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Obiectivul etapei 1 /2017

Planificarea si pregatirea etapei de teren a studiului epidemiologic

Activititi

Obtinerea avizului de etica

Redactarea procedurilor de operare standard care vor fi utilizate pe perioada proiectului

Studii preliminare in vederea stabilirii protocoalelor de analiza ce vor fi aplicate probelor de

apa uzata in etapele urmatoare ale proiectului

1. Obiective/Activitati etapa 2017




2. Rezumatul etapei

Obiectivul primei etape a proiectului AWARE-WWTP a fost planificarea si
pregitirea etapei de teren a studiului epidemiologic.

Tn acest scop, au fost organizate saseteleconferinte lunare la care au participat toti
membrii consortiului, in cadrul carora s-au discutat aspecte legate de structura chestionarului
care va fi utilizat in studiul epidemiologic (aprobarea structurii preliminare a chestionarului—
intrebari aplicabile rezidentilor si respectiv angajatilor SE), structura website-ului, aprobarea
logo-ului proiectului, selectia statiilor de epurare a apelor reziduale, astfel incat sa fie
indeplinit criteriul includerii in studiul epidemiologic a 100 de angajati ai SE si a 400 de
rezidenti care locuiesc in imediata vecinatate a SE, perioadele campaniilor de prelevare
probelor de apa uzata, materii fecale si aer (acestea au fost stabilite pentru a fi realizate in
doud campanii, in lunile de primédvara si toamna ale anului 2018), volumul probelor analizate
(in dezbatere), modalitatea de transport al probelor intre parteneri, precum si conservarea
acestora (-80°C), estimari preliminare ale numarului de analize microbiologice si moleculare
care vor fi efectuate (partenerul roman va procesa in cadrul acestui proiect cca 200 probe de
apa, 900 de probe de materii fecale si 3000 de tulpini microbiene).

Pentru obtinerea avizului de etica din partea Comisiei de Eticd a Universitatii din
Bucuresti au fost completate documentele solicitate, respectiv Anexa 1 — Cerere pentru
avizul de etica, Anexa 2- Cercetare demarata sau finalizatd fara aprobarea Comisiei de Etica a
Cercetarii, Foaia de informare, Consimtaméantul informat.

In cadrul acestei etape, partenerul roméan a realizat redactarea drafturilor
procedurilor de operare standard (POS) care vor fi utilizate pe perioada proiectului,
respectiv procedurile de recoltarea probelor de apa, analiza coliformi si E. coli, extractia ADN
din probe de apa, aer, materii fecale, izolarea si identificarea tulpinilor de enterobacterii
producatoare de beta-lactamaze de spectru larg (ESBL) si carbapenemaze (CRE) din probe de
apa si materii fecale, determinarea profilurilor de sensibilitate la antibiotice, evidentierea
genelor ESBL si CRE prin PCR.

Partenerul roman a realizat de asemenea studii preliminare Tn vederea optimizarii
unor protocoale de analiza ce vor fi aplicate probelor de ape uzate in etapele urmatoare a
proiectului, respectiv selectia mediilor de culturipentru analiza microbiologica a probelor de
apa reziduald, validarea metodei de izolare, identificare si cuantificare a izolatelor
producdtoare de ESBL si CRE din probe de apa reziduala,cu probe de apd reziduala

contaminate artifcial cu bacterii rezistente. Determinarea domeniului de testare a metodei



membranei filtrante aplicate probelor de apa reziduala a aratat ca un nivel de contaminare de
10° UFC/100 ml cu E. coli ATCC 25922 si respectiv E. coli 127 ESBL+ conduce la formarea
de colonii ce pot cuantificate la dilutia de 10 pe mediu selectiv ESBL Brilliance agar,
demonstrand cd metoda membranei filtrante cu utilizarea acestui mediu cromogen prezinta un
nivel de sensibilitate adecvat detectiei in probe de apd reziduala a tulpinilor de E. coli
producdtoare de ESBL. De asemenea, analiza probelor de apa reziduald necontaminatd si
respectiv contaminata cu o tulpina de E. coli ESBL-negativa, prin metoda membranei filtrante
utilizdnd mediul selectiv ESBL Brilliance agar nu a condus la aparitia de colonii bacteriene,
ceea ce indica specificitatea ridicata a metodei de analiza pentru detectia tulpinilor de E. coli
ESBL+.

