiecare tulpina MRSA, urmand
codul tulpinii. Abrevieri utilizate: AT (Austria); ES (Spania); RO (Roménia)
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Discutii

Acest studiu evidentiazd o problema majora cauzatda de raspandirea MRSA ca urmare a
intrarii ilegale a alimentelor in Europa prin zboruri internationale si piete deschise aproape
de frontierele terestre ale UE. Aproximativ 1/6 din totalul probelor (136 din 868 probe de
probe confiscate, 15,7%) au fost confirmate ca fiind pozitive pentru prezenta S. aureus din
care 3% au fost reprezentate de tulpini MRSA pozitive care codificau gena mecA. Din toate
izolatele, un numar mare dintre acestea s-a dovedit a fi multirezistente la trei sau mai multi
agenti antimicrobieni (Tabelul 7.1). Ambele fapte evidentiaza rolul important al trecerii
ilegale a alimentelor de origine animald in bagajele pasagerilor, deoarece tulpinile
multirezistente ar putea fi distribuite in mod liber in intreaga lume prin zboruri, frontiere
terestre sau alte mijloace de transmitere.

O altd problema evidentiatd in studiul nostru este cantitatea mare de probe contaminate cu
S. aureus (Figura 7.2), in care S. aureus a depdsit criteriile microbiologice impuse de
legislatia UE (Figura 7.3) (EC 2073/2005 amend. 2015), reprezentdnd o preocupare serioasa
pentru sanatatea publicd deoarece cantitatea ridicatd a acesteia este suficienta pentru
producerea enterotoxinelor preformate in produsele alimentare. Rezultatele obtinute sunt
asemdndtoare cu alte date publicate, in care prevalenta lui S. aureus are valori de 13%
ajungind pana la 60% (Crago et al., 2012; Rodriguez-Lazaro et al., 2015; Sun et al., 2015;
Ciolacu et al., 2016) in produsele procesate, de origine animala.

Am raportat o prevalentd de 64,6% S. aureus in probele de lapte si lactate confiscate pe
aeroportul international din Bilbao, iar cea mai mare valoare (11,8%) a fost inregistrata
pentru probele MRSA pozitive (Figura 7.2). Interesant este faptul ca in studiul nostru au
fost gasite mai mult de 3,17 logio peste limita stabilitd in conformitate cu EC 2073/2005
pentru diferite tipuri de branzeturi, cum ar fi branzeturi moi, semi-tari sau tari.

Mai mult, 26 de tulpini au fost MRSA (3%), dintre care 19 au fost enterotoxicogene.
Practicarea de cétre populatie a transportului ilegal de produse de origine alimentara,
combinat cu sustragerea de la controlul de frontiera, poate conduce la aparitia epidemiilor
(Noordhuizen et al., 2013).

In conditii necorespunzitoare de transport al alimentelor, ar putea apirea enterotoxine
rezistente la tratament termic care sd ducd la aparitia toxiinfectiilor alimentare. Multe
dintre tulpinile de MRSA analizate au fost pozitive pentru una sau mai multe gene se,
conform unui alt studiu publicat de Carfora ef al. (2015), in care se confirmd prezenta
"tipurilor de enterotoxine clasice” in lapte si produse lactate. Mai mult, prezenta lui S.
aureus in diferite produse de origini animala a aratat ca 19% dintre acestea au fost pozitive
atat pentru genele care codificd enterotoxine cat si la oxacilind (Pereira ef al., 2009). Se pare
cd laptele si produsele lactate contaminate sunt de o importantd primordiald pentru
obtinerea enterotoxinelor, insa legatura dintre sursa de contaminare a alimentelor si
transferul determinantilor rezistentei la antibiotice raiméne neclara deoarece numai cateva
rapoarte descriu prezenta si posibila origine a MRSA in alimente (Ortega ef al., 2010).
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Recent, UE a emis mai multe regulamente privind importul de animale si produse
alimentare de origine animala. Cu toate acestea, aceste reglementdri se refera adesea la
aspectul comercial si la cantitati mari de produse alimentare (EC 275/2007; EC 206/2009),
lasdnd cantitdti mici sd treacd in timpul controlului la frontierd, mai ales daca sunt destinate
consumului personal.

Alimentele confiscate proveneau de la pasageri cu o origine geografica foarte diversa:
America de Sud si Centrala, Europa, Africa sau Asia (Figura 7.1), devenind o preocupare
serioasd pentru sandtatea publicd din cauza aparitiei episoadelor de toxiinfectii alimentare,
mai mult din cauza faptului ca aceste produse nu au suferit un tratament termic,
conducand asftel la raspandirea tulpinilor multirezistente si enterotoxicogenice, cum ar fi
MRSA.

Secventele predominante in acest studiu au fost reprezentate de ST5, ST8, ST1649, ST1 si
alte secvente distribuite local cum ar fi ST7, ST22, ST72, ST97 and ST398 (Figura 7.5). Cea
mai raspandita secventa genetica a fost reprezentata de ST5 (30,8%), considerata a fi un
salt, urmati de adaptarea tulpinii la noua gazda (Lowder ef al., 2009). In ciuda faptului ci
ST5 a fost predominantd in cazul tulpinilor izolate din carnea de pasire (Lowder ef al.,
2009), in studiul nostru aceasta a fost implicatd in cea mai mare parte in izolarea cu succes
a tulpinilor din produsele lactate. Mai mult decét atét, ST5 a fost consideratd o componenta
majorda a MRSA si a MSSA asociate spitalelor si comunitatilor din intreaga lume (Miko et
al., 2013).

Alte tulpini de MRSA identificate in studiul nostru au fost asociate cu ST8-MRSA-IV/V si
ST1649-MRSA-1V, care apartin unor clone de succes ale CA-MRSA. Un caz de toxiinfectie
alimentard comunitara provocatd de MRSA producatoare de SEC (Jones ef al., 2002) a avut
loc deja in SUA si producerea de enterotoxine stafilococice SEB, SEC, SED si SEE in doua
tulpini MRSA izolate din lapte, din fermele din Minnesota (Haran ef al., 2012).

Prezenta genelor PVL si a diferitelor modele de susceptibilitate antimicrobiana legate de
ST8-MRSA poate provoca ingrijoréri, deoarece nu este clar daca modul de manipulare de
citre muncitori ar putea juca vreun rol in procesul preliminar de sacrificare. In mod
surprinzator, desi numeroase studii europene au raportat prezenta ST398 cu o prevalenta
ridicata in alimente, in studiul nostru izolarea acestei clone a fost limitata doar la un produs
lactat confiscat dintr-un bagaj provenit de la un pasager ce venea din Egipt. De remarcat
este faptul cé, in Olanda, aceasta clond a apdrut rapid si acum reprezintd 20% din cazurile
de MRSA din spitale si 42% din MRSA nou detectate, ceea ce indicé faptul ca animalele
sunt importante rezervoare pentru infectia cu MRSA (Kadariya et al., 2014).