Partenerul roméan a demarat de asemenea activitatea de selectare a SE, dintre statiile
de epurare orasenesti cu treaptd secundarid si tertiard de epurare si imprejurimile
acestora. Vor fi vizate in studiu SE din judetele: Satu Mare, Sibiu, Suceava, Tulcea,
Constanta, Vrancea, Dambovita, lalomita, Ilfov, Gorj, Timis, corespunzitoare principalelor
regiuni de dezvoltare Nord-Vest, Centru, Nord-Est, Sud-Est, Sud-Muntenia, Bucuresti — llfov,
Sud-Vest Oltenia, Vest.

Apreciemca toate activitatile prevazute pentru prima etapa a proiectului au fost

indeplinite.



3. Descrierea stiintificasi tehnicicu punerea in evidenta a rezultatelor etapei si gradul de
realizare a obiectivelor; (se vor indica rezultatele)
Introducere

Rezistenta multipld la antibiotice constituie in prezent o problema de sanatate la nivel
global. Utilizarea excesiva si/sau inadecvata a antibioticelor a condus la emergenta de bacterii
rezistente la majoritatea (rezistentd extinsd) sau chiar la toate (panrezistentd) antibioticele
disponibile. Rezistenta la antibiotice (RA) a fost considerata in primul rand o problema de
naturd clinica, insd, recent numeroase date sugereaza ca alte medii, precum statiile de epurare
ale apelor reziduale, efluentii fabricilor de produse farmaceutice, acvacultura si fermele de
animale pot fi rezervoare de bacterii rezistente si de gene de rezistentd asociate (Thanner si
colab., 2016). Astfel, introducerea continud si necontrolata a antibioticelor in diferite medii
naturale afectate de activitatea umana poate conduce la emergenta unor noi mecanisme de RA
si diseminarea acestora prin transfer orizontal de gene (Cabello, 2006; Penders si Stobberingh,

2008; Economou si Gousia, 2015; Wellington, si colab., 2013).

Statiile de epurare ale apelor reziduale (SE) se caracterizeaza prin conditii adecvate
pentru emergenta bacteriilor multirezistente. Procesele de tratament ale apelor reziduale
contribuie la intesificarea selectiei, co-selectiei si selectiei Incrucisate a determinantilor de RA
ca urmare a expunerii continue a bacteriilor la substante antimicrobiene (Szczepanowski si
colab., 2005; Xu si colab., 2015; Wellington, si colab., 2013). Analiza chimicd a apelor
reziduale provenite de la influentii din jurul fabricilor de antibiotice a relevat prezenta
compusilor de naturd farmaceutica sau a derivatilor acestora care pardsesc in cea mai mare
parte statiile de epurare a apelor reziduale, poland mediile naturale. Concentratii ridicate de
antibiotice, precum oxitetraciclina sau ciprofloxacina, au fost detectate in apele reziduale
provenite de la unitatile de productie a antibioticelor in China (Li si colab., 2008), India
(Larsson, 2008) sau Pakistan (Guerin si colab., 2009). Un studiu epidemiologic amplu,
realizat in SUA, ce a inclus monitorizarea produselor farmaceutice si a angajatilor unei SE, a
aratat antibioticele constuie a doua cea mai abundenta clasa de substante chimice, cel mai
frexvent fiind intalnite n ordinea descrescatoare a concentratiei variind intre: 6.8 +£ 2.3 51 0.8
+ 0.2 mg kg*: ciprofloxacini > ofloxacind > 4-epitetraciclind > tetraciclind > minocicline >
doxiciclind > azitromicind (McClellan si Halden, 2010). Diferiti factori, ce includ originea
influentului, conditiile de tratare, proprietdtile antibioticelor, precum si conditiile de mediu
influenteazd concentratiile de antibiotice detectate (Horsing si colab., 2011; Chen si colab.,

2013; Li si colab., 2013).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5088501/#B150

Deasemenea, aceste ape reziduale contin integroni si plasmide R conjugative,
constituind rezervoare de gene de AR, ce pot fi diseminate in efluenti si astfel in medii
acvatice naturale (rauri, lacuri), iar Tn cazul utilizarii apei tratate pentru irigare in agriculturd

aceste gene de rezistentd in ajung in sol, plante, animale (Pignato si colab., 2009).