Mai mult, deja au apdrut epidemii cauzate de LA-MRSA ST398 (Wulf et al., 2008b; Verkade
et al., 2012). Cu toate acestea, in studiile noastre, tulpinile care contin genele luk-PVL si
respectiv cele asociate cu LA-MRSA, nu au fost enterotoxicogenice. Se pare ca s-au gasit
niveluri scazute de izolate ST398 care transporta SE (Argudin ef al., 2011), in ciuda faptului
ca aceasta linie este rdspandita pe scara larga in térile europene (Oniciuc ef al., 2017).
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Mai putin frecventa este izolarea unei tulpini OS-MRSA dintr-un produs alimentar. Cu
toate acestea, noi am izolat tulpina dintr-o proba de branza transportata ilegal de un
pasager din Turcia cdtre Viena. Un astfel de fenotip este considerat ca fiind de o importanta
primordiald deoarece poate identifica in mod incorect prezenta OS-MRSA (Ariza-Miguel
et al., 2015), rezultdind in dezvoltarea MRSA cu rezistenta ridicatd la antibiotice (-
lactamice.

In plus, aceastd tulpind ar putea sintetiza trei tipuri de SE cum ar fi D, G, J si ar putea fi
reprezenta o dovada pentru demonstrarea unei posibile rute de intrare ilegald a alimentelor
in Europa.

In concluzie, acest studiu demonstreazi prezenta HA-, CA- si LA-MRSA
enterotoxicogenice identificate in produsele alimentare confiscate de la pasageri din téri
din afara UE, pentru care rolul lor potential patogen, ca agenti patogeni alimentari, nu ar
trebui neglijat. Acest studiu subliniaza faptul ca produsele alimentare introduse ilegal prin
intermediul célatorilor reprezinta o cale importantd si alarmantd pentru transmiterea si
raspandirea tulpinilor MRSA enterotoxicogene. Trebuie luate mésuri eficiente de control
pentru evitarea transmiterii la om a tulpinilor rezistente la antibiotice, prin consumul unor
astfel de alimente. In acelasi timp, cilitorii trebuie si inteleaga si si invete si accepte
interdictia privind traficul alimentar, in consecintd existand riscul raspandirii agentilor
patogeni alimentari. Din nefericire, cresterea numarului de persoane care calatoresc si
cresterea comertului mondial vor contribui la epidemii viitoare, indiferent de masurile care
vor fi luate.

CAPITOL 8

Formarea biofilmelor de catre izolatele MRSA recuperate din surse alimentare,
provenite din bagajele cilatorilor din afara UE

Din perspectiva sigurantei alimentare, pot fi obtinute diferite linii MRSA cu raspunsuri
diferite in formarea biofilmelor prin manipularea si/sau consumul alimentelor. Acest
studiu isi propune sd evalueze capacitatea de formare a biofilmelor de MRSA izolate din
produsele alimentare. A fost adoptatd o abordare in vitro adecvata. A fost pusa in evidenta
o corelatie intre formarea si compozitia biofilmului si aspectele moleculare ale izolatelor
MRSA.

Rezultate
Capacitatea de formare a biofilmelor de catre izolatele MRSA

Izolatele au fost clasificate pe baza capacitatii lor de a produce biofilme (Figura 8.1).
Limitele de separare bazate pe valorile OD impart tulpinile MRSA in functie de capacitatea
acestora de a produce biofilme in tulpini slab producatoare (ODnc < OD < ODc), moderat

producdtoare (ODnc < OD < 3) si puternic producatoare de biofilme (OD> 3). Valorile OD
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pentru biofilme slabe (ODs; 1,03, SD 0,03), moderate (ODs;0, 1,03—3) si puternice (ODsyo
3,82, SD 0,12) au fost definite pe baza mediei ODc¢ obtinute (ODs;0, 3,65, SD 0,07) dupa
corectarea probei martor (ODsy 0,16, SD 0,03). Patruzeci si unu (83,7%) dintre cele 49 de
izolate MRSA testate au indicat o formare moderata a biofilmului, in timp ce restul de 8
(16,3%) au fost producitori puternici de biofilm. Tabelul 8.1 descrie rezultatele sintetizate
ale izolatelor MRSA din diferite surse alimentare bazate pe capacitatea lor de a produce
biofilme.

Tabelul 8.1. Formarea biofilmului de cdtre izolatele MRSA in pldci de microtitrare hidrofobe cu 96
de godeuri la 37°C, conditii statice

Formare de Formare de Formare de
Sursa biofilm biofilm moderat  biofilm puternic
n % n % n %
Lapte si produse lactate 42 857 37 75.5 5 10.2
Carne si produse din carne 7 14.3 4 8.17 3 6.13

Aspectele moleculare si modelul de formare a biofilmelor de MRSA au fost evidentiate
(Tabelul 8.2), in timp ce, in ansamblu, o biomasa mai mare produsd de biofilmele care
posedd SCCmec tip IV a fost pusd in evidenta. Cu toate acestea, izolatele MRSA analizate
in acest studiu au continut SCCmec tipurile IV sau V, fiind in concordanta cu faptul cd
astfel de tulpini au o probabilitate mai ridicatda de a produce biomase mai mari de biofilm
comparativ cu cele care contin SCCmec tipurile I-III (Vanhommerig ef al., 2014).

Tabelul 8.2. Aspectele moleculare ale MRSA si tipul de formare a biofilmelor dupd 24 de ore,
conditii statice

. y .. Formare biofilm
Izolat Tip proba Tara de origine SCCmec ST :
Moderat  Puternic
50 carne Egipt IV 22 +
151-1.1
151-1.2 branza Bolivia v 1649 +
151-1.3
153-1.1*
153-1.2* branza Bolivia 1A% 8 +
153-1.3%
137-2.1 carne
— L. Republica din Serbia A% 398 +
137-2.2 proaspata
b A v A
140 M Turcia v 5 4
saramura
132.2
———— branza Columbia v 5 +
132.3
165 branza Turcia IV 22
41 branza Egipt A% 5
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80-2.1
80-2.2 branza Nicaragua IV 5 +
80-2.3
138.1
branza Nicaragua v 5 +
138.2
476 branzicu v 1+
condimente
124.1 branza Nicaragua v 5 +
68.1
68.2 branza Nicaragua \Y% 72 +
68.3
133-1.1
133-1.2 branza Nicaragua IV 5 +
133-1.3
115-1.1
115-1.2 branza Bolivia IV 1649 +
115-1.3
01-05a branza oaie, o
01.05b  fermentats  \OMania v bt
branza de .
01-02a y Romainia IV 1 +
capra
135.1
135.2 branza Peru v 1649 +
135.3
carne
45-3.1 proaspata Egipt \Y% 5 +
vita
117.1* +
117.2* branza Ecuador IV 8
117.3* i
122-2.1*  branza Peru v 8
45-1.1 branza Egipt \% 97
50-2.1 carne uscata  China IV 7 +
74.1
74.2 branza Bolivia IV 1649 i
74.3 +
24.1 carne de L
242 oaie Nigeria A% 8 +
46-2.3 branza Republica Honduras v 7 +

Nota: *-prezenta genei pvi

O perioada de termostatare prelungitd (48 ore) a fost aplicatd pentru cele opt izolate MRSA
cu un ODs; mai mare de 3, ceea ce demonstreazd o acumulare mai mare a biomasei de
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biofilm in timpul perioadei analizate (Figura 8.2). Pe baza acestor constatari, caracterizam
in continuare izolatele MRSA dupa 48 de ore de termostatare.

8
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Figura 8.2. Cuantificarea biomasei biofilmelor MRSA dupa 24- si 48 ore folosind TSBG. Barele
indicd media valorilor OD + deviatia standard (SD) de la trei experimente independente.
Valoarea controlului negativ a fost extrasa din valorile indicate

Similar cu masuratorile OD, diferente semnificative au fost observate in ceea ce priveste
cuantificarea celulelor viabile si calculele pentru substanta uscata a izolatelor MRSA
producidtoare de biofilme dupa 48 de ore (Figura 8.3).
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Totalul celulelor viabile, CFU/mL
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Substanti uscatd, mg
Figura 8.3. Biomasa si cuantificarea celulelor viabile din biofilmele MRSA dupa 48 ore. Valorile
indica media aritmeticd + deviatia standard de la 3 experimente independente

Dupa cum se poate observa, numarul de celule viabile din biofilmul MRSA scade odata cu
cresterea biomasei. Acest lucru poate fi explicat prin faptul cd activitatea metabolica difera
deoarece biofilmele MRSA concureazda pentru nutrienti disponibili intr-un spatiu
delimitat. Celulele viabile ramase pot prezenta diferite stiri metabolice dependente de
biomasa totala a biofilmului acumulata in 48 de ore. Desi Staphylococcus spp. este cunoscut
a forma biofilme puternice (Bridier et al., 2010), acest lucru nu este cazul modului de
formare a biofilmelor izolatelor 117.2 si 117.3, in care viabilitatea celulara a fost extrem de
mare, explicatd prin lipsa aderentei celulelor la suprafetele polistirenului.
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Figura 8.4. Coeficientul de variatie functie de biomasa biofilmelor formate de izolatele MRSA
In Figura 8.4 este reprezentat coeficientul de variatie calculat pentru diferite biomase

apartindnd biofilmelor MRSA dupa 48 ore. Nu a fost observata o eroare de mai mare de
15% intre diferitele biomase reprezentate in acest grafic.

Analiza CLSM a izolatelor MRSA

Reprezentarea structurii biofilmelor MRSA dupa 48 ore cu ajutorul CLSM in conjugare cu
diferiti coloranti fluorescenti este prezentatd in Figura 8.5. Imaginile CLSM diferentiaza

celulele bacteriene (verde) de proteine (rosu) si PNAG (albastru) in matricea biofilmelor.
Celule Proteine PNAG

Colorant SYTO9 pentru acizi nucleici Colorant SYPRO Ruby Colorant WGA cu Oregon Greend88

Figura 8.5. Vizualizarea biofilmului obtinut din observatiile confocale ale izolatului MRSA 117.2,
diferentiind componentele acestuia (celule- stanga, centru- proteine, polizaharide- dreapta). Un
singur z-stack este reprezentat

Biofilmele MRSA au format structuri plate si compacte, in timp ce unele dintre ele au
dezvoltat structuri usor tridimensionale acoperite de zone de agregate celulare fluorescente
in interior. De exemplu, izolatul MRSA 117.2 a avut o acumulare de biomasa de 0,06481
pm?®/um? reprezentatd de proteine; 0,0792 pm’/um?* pentru PNAG, in timp ce celulele au
acoperit doar 0,05938 pm?*/um?* (Figura 8.6). Productia de biofilm formatd de tulpina S.
aureus ATCC 25923 utilizatd in acest studiu ca referintd este compusa in principal din
PNAG, date confirmate si de alte studii (Skogman et al., 2012; Oniciuc ef al., 2016).

In ceea ce priveste izolatul MRSA 24.1, o acumulare de biomasi de 0,15277 pm?/um?
acoperita de proteine; 0,08279 um?*/pum? reziduuri de poli-N-acetilglucozamina si 0,10528
um?/um? de celule viabile a avut loc. Se pare ci, in acest caz particular, continutul de
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proteine este responsabil de structura acestui biofilm. Cu toate acestea, matricele
biofilmelor MRSA analizate au avut cantitati similare de polizaharide, proteine si ADN in
matricea acestora.

Figura 8.6. Imaginea biofilmului obtinut din observatiile confocale
ale izolatului MRSA 117.2 colorat cu toate cele trei tipuri de
coloranti, utilizdnd un obiectiv cu imersie in ulei

Discutii

Capacitatea bacteriilor de a forma biofilme este de o importanta deosebita si reprezinta o
mare provocare pentru industria alimentara, deoarece unele tulpini, in starea lor normalg,
planctonica, pot tolera agenti antimicrobieni, facdnd bacteria extrem de dificil de eradicat
(Basanisi ef al., 2017). Aparitia S. aureus rezistentd la agenti antimicrobieni, cum ar fi
rezistenta la meticilind, a provocat o mare ingrijorare din cauza prezentei sale in alimentele
asociate (Rodriguez-Lazaro et al., 2015).

In studiul de fatd, au fost testate 49 de izolate MRSA, izolate din surse alimentare, in ceea
ce priveste capacitatea lor de formare a biofilmelor, utilizind mediul TSBG, termostatare
la 37°C, temperatura propice pentru aparitia bolilor infectioase (EC 853/2004). TSB plus
glucozd sau NaCl s-au dovedit a imbundtéti formarea biofilmelor pe plici de microtitrare
(godeuri) asa cum unii cercetdtori au sugerat in incercarea acestora de a gési cele mai bune
medii de culturd, in care S. aureus poate forma biofilme reproductibile si robuste (Luong
et al., 2009; Merino et al., 2009; Chen et al., 2012).

Pe baza rezultatelor obtinute, s-a observat o variatie a capacitatii de a forma biofilme bazate
pe masuratori OD. Datele noastre au aratat cd majoritatea izolatelor MRSA au capacitatea
de a acumula biofilme moderate (83,7%), dar existd si formatori puternici de biofilm
(16,3%). Hidrofobicitatea pare a fi un factor important care contribuie la capacitatea de
formare a biofilmelor de cétre izolatele MRSA. Rezultate prezentate in acest studiu sunt
similare cu studiile anterioare (Pagedar ef al., 2010).

Evaluarea biofilmelor MRSA dupa 48 ore a fost realizatd prin determinarea numarului de
celule viabile prezente in cantitatea totald a biomasei biofilmului. Pe baza masuratorilor
DW, izolatul MRSA 74.1 a avut o biomasa semnificativ mai mare decat ATCC 25923, dar
aceste diferente nu au fost corelate cu numararea CFU dupa 48 de ore de crestere. Acestea
pot fi explicate prin faptul cd aceste biofilme au fost compuse din celule si substante
polimerice extracelulare, ceea ce sugereaza ca 74.1 a acumulat o matrice biofilmica mai
densa, restul celulelor concurand pentru supravietuirea lor. Cu toate acestea, biofilmele
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dezvoltate dupa 48 de ore se asteapta a avea clustere stabile de celule care pot interfera cu
numararea coloniilor din placi (Freitas ef al., 2014).