.....

aval si amonte de SE a ardtat valori ale concentratieci minime inhibitorii (CMI) mai mari
pentru sapte clase de antibiotice la izolatele din aval, confirmand faptul ca substantele

antimicrobiene actioneaza ca factor de selectie a RA in interiorul SE.

Numeroase studii au demosntrat incidenta crescuta a RA 1in efluentii spitalelor
(Reinthaler si colab., 2003; Kiimmerer, 2004; Baquero si colab., 2008; Martinez, 2009;
Czekalski si colab., 2012). Analiza comparativa enterococilor din efluentii primari si din apa
reziduald tratatd in SE care colecteaza efluentii pretratati industriali si din activitati casnice a
ardtat o RA crescuta a acestora la ciprofloxacind (33%), eritromocina (40%) si, respectiv,
tetraciclind (57%) (Ferreira da Silva M si colab., 2007). Baldini si Selzer (2008) au studiat
prevalenta si pattern-urile de RA la speciile de enterococi din apele estuarului Bahia Blanca si
au aratat ca 34% din tulpinile izolate au manifestat sensibilitate la toate antibioticele testate,
rezultate care conduc spre ipoteza conform careia tulpinile rezistente au provenit din medii

spitalicesti si ulterior s-au raspandit in mediile acvatice naturale.

SE constituie un mediu bogat din punct de vedere al nutrientilor, in care populatiile
microbiene si grupele de bacterii sunt expuse la fluctuatii mari, din punct de vedere calitativ si
cantitativ. Expunerea comunitatilor microbiene acvatice la diferiti factori favorizanti de
rezistentd, precum antibiotice, biocide, metale, gene de rezistentd dar si patogeni continand
gene de rezistenta la multiple antibiotice poate determina dezvoltarea de noi forme de
rezistentd. Proiectul AWARE-WWTP isi propune a abordarea uneia dintre cele mai relevante
probleme pentru sandtatea publica reprezentatd de RA in SE pentru identificarea cailor de
transmitere a RE si a riscurilor de expunere, pentru propunerea de masuri de reducere a

acestora.

Obiectivul primei etape a proiectului AWARE-WWTP a fost planificarea si
pregitirea etapei de teren a studiului epidemiologic. Pentru indeplinirea acestui obiectiv au

fost realizate urmatoarele activitati:

Act.1. Participarea la teleconferintele lunarein cadrul carora s-au discutat aspecte

legate de structura chestionarului care va fi utilizat in studiul epidemiologic (aprobarea



structurii preliminare a chestionarului— intrebari aplicabile rezidentilor si respectiv angajatilor
SE), structura website-ului, aprobarea logo-ului proiectului, selectia statiilor de epurare a
apelor reziduale, astfel incat sa fie indeplinit criteriul includerii in studiul epidemiologic a 100
de angajati ai SE si a 400 de rezidenti care locuiesc in imediata vecindtate a SE, perioadele
campaniilor de prelevare probelor de apd uzatd, materii fecale si aer (acestea au fost stabilite
pentru a fi realizate in doud campanii, in lunile de priméavara si toamna ale anului 2018),
volumul probelor analizate (in dezbatere), modalitatea de transport al probelor ntre parteneri,
precum si conservarea acestora (-80°C), estimari preliminare ale numadrului de analize
microbiologice si moleculare care vor fi efectuate (partenerul roman va procesa in cadrul
acestui proiect cca 200 probe de apa, 900 de probe de materii fecale si 3000 de tulpini

microbiene).

Act.2. Obtinerea avizului de etica din partea Comisiei de Etica a Universititii din

Bucuresti

Tn acest scop au fost completate documentele solicitate, respectiv Anexa 1 — Cerere
pentru avizul de etica, Anexa 2- Cercetare demarata sau finalizata fara aprobarea Comisiei de

Etica a Cercetarii, Foaia de informare, Consimtamantul informat.

Act. 3.Redactarea drafturilor procedurilor de operare standard (POS) care vor fi

utilizate pe perioada proiectului

Au fost redactate POSde recoltare a probelor de apa;identificarea si determinarea
numarului total de bacterii coliforme si a celulelor apartindnd speciei E. coli; extractia ADN din
probe de apd, aer, materii fecale; izolarea si identificarea tulpinilor de enterobacterii
producatoare de beta-lactamaze de spectru larg (ESBL) si carbapenemaze (CRE) din probe de
apa si materii fecale; determinarea profilurilor de sensibilitate la antibiotice ale tulpinilor de
enterobacterii producatoare de beta-lactamaze de spectru larg (ESBL) si carbapenemaze

(CRE); evidentierea genelor ESBL si CRE prin PCR.