Mai tarziu, CLSM ne-a permis efectuarea unei analize vizuale a distributiei polizaharidelor,
a acizilor nucleici si a componentelor proteice din biofilmele analizate. A fost observata o
distributie similarda in densitatea celulard, precum si in ceea ce priveste matricea
exopolimerica produsa. Cu toate acestea, in alte studii, s-a observat mai mult continut de
proteine decat PNAG in matricele de biofilm legate de sursele alimentare (Ferreira et al.,
2012; Oniciuc et al., 2016).

In acest studiu, s-au observat diferite modele de biofilm asociate cu linii clonale ale MRSA,
in special pentru acele MRSA care contin SCCmec de tip IV si V, aceste date fiind in
concordantd cu alte studii. De exemplu, Mirani et al. (2013) a constatat ca 98,3% din
izolatele MRSA au continut SCCmec de tip IV, fiind legate ulterior cu capacitatea lor de
biofilm. Mai mult decat atat, diferite modele de biofilm asociate cu linii clonale ale MRSA
sunt prezentate intr-un studiu realizat de Vanhommerig ef al. (2014), sugerand ca MRSA
care contine SCCmec de tip IV produce o cantitate semnificativ mai mare de biomasa in
conditii statice decat SCCmec de tip I-III. Insi, atunci cand se utilizeazi conditiile
dinamice, se observa o acumulare mai mare de biomasa pentru cele care corespund
SCCmec de tip I-1II decat SCCmec de tip IV (Vanhommerig ef al., 2014). Totusi, Parisi et
al. (2016) a observat o asociere intre SCCmec de tip IV sau V si formarea de biofilme, in
timp ce prevalenta ridicatd a unor astfel de casete stafilococice promoveaza capacitatea de
producere a biofilmelor formate de S. aureus, permitand astfel bacteriilor sd persiste in
mediul inconjurdtor.

Concluzii

Deoarece numeroase studii au confirmat rolul potential al alimentelor in diseminarea cu
succes a liniilor de MRSA, este important, de asemenea, sa se tind seama de capacitatea lor
de a forma biofilme. In zilele noastre, existd o preocupare din ce in ce mai mare cu privire
la posibilele rute de circulatie a tulpinilor de MRSA in bagajele célatorilor in spatiul UE,
deoarece aceste tulpini pot forma biofilme, care pot actiona ca strategie de supravietuire
impotriva anumitor conditii de mediu.

Rezultatele obtinute pand acum ne-au oferit noi asigurari ca tulpinile MRSA izolate din
alimentele de origine animald sunt capabile si formeze biofilme. Prin cunoasterea
componentelor principale ale matricei din cadrul biofilmelor, putem contracara
mecanismele implicate in rezistenta biofilmului prin aplicarea unor strategii de control
adecvate cu un accent deosebit, in prezent, pe cele alternative cum ar fi enzimele de
degradare a biofilmului, utilizarea inhibitorilor sau utilizarea bacteriofagilor. Astfel, ar
trebui sd se facd eforturi de combinare a solutiilor conventionale care vizeaza diferiti
constituenti ai biofilmului. In plus, este necesard supravegherea si controlul de rutind in
ceea ce priveste alimentele introduse in UE, deoarece agentii patogeni alimentari pot fi
distribuiti in mod liber si pot promova formarea biofilmelor.
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CAPITOL9

Studiu de caz- Staphylococcus aureus mecA-pozitiv sensibil la oxacilina asociat

cu un aliment procesat in Europa

Unele studii au raportat tulpini S. aureus sensibile la cefoxitind sau meticilina (MSSA)
clasificate prin teste de laborator conventionale, dar care genotipic poseda gena mecA.
Aceste tulpini au fost definite ca fiind mecA-pozitive susceptibile la oxacilind (OS-MRSA),
tiind de asemenea cunoscute ca tulpini MRSA sensibile la cefoxitina. Datoritd interpretarii
gresite a studiilor fenotipice cu referire la oxacilina sau cefoxiting, astfel de tulpini pot fi
gresit diagnosticate, declansand dezvoltarea de noi variante de MRSA rezistente sub
selectia de antibiotice din cauza posesiei mecA.

OS-MRSA a fost raportat in izolatele clinice (Hososaka et al., 2007; Chen et al., 2012;
Conceigao et al., 2015), la animale (Pu ef al., 2014) si recent in alimente de origine animald
cum ar fi carnea (Raji ef al., 2016), care reprezinta o provocare serioasa pentru testele de
diagnostic conventionale de rutina (Malhotra-Kumar et al., 2010; Ariza-Miguel et al., 2015)
si pentru eventualele tratamente asociate cu infectii datorate fenotipului susceptibil de
oxacilina al acestor tulpini.

Tulpinile OS-MRSA par a fi diverse din punct de vedere genetic, sistemele de reglare mec
si bla fiind de prima importanta in reglarea expresiei fenotipice a rezistentei la meticilind
(Sabat ef al., 2015). Acest studiu a urmadrit examinarea genomului complet al unei tulpini
S. aureus mecA susceptibild la oxacilina, izolatd dintr-un produs alimentar procesat care
contine SCCmec de tip V si apartine secventei MLST tip 5.

Rezultate si discutii
Caracteristici fenotipice

Concentratia minima inhibitorie (MIC) pentru oxacilina pentru tulpina OS-MRSA 41 a
fost detectata in intervalul de susceptibilitate de catre sistemele automate Microscan
(Beckman Coulter SLU) si Vitek II (BioMérieux, Franta), si confirmata si prin utilizarea
placilor de microtitrare Gram Positive All-in-One (TREK Diagnostic Systems Inc.,
Cleveland). Screening-ul suplimentar pentru interpretarea diametrului zonei de inhibitie a
aratat cd tulpina studiatd a fost susceptibild la cefoxitind (30 ug/disc, Oxoid) prin metoda
difuziei discului. Mai mult, tiparul de susceptibilitate la antibiotice a demonstrat ca tulpina
este pozitiva privind rezistenta la clindamicind si tetraciclina, rezistenta la penicilina si
prezinta rezistentd intermediard la eritromicind. Caracteristicile izolatului OS-MRSA
sunt detaliate in tabelul urmator (Tabelul 18).
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Test OS-MRSA 41
Screening fenotipic
Producere de coagulaza pozitiv
MIC oxacillina (ug/mL) 0.5
MIC tetraciclind (ug/mL) >8
MIC erithromicina (pg/mL) >4
MIC penicillina (pug/mL) >0.25
Screening cefoxitina
-Disk diffusion (mm) sensibil (24.5)
-Brilliance MRSA 2 Agar sensibil
Screening genotipic
mecA pozitiv
SCCmec \%
lukS-PV & lukF negativ
Secventa tip ST5

Caracteristici genotipice

Secventa genomului OS-MRSA 41 a fost comparata cu secventa tulpinii S. aureus mecA-
pozitiv care contine SCCmec V, izolatd de la un pacient din Elvetia in 2008, denumit JS395
(CC395-V) (Larsen et al., 2017). MLST si tipizarea SPA au fost realizate utilizand mlst v2.6.
(T. Seemann; https://github.com/tseemann/mlst) si respectiv spaTyper v1.0 (Bartels ef al.,
2014), aratand faptul ca tulpina OS-MRSA 41 are un spa-type t688 frecvent asociat cu
MRSA ST5/SCCmec V (Basanisi ef al., 2017). Genomul complet al tulpinii OS-MRSA 41 a
constat dintr-un cromozom a carui marime e de 2.819.217 bp, in timp ce genomul complet
JS395 a fost compus din 2,846,866 bp (GenBank/DDBJ/ENA, numar de acces CP012756).
Contigurile au fost adnotate folosind platforma RAST determinand numdrul de subsisteme
determinate automat si prezente in ambele genoame luate in analiza. Estimadrile detaliate

Tabelul 9.1. Caracteristici fenotipice si genotipice ale tulpinii OS-MRSA 41

privind diferitele subsisteme prezente in ambele genoame sunt ilustrate in Figura 9.1.

Figura 9.1. Comparatie intre diferitele subsisteme prezente in genoamele OS-MRSA 41 si JS295
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Dupa cum se poate observa, continutul de gene care apartine fiecirui subsistem prezent in
ambele genoame este putin diferit. Distributia genelor legate de fagi, profagi, elemente
transpozabile sau plasmide prezente in OS-MRSA 41 pare a fi mai mare in comparatie cu
cea a subsistemului din JS395. Treizeci si doi de fagi si elemente transpozabile, reprezentate
de 1,57% din continutul total al genomului, au fost prezente in OS-MRSA 41. Cu toate
acestea, un numar redus a fost prezent in JS395, reprezentand doar 0,44% (nr. 9) din total.
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Figura 9.2. Cromozomul tulpinii OS-MRSA 41

Genomul OS-MRSA 41 este compus din 2.819.217 bp, cu un continut GC de 32,8% (Figura
9.2). Caracteristicile unice ale acestui genom au fost comparate cu genomul tulpinii S.
aureus JS395 (cercul interior negru). Genomul tulpinii OS-MRSA 41 este reprezentat de
cercul interior albastru. Cercul exterior rosu arata secventele de codare (genele presupuse),
respectiv, pe lungimile plus si minus. Ambele tulpini au SCCmec de tip V, in timp ce
analizele detaliate au ardtat ca structura regiunii de legare J1 si a genelor mecA si ccrC este
aproape identicd, dar diferd intre ele in regiunea de legare J3 (Figura 9.3). In elementul
SCCmec al tulpinii OS-MRSA 41, o gena de rezistentd la tetraciclind, tet(K), cauzatd de
integrarea IS431, se gaseste in regiunea de legare J2. De remarcat, CRISPRFinder (Grissa ef
al., 2007) a identificat 11 CRISPR-eri in intregul genom al tulpinii studiate, in timp ce un
CRISPR locus cu dimensiunea de 10.687 bp a fost gasit in regiunea de legare J1.

2 %% 2% 5
[ 1 SCCmec type V J1 (CRISPR) I
. L {r‘i’s_‘,@%% e

2
OS-MRSA 41 | M lepotrivire | "‘D‘«WMH—DDW

Figura 9.3. Analiza comparativa a structurii elementului SCCmec in S. aureus JS395 (numarul de
acces DDBJ/ENA/GenBank CP012756) si tulpina OS-MRSA 41
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Analiza secventelor genelor prezente

Analiza secventelor genelor de rezistentd antimicrobiand efectuata prin folosirea abricate
v0.3 (T. Seemann; https://github.com/tseemann/abricate) a dezvaluit prezenta genelor
blaZ, erm(C), fexA, mecA, norA, tet(K) si tet(M) (Tabel 9.2). In plus, s-au observat elemente
genetice mobile cauzate de insertia secventelor cum ar fi (IS)30, 15256, 15431, I1S1181,
[S1182(18Sau3), ISL3 (ISSau8); transpozon (Tn)3; tirozinaza recombinata XerD. Analiza
genomului a ardtat ca genele de rezistenta care ar fi trebuit sd ii confere tulpinii, din punct
de vedere fenotipic, o rezistenta la B-lactami, macrolide, tetracicline si aminoglicozide.

Anaza secventei complexului genei mec. SCCmec de tip V poseda complexul de gene mec
clasa C, iar elementele de reglare mecl-mecR1 sunt absente sau truncate rezultate din
insertia IS431. Secventa genei mec de 1904 bp a fost aproape identica cu cea a lui JS395,
pentru care s-a gasit mecA cu o acoperire a genei 100%, dar cu 99,95% identitate genetica.
Variabilitatea a relevat un SNP (A > G) in pozitia mecA 1770 care este tradus intr-o variatie
de aminoacid in domeniul trans peptidazei (pozitia 589) a proteinei MecA formate (S > P).

Analiza secventei sistemului blaZ. Gena blaZ si genele sale de reglare blal si blaR1 au fost
prezente in tulpina OS-MRSA 41, cu o acoperire de 100%, dar 99,054% identitate,
prezentand sapte SNP-uri. Chiar daca tulpina OS-MRSA 41 a prezentat un nivel de
rezistentd la penicilina (MIC> 0,25 pg/mL), mai multe SNP din secventa genei blaZ pot
contribui la susceptibilitatea fenotipica la oxacilina a tulpinii mecA pozitiva studiata.

Analiza secventei altor gene. BLASTn (Altschul ef al., 1990) a fost realizata fata de o baza
de date genetice personalizate. Tabelul 9.2 descrie factorii de virulentd asociati cu
proteinele responsabile cu aderenta, exotoxinele si exoenzimele exprimate in OS-MRSA
41. Multe exoenzime secretate gasite in OS-MRSA 41 au fost reprezentate de proteaze,
lipaze (cum ar fi glicerol ester hidrolaza) si nucleaze, cu rolul lor specific in patogeneza.
OS-MRSA 41 produce cateva proteaze majore, incluzand o metaloproteinaza (Aur,
aureolizind), doua proteaze cisteinice (SspB, stapopain B si SspC, staphostatina B) si o serin
proteaza (SspA, stapopain A).

Functia biologica a acestor proteaze poate fi privita ca inhibitori potentiali de completare
(Jusko et al., 2014), prin limitarea capacitatii gazdei de a lupta impotriva agentilor patogeni
bacterieni. De exemplu, proteazele de cisteina exprimate prin OS-MRSA 41 pot degrada
elastina, colagenul si fibrinogenul (Ohbayashi ef al., 2011), cele mai importante afectand
tesuturile, ducand la distrugere si ulceratii; in timp ce degradarea imunoglobulinelor
umane poate fi produsa de serin proteaza V8 (Prokesova ef al., 1992). Alte studii au aratat
implicatiile metaloproteinazei Aur in formarea unei serin proteaze mature (Rice et al.,
2001).