Act. 4. Studii preliminare in vederea optimizirii unor protocoale de analiza ce
vor fi aplicate probelor de ape uzate in etapele urmatoare ale proiectului, respectiv
selectia mediilor de culturd pentru analiza microbiologicd a probelor de apa reziduala,
validarea metodei de izolare, identificare si cuantificare a izolatelor producatoare de ESBL si
CRE din probe de apa reziduald, cu probe de apa reziduala contaminate artifcial cu bacterii

rezistente.



4.1. Analiza probelor de apa reziduala contaminate prin metoda membranei
filtrante.

Analizele microbiologice au fost efectuate utilizand metoda membranei filtrante (Novo
si colab., 2013). Membranele filtrante prin care s-a realizat filtrarea unui volum de 10 ml din
fiecare dilutie zecimald (1073, 104, 10° si 10®) de apa reziduald au fost incubate pe diferite
medii de culturd pentru izolarea tulpinilor de E.coli. Dilutiile zecimale corespunzatoare unui
numir de 108 UFC/ml vor fi selectate pentru analizele microbiologice si respectiv analiza de
date. Toate experimentele au fost realizate in duplicat.

Determinarea domeniului de testare (validarea) a metodei de analiza a probelor de apa
reziduald s-a efectuat utilizdnd tulpina microbiana de E. coli ATCC 25922 (tulpina de
referintd sensibila la antibiotice) si respectiv tulpini de E. coli izolate din clinica, cu fenotip
cunoscut de ESBL (E. coli 120 ESBL+ si E. coli 127 ESBL+).

Contaminarea artificiald a probei de apa uzata s-a realizat cu suspensii bacteriene
corespunzatore standardului Mcfarland (1.5 x 108 UFC/ml) obtinute din culturi bacteriene de
18-24 ore pe mediu geloza simpla. Suspensiile si dilutiile au fost pregatite in ser fiziologic
steril. Probele de apa contaminate artificial au fost constituite astfel incat sd contina
aproximativ 106 UFC/100 ml apa reziduala (efluent), din fiecare tulpini bacteriana, in fiecare
proba de apa uzata. S-a ales aceasta valoare, deoarece densitatea celulelor de E. coli rezistente
la cefotaxim in efluentii unui spital din Franta a fost estimati la 10° UFC/L (Drieux si colab.,
2016).

Probele de apa reziduala analizate au fost reprezentate de:

- Proba 1 = apa uzata necontaminata, utilizata drept control

- Proba 2 = apa uzata contaminata cu E. coli ATCC 25922

- Proba 3 = apa uzatd contaminata cu E. coli 127ESBL+

- Proba 4 = apa uzata contaminata cu E. coli ATCC 25922 si E.coli 127 ESBL+

Probele de apa reziduald si respectiv, probele contaminate au fost analizate prin
metodd membranei filtrante. Astfel, din fiecare proba au fost realizate urmatoarele dilutii
zecimale: 103, 104, 107 si 1078, care ulterior au fost filtrate prin membrane filtrante (0.45 pm,
Millipore). Filtrele au fost apoi depuse pe mediu cromogen pentru coliformi totali (Coliforms
Chromogenic Agar (CCA) ISO 9308 Pronadisa) si ESBL Brilliance agar (bioMérieux, Marcy
I’Etoile, France) (Galvin si colab., 2010) si incubate la 37°C timp de 18-24 de ore. Mediul de
cultura ESBL Brilliance agar este un mediu cromogen utilizat pentru detectia bacteriilor
producatoare de ESBL. Acest mediu asigurd identificarea prezumtiva a tulpinilor E. coli si

precum si a grupului KESC producatoare de ESBL direct din probele clinice. Contine



Cefpodoxima, in asociatie cu alti agenti antibacterieni cu rol de a inhiba cresterea tulpinilor de
Enterobacteriaceae non-ESBL. Diferentierea celor mai frecvente organisme producatoare de
ESBL se obtine prin includerea a doi agenti cromogeni specifici pntru doud enzime. Grupul
KESC exprima galactozidaza, conducand la colonii de culoare verde. In schimb, tulpinile de
E. coli, exprima galactozidaza si glucuronidaza, conducénd la formarea de colonii albastre;
tulpinile de E. coliR-galactosidaza - negative formeaza colonii roz.