Mai mult decat atat, inactivarea peptidelor antimicrobiene poate fi evaluata prin activitatea
metaloproteinazei Aur, care s-a dovedit a avea un mare impact asupra patogenezei
osteomielitei (Cassat et al, 2013). Alte exoproteine géasite in OS-MRSA 41 au fost
reprezentate de stafilokinazd si inhibitor de complement stafilococ (SCIN) implicat in
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degradarea cheagurilor de fibrina datorita activarii plasminogenului in plasmina (Jusko et
al., 2014). In cele din urma, alte exoenzime care codifici factorii de virulenta potentiali sunt
reprezentati de lipaze si nucleaze care pot inactiva acizii grasi si pot scddea activitatea
antibacteriana a neutrofilelor (Otto, 2014).

Mai mult, virulenta OS-MRSA 41 poate fi caracterizata prin secretia mai multor exotoxine,
in care potentialul sau de a provoca posibile boli este mai mare, deoarece poate interveni
direct asupra gazdei (Otto, 2014). Variante de y-hemolizina care codifica genele hilgA, higB
si hlgC au fost gasite in OS-MRSA 41, cu rolul lor prezumtiv in deteriorarea membranei
plasmatice a celulei gazda (Vandenesch et al., 2012).

Mai tarziu, desi MRSA enterotoxigenic in alimente a fost gasit sporadic si tipic asociat cu
produsele lactate (Haran et al., 2012; Carfora ef al., 2015), OS-MRSA 41 codifica mai multe
tipuri de enterotoxine, fapt confirmat de PCR la testarea enterotoxinelor clasice (tipurile
A-E). Astfel de enterotoxine pot fi rezistente la majoritatea enzimelor proteolitice, prin
mentinerea activitatii lor in tractul digestiv dupd ingerare (Ortega ef al., 2010), din acest
motiv prezenta lor si posibila activare nu trebuie ignorate. Cu toate acestea, superantigenul
de toxina pirogenicd, cum ar fi toxina sindromului socului toxic (TSST), exfoliatinele si
leucocidinele, cum ar fi leucocidina Panton Valentine (PVL), nu au fost detectate. Faptul
ca PVL nu a fost detectat nu a fost surprinzator deoarece toate izolatele OS-MRSA testate
din mediul inconjurator, au fost negative pentru acest factor de virulentd, in schimb au fost
detectate genele lukED, care codifica leucotoxina biocomponenta LukE si LukD (Gharsa et
al., 2012) cu activitatea leucotoxica scazuta.

In plus, componentele de adeziune ale peretelui celular (CWA) gisite in OS-MRSA 41 pot
avea un rol in virulenta (Gordon and Lowy, 2008), favorizand bacteriile sd se adapteze la
conditiile de mediu ostile, permitand supravietuirea si promovarea infectiei prin invadarea
si distrugerea tesuturilor gazdei. Pentru ca toate acestea sd se intample, este necesar sa se
exprime regulonul predominant agr in OS-MRSA 41. S-a demonstrat ca sistemul agr este
necesar pentru exprimarea enterotoxinelor stafilococice (Ortega ef al., 2010). Mai mult, la
activare, sistemul agr poate regla sinteza toxinelor si enzimelor extracelulare (Ortega ef al.,
2010); totusi, prezenta genei Bap lipseste, astfel incat proliferarea si producerea matricei
extracelulare (Speziale ef al., 2014) odata atasata la suprafete ar putea lipsi.

Concluzii

In ultimul deceniu, au fost raportate numeroase studii privind detectarea izolatelor OS-
MRSA din tari foarte distincte din punct de vedere geografic (Hososaka et al., 2007; Kumar
et al., 2013; Pu et al., 2014; Andrade-Figueiredo and Leal-Balbino, 2016; Sabat et al., 2015)
dar, dupa cunostintele noastre, acesta este primul raport privind prezenta unei tulpini S.
aureus mecA-pozitiva sensibild la oxacilind in alimentele procesate in Europa. Aceastd
descoperire, impreuna cu rezultatele anterioare obtinute in cadrul grupului nostru
(Rodriguez-Lazaro et al., 2015; Oniciuc ef al.,, 2015) atrage atentia asupra unei rute de
diseminare a tulpinilor de MRSA prin intrarea ilegald cu alimente in Europa.
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Studii privind prezenta izolatelor OS-MRSA in mediul clinic au apdrut din ce in ce mai
mult in ultimii ani, cu o distributie geografica larga; de pe continentul asiatic, cu tari cum
ar fi Taiwan, Japonia sau China, catre cel european(UK) si african (Pournaras et al. 2013).
Desi OS-MRSA a fost in principal circumscrisa mediului clinic, un studiu recent a
demonstrat prezenta izolatelor OS-MRSA la efectivele de animale asociate cu mastita
bovind in patru regiuni diferite din China (Pu et al. 2014) si probe de carne de camila dintr-
magazin in Riyadh, Arabia Saudita (Raji et al. 2016). Deoarece exista foarte putine
informatii despre modul acestora de a recastiga capacitatea completa de reglare a genei
(Sabat et al. 2015), astfel de izolate nu ar trebui neglijate deoarece pot acumula o rezistenta
neobisnuita sub selectia antibioticelor datoritd genei mecA (Saeed et al. 2014) si, in schimb,
ar trebui sd fie considerate de importanta primordiala.

Cu toate acestea, pand la acest studiu, tulpini de OS-MRSA nu au fost raportate in
produsele alimentare procesate. Interesant, tulpina OS-MRSA analizatd in acest studiu a
fost clasificatd ca MRSA-ST5-V, care a fost identificatd anterior si in izolatele OS-MRSA
din mediul inconjurator (Pu et al., 2014; Raji et al., 2016). Tipurile de secvente MRSA ST's
si SCCmec identificate in izolate din comunitétile non-clinice sunt diferite de cele
recurente, izolate in medii clinice. Acest lucru ar putea sugera cd o diseminare semnificativa
din mediul medical in mediul inconjurdtor nu a apdarut incd, deoarece tulpinile OS-MRSA
din mediul inconjurator prezintd un profil genetic distinctiv. Pana in prezent, izoldrile
clinice de tulpini OS-MRSA din mediul medical au aratat tipuri variabile ST si SCCmec,
indiferent de originea geografica din care au fost recuperate.