4.2. Rezultate

4.2.1. lzolarea tulpinilor de E. coli din probele de apa reziduala contaminate artificial prin
metoda membranei filtrante.

Analiza placilor cu mediu de culturd, inoculate cu membranele filtrante, a condus la
urmatoarele rezultate:

Inocularea pe mediu cromogen CCA ISO 9308 Pronadisa a condus la crestere
bacteriand 1n cazul tuturor probelor de apa reziduald analizate, la toate cele trei dilutii
zecimale insimantate (10, 10° si 10®). Probele de api reziduald contaminate artificial au
condus la formarea unui numar de unitati formatoare de colonii, pe mediu de culturad
respectiv, mai mare decat in cazul probei de apa reziduala necontaminate (tabelul 1, figura 1).
Pe acest mediu de culturd s-au obtinut trei tipuri de colonii: colonii albe, colonii roz

caracteristice coliformilor si colonii albastru-inchis, caracteristice tulpinilor de E. coli.

Tabelul 1. Determinarea numarului de UFC pe mediu cromogen pentru coliformi totali (CCA agar)

Proba 1 Proba 2 Proba 3 Proba 4
Apa reziduala Apa reziduala Apa reziduala Apa reziduala
necontaminata contaminata artificial contaminata artificial contaminata artificial
cu E. coli ATCC cu E. coli 127 ESBL+ | cu E. coli ATCC 25922
25922 si E. coli 127 ESBL+
1.4 x 108 UFC/10 ml 107 UFC/10 ml 1.3 x 10" UFC/10 ml 1.7 x 10" UFC/10 ml
Proba 1 Proba 2 Proba 3 Proba 4
Apa reziduala contaminata
Apa reziduala Apa reziduala contaminata Apa reziduala contaminata cu E. coli ATCC 25922 si

neconmmm cu E. coli ATCC 25922 cu E. coli 127 BLSE+ E.coli 127 BLSE+

Figura nr. 1. Aspectul calitativ si cantitativ al culturilor bacteriene obtinute pe mediul cromogen CCA.



Inocularea pe pe mediu ESBL Brilliance agar (bioM¢érieux, Marcy 1’Etoile, France) a
condus la crestere bacteriana in cazul probelor de apa reziduala contaminate artificial cu
tulpina de E. coli 127 ESBL+, la toate dilutiile zecimale insimantate (103, 10 si 10).
Probele de apa reziduala necontaminate si respectiv contaminate cu E. coli ATCC 25922 au
prezentat o reducere seminficativa a cretterii bacteriene pe mediul ESBL Brilliance agar
(figura 2, tabelul 2). Pe acest mediu de cultura s-au obtinut colonii albastre si respectiv roz,

corespunzatoare tulpinilor de E. coli.

Proba 1 Proba 2 Proba 3 Proba 4
) ) Apa reziduala contaminata
Apa reziduala Apa reziduala contaminz@, Apa reziduala contaminata cu E. coli ATCC 25922 si
necontaminata cuE. coli ATCC 25922 |  cuE. coli127 BLSE+ E.coli 127 BLSE+
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Figura nr. 2. Aspectul culturilor obtinute pe mediul ESBL Brilliance agar.

Tabelul 2. Determinarea numarului de UFC pe mediu cromogen ESBL Brilliance agar.

Proba 1 Proba 2 Proba 3 Proba 4
Apa reziduala Apa reziduala Apa reziduala Apa reziduala
necontaminata contaminati artificial contaminati artificial contaminata artificial
cu E. coli ATCC cu E. coli 127 ESBL+ | cu E. coli ATCC 25922
25922 si E. coli 127 ESBL+
3 x 10% UFC/10 ml 2 X 103UFC/10 ml 5.6 x 108UFC/10 ml 4.7 x 108UFC/10 ml

4.2.2. Identificarea tulpinilor de E. coli din probele de apa reziduala contaminate artificial
Coloniile obtinute pe mediul de cultura ESBL Brilliance agar au fost repicate in scopul

identificarii si determinarii spectrului de sensibilitate la antibiotice. Mediile de cultura

utilizate au fost reprezentate de: Muller Hinton sange 5%, ESBL Brilliance agar si McConkey

agar. Rezultatele sunt prezenate n figura 3 si figura4.