In concluzie, raportdm, pentru prima data, prezenta OS-MRSA in Europa intr-un produs
de origine animala, procesat. Desi aceastd variantd de MRSA pare a fi rara, aceasta are o
importanta deosebitd pentru sdnatatea publica din cauza potentialului sdu de a dezvolta
tulpini de MRSA foarte rezistente sub tratament cu antibiotice f-lactamice si deoarece s-ar
putea sa nu fi fost detectate prin proceduri standard de testare. Demonstrarea faptului ca
noua variantd de MRSA, OS-MRSA, este deja prezenta in alimentele din Europa, subliniaza
necesitatea de a nu subestima alimentul ca fiind o ruta a transmiterii MRSA, precum si
necesitatea monitorizarii prezentei si evolutiei OS-MRSA in produsele alimentare si
mediul inconjurator. Cu toate acestea, sunt necesare studii suplimentare pentru a identifica
factorii si mecanismele genetice suplimentare in cazul acestor izolate.
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CAPITOL 10

Evaluarea mediilor cromogene pentru confirmarea tulpinilor MRSA izolate din

mediul clinic, animale si alimente de origine animala

Mai multe medii cromogene disponibile in comert au fost dezvoltate pentru a facilita
screening-ul MRSA, iar unele studii au evaluat performantele lor de diagnosticare
(Verkade et al., 2011; Veenemans et al., 2013; McElhinney et al., 2013). Cu toate acestea, s-
au concentrat in principal pe probe clinice si de aceea exista un decalaj de cunostinte
privind tulpinile de MRSA din probele de animale si de alimente. Prin urmare, in acest
studiu am evaluat performantele a doua medii cromogene, Brilliance MRSA 2 Agar
(ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, SUA) si ChromID MRSA Agar (bioMérieux,
Franta) (Figura 10.1) ca teste rapide de screening MRSA de confirmare a izolatelor S.
aureus dintr-o gama larga de probe, de diferite origini: probe clinice, animale si alimentare.
Am evaluat, folosind testul McNemar pentru esantioane pereche, daca exista diferente
semnificative, din punct de vedere statistic, intre metoda de referinta, detectarea
moleculard a genelor de rezistenta mecA si mecC si confirmarea MRSA prin utilizarea
ambelor medii cromogene.

Figura 10.1. Evaluarea mediilor cromogene pentru detectarea MRSA: mediul Baird Parker
(partea stanga), Brilliance MRSA 2 Agar (centru) si MRSA ChromID Agar (partea dreaptd)
(www.oxoid.com; www.biomerieux.com)

Rezultate si discutii

Studiile au aratat ca nu exista diferente semnificative din punct de vedere statistic intre
confirmarea MRSA prin mecA/mecC PCR si in cazul ambelor medii cromogene (p = 0,013
pentru Brilliance MRSA 2 agar si p= 1,000 pentru ChromID MRSA agar). In schimb, o
diferenta semnificativd din punct de vedere statistic a fost observata intre rezultatele
obtinute de ambele medii cromogene (p= 0,003). ChromID MRSA agar a arétat valori mai
bune ale performantei (sensibilitate si specificitate) decat Brilliance MRSA 2 agar (Tabelul
10.1): 83 si 84 din 85 MRSA mecA/mecC pozitiv au fost detectate prin Brilliance MRSA 2
agar si respectiv MRSA ChromlID agar, la o sensibilitate de 97,7% si 98,8%. Specificitatea
generald a fost, de asemenea, mai mare pentru ChromID MRSA agar (100% fata de 92,9%)
(Tabelul 10.1). Remarcabil, ambele medii cromogenice au fost capabile sa detecteze
tulpinile de MRSA mecC-pozitiv.
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Tabelul 10.1. Performanta comparativi a diagnosticului mediilor cromogene Brilliance MRSA 2
agar si MRSA ChromlID agar, pentru detectarea izolatelor provenite de la animale, probe de
alimente sau izolate clinice

Izolate clinice (n=70) Izolate delaanimale Izolate prin probe de

Performanta*

> Ln_4Q) alizaanta (n_191)

Brilliance _Chrom ID __ Brilliance Chrom ID __ Brilliance Chrom ID

Pozitiv 67 68 4 4 12 12
False negativ 1 0 0 0 1 1
Negativ 2 2 44 44 96 108
Fals pozitiv 0 0 0 0 12 0
Sensibilitate 98,5 100 100 100 92,3 92,3
Specificitate 100 100 100 100 88,9 100
PPV 100 100 100 100 50,0 100
NPV 66,7 100 100 100 99,0 99,1

Nota: *PPV- valori pozitive predictive; NPV - valori negative predictive.

Analiza segregatd a rezultatelor in functie de originea izolatelor (clinice, animale si produse
alimentare) a demonstrat ca performanta pentru izolatele clinice si animale a fost excelenta
indiferent de mediul cromogen utilizat (de exemplu, 100% specificitate si sensibilitate in
probele de animale si 100% specificitate si sensibilitate sau 100% si 98,5% in probele clinice
prin utilizarea mediul cromogen ChromID MRSA, respectiv, Brilliance MRSA 2 agar).
Aceste rezultate sunt similare cu cele obtinute anterior in probele clinice (McElhinney et
al.,2013; Veenemans ef al., 2013). Cu toate acestea, s-a observat o performanta semnificativ
mai scazutd in confirmarea izolatelor MRSA din alimente utilizand Brilliance MRSA 2 agar
in comparatie cu confirmarea MRSA pe bazd de PCR (p= 0,003) sau ChromID MRSA agar
(p=0,001). In plus, rezultatele obtinute prin utilizarea Brilliance MRSA 2 agar in izolatele
derivate din alimente diferd semnificativ de cele obtinute in izolatele clinice si animale (p=
0,0001).

Interesant, majoritatea valorilor fals pozitive prin utilizarea Brilliance MRSA 2 agar au fost
detectate in probele de lapte si branzd, indiferent de perioada de izolare sau de originea
geografica (10 din 12 fals negative, 83,3%). O constatare remarcabild este cd sensibilitatea
obtinutd in probele de alimente de ambele mediile cromogene nu a fost 100%, deoarece in
ambele cazuri a fost o proba identificata ca fals negativa. Acest izolat particular apartine
unui nou tip MRSA emergent: OS-MRSA, care contine mecA, dar este sensibil atét la
cefoxitind cét si la oxacilina.

In concluzie, utilizarea plicilor cu agar cromogen pentru confirmarea MRSA a izolatelor
de S. aureus poate oferi o bund performanta de diagnostic, indiferent de tipul de mediu
cromogen utilizat sau de originea izolatelor S. aureus. Cu toate acestea, rezultatele noastre
au aratat o performanta mai scazuta a diagnosticului pentru confirmarea tulpinilor de
MRSA provenite din probele de alimente de origine animala prin utilizarea mediului
Brilliance MRSA 2 agar. Acest fapt ar trebui luat in considerare la proiectarea screening-
ului MRSA pentru probele de alimente si tulpinile izolate din mediul fabricilor de procesare
a alimentelor asociate.
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Concluzii Generale

Activitdtile de cercetare realizate in aceasta teza de doctorat s-au axat pe analiza tulpinilor

de MRSA izolate din alimente de origine animala, produse in casé sau la nivel industrial,

introduse ilegal in UE din tdri care nu au aderat la aceastd comunitate. Pe baza rezultatelor

obtinute, au fost formulate mai multe concluzii:

¢

Prevalenta crescuta a bacteriei Staphylococcus aureus (14,1%) si MRSA (2,5%) in
alimente evidentiaza riscul potential generat asupra consumatorilor, cauzat de
introducerea in UE a produselor alimentare, pe cale ilegala, prin diferite rute, cum
ar fi aeroporturile sau frontierele terestre;