Proba 2

Proba 1 Apa reziduala contaminata
Apa reziduala cu E. coli ATCC 25922
necontaminata

Figura nr. 3. Aspectul culturilor bacteriene obtinute pentru proba 1 si respectiv proba 2
pe mediile de cultura McConkey si ESBL Brilliance agar. Pe mediul ESBL Brilliance agar se remarca absenta
coloniilor de culoare albastra caracateristice tulpinilor de E. coliproducatoare de ESBL.

Proba 4
Eransa Apa reziduala contaminata
Apa reziduala contaminata cu E. coli ATCC 25922 s1
cu E. coli 127 BLSE+ E.coli 127 BLSE+
™ —; g

Figura nr. 4. Aspectul culturilor bacteriene obtinute pentru porba 1 si respectiv proba 2
pe mediile de cultura McConkey ti ESBL Brilliance agar. Pe mediul ESBL Brilliance agar se observa colonii de
culoare albastra caracteristice tulpinilor de E. coli producatoare de ESBL.



Izolatele bacteriene pentru care s-au obtinut culturi microbiene caracteristice tulpinilor
de E. coli (colonii albastre) pe mediul de cultura ESBL Brilliance agar, au fost ulterior
analizate Tn vederea stabilirii spectrului de sensibilitate la antibiotice.

4.2.3. Determinarea spectrului de sensibilitate la antibiotice al tulpinilor de E. coli din
probele de apa reziduala contaminate artificial

Testarea sensibilitatii la antibiotice s-a efectuat prin metoda difuzimetrica. Tulpinile de
E. coli ATCC 25922 si E. coli 127 ESBL+, au fost utilizate ca tulpini control ESBL
negativesi respectiv ESBL+. Rezultatele sunt prezentate in figurile 4 si 5.

Proba 3 Proba 4
Apa reziduala contaminata Apa reziduala contaminata cu E. coli ATCC 25922
cu E. coli 127 BLSE+ s1 E.coli 127 BLSE+

reziduala 3 (stdnga) si respectiv 4 (dreapta). Se observa fenotipul ESBL, respectiv aparitia unei zone de inhibitie
marite pentru discurile de cefalosporine datorita difuziei in mediu a acidului clavulanic cu actiune inhibitorie
asupra producerii de ESBL.

coli 127 ESBL+. Se observa prezenta fenotipului ESBL (,,dop de sampanie”) pentru tulpina de E. coli 127.

Rezultatele determinarilor spectrelor de sensibilitate la antibiotice au aratat ca tulpinile
de E. coli izolate din probele de apa reziduala contaminate artificial cu tulpina E. coli 127
ESBL+, au prezentat fenotipul de rezistenta la beta-lactamice asteptat, prin producerea de
ESBL (aspect caracteristic de ,,dop de sampanie”). De asemenea spectrul de sensbilitate la



antibiotice al tulpinii E. coliESBL+ izolate din cele doua probe de apa reziduala contaminate

artificial a fost identic cu cel determinat pentru tulpina E. coli 127 ESBL+ (tabelu3. 3).

Antibiotic SXT | NA | CIP | TOB | IMP | FEP | KZ | CRO | CAZ | PRL | AMP | AMC

Tulpina

Proba 3 E. coli ESBL+

Proba 4 E. coli ESBL+

E. coli 127ESBL+

nunumwwm
0|0 |00
0|0 |00
0|0 |00
nununmwm
0|0 |00
0|0 |00
pulpuipipe)
0|0 |00
0|0 |00
0|0 |00

) | | | —

E. coli ATCC 25922

4.3. Concluzii

Determinarea domeniului de testare a metodei membranei filtrante aplicate probelor de
apa reziduali a aratat ca un nivel de contaminare de 10° UFC/100 ml cu E. coli ATCC 25922
si respectiv E. coli 127 ESBL+ conduce la formarea de colonii ce pot cuantificate la dilutia de
10" pe mediu selectiv ESBL Brilliance agar, demonstrand ca metoda membranei filtrante cu
utilizarea acestui mediu cromogen prezinta un nivel de sensibilitate adecvat detectiei in probe
de apa reziduala a tulpinilor de E. coli producatoare de ESBL. De asemenea, analiza probelor
de apa reziduala necontaminatasi respectiv contaminatd cu o tulpina de E. coli ESBL-
negativa, prin metoda membranei filtrante utilizand mediul selectiv ESBL Brilliance agar nu a
condus la aparitia de colonii bacteriene, ceea ce indica specificitatearidicata a metodei de

analiza pentru detectia tulpinilor de E. coli ESBL+.

Act. 5. Selectarea SE care urmeaza a fi incluse in studiul epidemiologic

Partenerul roman a demarat de asemenea activitatea de selectare a SE,astfel incat sa fie
indeplinit criteriul includerii in studiul epidemiologic a 100 de angajati ai SE si a 400 de
rezidenti care locuiesc in imediata vecinatate a SE. Tn acest scop, au fost sistematizate datele
privind populatia la 1 ianuarie 2017, dupa mediul de rezidenta si regiunile de dezvoltare
(Tabelul 4), numarul de locuitori cu locuintele conectate la sistemele de canalizare a apelor

uzate(Tabelul 5), in functie de tipul acestora (Tabelul 6).

Tabelul 4. Populatia dupa domiciliu la 1 ianuarie pe medii de rezidenta si regiuni de dezvoltare

Anul 2017

Mediul de rezidenta Regiuni de dezvoltare si judete

Numar persoane




Total TOTAL 22222894
- Regiunea NORD-VEST 2835097
- Regiunea CENTRU 2633952
- Regiunea NORD-EST 3937780
- Regiunea SUD-EST 2858951
- Regiunea SUD-MUNTENIA 3241845
- Regiunea BUCURESTI - ILFOV 2510417
- Regiunea SUD-VEST OLTENIA 2193472
- Regiunea VEST 2011380
Urban TOTAL 12519384
- Regiunea NORD-VEST 1536038
- Regiunea CENTRU 1576619
- Regiunea NORD-EST 1775795
- Regiunea SUD-EST 1590460
- Regiunea SUD-MUNTENIA 1388076
- Regiunea BUCURESTI - ILFOV 2286461
- Regiunea SUD-VEST OLTENIA 1091876
- Regiunea VEST 1274059
Rural TOTAL 9703510
- Regiunea NORD-VEST 1299059
- Regiunea CENTRU 1057333
- Regiunea NORD-EST 2161985
- Regiunea SUD-EST 1268491
- Regiunea SUD-MUNTENIA 1853769
- Regiunea BUCURESTI - ILFOV 223956
- Regiunea SUD-VEST OLTENIA 1101596
- Regiunea VEST 737321

Tabelul 5. Locuitorii cu locuintele conectate la sistemele de canalizare a apelor uzate, regiuni de dezvoltare

Anul
2016
. . Macroregiuni, regiuni de dezvoltare si UM:
Sisteme de canalizare judete Numar
persoane
Numar
persoane
TOTAL 9702739 | 43.66%
Regiunea NORD-VEST 1241716 | 43.80%
Regiunea CENTRU 1387945 | 52.69%
Regiunea NORD-EST 1108436 | 28.15%
Sisteme de canalizare Regiunea SUD-EST 1280668 | 44.80%
Regiunea SUD-MUNTENIA 1054004 | 32.51%
Regiunea BUCURESTI - ILFOV 1891855 | 75.36%
Regiunea SUD-VEST OLTENIA 726229 | 33.11%
Regiunea VEST 1011886 | 50.31%
Sisteme de canalizare cu epurare TOTAL 0415524 | 42.37%




Regiunea NORD-VEST 1219131 | 43.00%
Regiunea CENTRU 1330852 | 50.53%
Regiunea NORD-EST 1093424 | 27.77%
Regiunea SUD-EST 1229507 | 43.01%
Regiunea SUD-MUNTENIA 1036832 | 31.98%
Regiunea BUCURESTI - ILFOV 1830109 | 72.90%
Regiunea SUD-VEST OLTENIA 698255 | 31.83%
Regiunea VEST 977414 | 48.59%
TOTAL 287215 | 1.29%