Prezenta tulpinilor enterotoxigenice HA-, CA- si LA-MRSA identificate in
alimentele de origine animald introduse ilegal in UE nu trebuie neglijata, deoarece
rolul lor patogen nu este cunoscut;

Activarea enterotoxinelor clasice si prezenta lor potentiala in produsele transportate
de caldtori in bagajele lor nu ar trebui ignorate;

Detectarea liniilor genealogice distincte asociate animalelor (ST398-MRSA-V) sau
comunitdtilor (ST8-MRSA-IV/V si ST1649-MRSA-1IV) subliniaza faptul cd
importul ilegal de alimente de origine animala constituie cdi de transmisie a
bacteriei S. aureus rezistenta la antibiotice;

A fost izolata pentru prima oara o tulpina ST5-OS-MRSA-V (OS-MRSA 41)
asociatd cu un produs procesat de origine animald, transportat ilegal de cétre un
pasager din Turcia catre aeroportul din Viena. Analiza WGS a aratat cd mai multe
mutatii in genele de rezistentd mecA si blaZ ar putea fi responsabile pentru nivelul
scazut de concentratie minima inhibitorie a oxacilinei in background-ul genetic al
acestei tulpini;

A fost evaluatd capacitatea tulpinilor de S. aureus si MRSA de a forma biofilme,
evidentiind faptul ca acestea pot adera moderat sau puternic pe suprafete;

S-au observat diferite capacititi de aderare a biofilmelor, in functie de liniile
genealogice ale tulpinilor de MRSA analizate, unde productie mai mare de biomasa
s-a observat in cazul acelor tulpini care poseda SCCmec type IV;

Utilizarea metodelor microbiologice conventionale a fost urmata de tehnicile de
detectie moleculara, mai sensibile, pentru validarea si/sau evidentierea tiparelor
genetice in randul tulpinilor analizate;

Performanta scazuta a mediului cromogen Brilliance MRSA 2 in ceea ce priveste
confirmarea tulpinilor de MRSA izolate din produsele alimentare, indica faptul ca
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utilizarea exclusivd a metodelor conventionale ar putea duce la rezultate fals
pozitive;

¢ Necesitatea unor masuri eficiente la punctele de control la frontierd este imperativa
pentru reducerea prevalentei si diseminarii MRSA legate de materiile prime
provenite de la animale si alimentele asociate.

Rezumand, epidemiile ar putea fi detectate din timp daca s-ar aplica strategii holistice, care
sa cuprinda toate aspectele relevante ale lantului alimentar in ansamblu, de la productia
primara la consumatorii finali.

Prin cercetarea realizatd, am demonstrat necesitatea efectuarii unor astfel de studii pentru
a caracteriza tulpinile de MRSA izolate din alimente din punct de vedere fenotipic si
genotipic, pentru a imbunatati programele de prevenire/control si supraveghere. Mai mult,
cercetarea deschide noi directii pentru fabricile de procesare a alimentelor, contribuind la
imbunatatirea sigurantei si igienei alimentare.

Dincolo de aspectele stiintifice, aceasta teza contribuie la baza de date globald privind
epidemiologia lui Staphylococcus aureus rezistent la antimicrobiene.

Contributii originale

In urma rezultatelor obtinute in prezenta tezd, am contribuit la extinderea cunostintelor
actuale legate de Staphylococcus aureus si rezistenta lui antimicrobiana, prin urmatoarele
elemente cheie:

¢ Evaluarea pentru prima datd a lui S. aureus privind introducerea in UE prin
importuri necontrolate (cum ar fi alimentele neprocesate si RTE colectate fie din
aeroporturi, fie de la granitele terestre ale UE);

¢ Raportarea pentru prima datd a prezentei tulpinilor HA-, CA- si LA-MRSA in
produsele alimentare confiscate de la caldtori venind din tari non-UE;

¢ Raportarea pentru prima datd a unei tulpini ST5-OS-MRSA-V asociatd cu un
produs alimentar procesat. Aceastd constatare evidentiazd rolul potential al
alimentelor ca pe o ruta de diseminare a acestei noi variante emergente de MRSA;

¢ Analiza comparativa a genomului tulpinii OS-MRSA cu alte tulpini de S. aureus deja
publicate in literaturd;

¢ Caracterizarea matricelor biofilmelor formate de tulpini S. aureus prin teste chimice
si enzimatice, raportind ca proteinele au fost principala sursa pentru mentinerea
structurii biofilmelor formate de catre tulpinile S. aureus izolate din surse
alimentare (confirmate prin teste CLSM). Astfel de studii sunt necesare deoarece
pot fi dezvoltate solutii de curdtare adaptate pentru diferite suprafete intalnite in
fabrici;

¢ Compararea caracteristicilor genotipice ale tulpinilor izolate de MRSA cu
capacitatea lor de a forma biofilme, in care am confirmat ca acele casete SCCmec
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mai mici conferd tulpinilor care le posedd o capacitate mai mare de formare a
biofilmelor;

¢ Demonstrarea necesitatii utilizarii unor tehnici de biologie moleculard, cum ar fi
PFGE sau MLST, pentru evidentierea relatiilor genetice care ar putea exista intre
izolatele de MRSA analizate. Rezultatele obtinute au contribuit la imbunatatirea
bazei de date cu privire la acest agent patogen alimentar, relatia geneticd existenta
intre izolate, dar si la compararea profilurilor alelice cu datele disponibile in baza de
date MLST ale S. aureus in scopuri de trasabilitate;

¢ Gestionarea diferitelor instrumente de secventiere si bioinformatica pentru analiza
si interpretarea datelor obtinute in teza de fatd;

¢ Confirmarea rolului potential al produselor alimentare in prevalenta si diseminarea
cu succes a diferitelor linii ale MRSA in randul alimentelor introduse si vandute
ilegal in UE;

¢ Necesitatea implementarii programelor de supraveghere a lantului alimentar din
Romania, in cazul aparitiei unei epidemii precoce provocat de clonele asociate
animalelor;

¢ Cercetarea realizata in actuala teza de doctorat deschide noi directii privind modul
in care MRSA trebuie privit din perspectiva sigurantei alimentare, in timp ce
programele de monitorizare si supraveghere nu ar trebui privite ca fiind optionale,
ci ca fundamentale pentru controlul MRSA.

Perspective viitoare de cercetare

¢ Corelarea caracteristicilor genotipice ale izolatelor MRSA analizate cu
susceptibilitatea acestora la uleiuri esentiale si extracte din plante;

¢ Evaluarea activitatii unor astfel de compusi alternativi (uleiuri esentiale si extracte
diferite) impotriva biofilmelor formate de tulpini MRSA;

¢ Evaluarea acoperirilor alternative (bazate pe nanoparticule de oxid de zinc) asupra
inhibarii tulpinilor de S. aureus de a adera si forma biofilme;

¢ Evaluarea riscului produs de S. aureus si a rezistentei sale antimicrobiene de-a
lungul lantului alimentar din Romania;
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