Regiunea NORD-VEST 22585 | 0.80%
Regiunea CENTRU 57093 | 2.17%
Regiunea NORD-EST 15012 | 0.38%
Sisteme de canalizare fara epurare Regiunea SUD-EST 51161 1.79%
Regiunea SUD-MUNTENIA 17172 | 0.53%
Regiunea BUCURESTI - ILFOV 61746 | 2.46%
Regiunea SUD-VEST OLTENIA 27974 | 1.28%
Regiunea VEST 34472 | 1.71%

Tabelul 6. Locuitorii cu locuintele conectate la sistemele de epurare a apelor uzate, regiuni de dezvoltare si

judete
Sist d i . Anul
Isteme de canalizare si Regiuni de dezvoltare si judete 2016
epurare a apelor
Numar
persoane | o4 din total populatie
TOTAL
809266 3.64%
Regiunea NORD-VEST 33431 1.18%
Regiunea CENTRU 40435 1.54%
Statii ‘1? eP'tlrafetv Regiunea NORD-EST 105539 2.68%
orasenesti cu treapta .
primari de epurare Regiunea SUD-EST 3962 0.14%
Regiunea SUD-MUNTENIA 311208 9.60%
Regiunea BUCURESTI - ILFOV 50421 2.01%
Regiunea SUD-VEST OLTENIA 198037 9.03%
Regiunea VEST 66233 3.29%
TOTAL
2054541 9.25%
Regiunea NORD-VEST 319760 11.28%
Regiunea CENTRU 532035 20.20%
Statii (i? epltlraretv Regiunea NORD-EST 340375 8.64%
orasenesti cu treapta :
secundari de epurare Regiunea SUD-EST 234011 8.19%
Regiunea SUD-MUNTENIA 314443 9.70%
Regiunea BUCURESTI - ILFOV 42164 1.68%
Regiunea SUD-VEST OLTENIA 130157 5.93%
Regiunea VEST 141596 7.04%




TOTAL
6551717 29.48%
Regiunea NORD-VEST 865940 30.54%
Regiunea CENTRU 758382 28.79%
Statii de epurare Regiunea NORD-EST 647510 16.44%
orasenesti cu treapta :
tertiard de epurare Regiunea SUD-EST 991534 34.68%
Regiunea SUD-MUNTENIA 411181 12.68%
Regiunea BUCURESTI - ILFOV 1737524 69.21%
Regiunea SUD-VEST OLTENIA 370061 16.87%
Regiunea VEST 769585 38.26%

SE vor fi selectate dintre statiile de epurare ordsenesti cu treaptda secundara si tertiard
de epurare si imprejurimile acestora. Vor fi vizate in studiu SE din judetele: Satu Mare, Sibiu,
Suceava, Tulcea, Constanta, Vrancea, Dambovita, Ilalomita, Ilfov, Gorj, Timis,
corespunzitoare principalelor regiuni de dezvoltare Nord-Vest, Centru, Nord-Est, Sud-Est,
Sud-Muntenia, Bucuresti — llIfov, Sud-Vest Oltenia, Vest (Tabelul 7).

Tabelul 7. SE epurare ordsenesti cu treapta secundara si tertiard de epurare vizate pentru e fi incluse in studiul
epidemiologic si imprejurimile acestora

Regiune de dezvoltare Judete vizate Operator apa-canal
Regiunea NORD-VEST Satu Mare APASERYV Satu Mare
Regiunea CENTRU Sibiu Apa Canal SA Sibiu
Regiunea NORD-EST Suceava ACET SA Suceava
Tulcea AQUASERYV SA Tulcea
Regiunea SUD-EST Constanta RAJA Constanta
Vrancea CUP SA Focsani
e
Regiunea BUCURESTI - ILFOV llfov Apa Canal Ilfov
Regiunea SUD-VEST OLTENIA Gorj APA REGIO GORJ SA
Regiunea VEST Timis AQUATIM Timisoara

Act. 6. Activitati de diseminare

Unele dintre metodele optimizate Tn cadrul acestei etape au fost utilizate pentru
obtinerea rezultatelor publicatein articolul Lazar, V., Curutiu, C., Lia-Mara, D., Holban, A,
Gheorghe, 1., Marinescu, F., llie, M., lvanov, A., Dobre, D. and Chifiriuc, M. (2017) Physico-
Chemical and Microbiological Assessment of Organic Pollution in Plain Salty Lakes from
Protected Regions. Journal of Environmental Protection, 8, 1474-1489. doi:
10.4236/jep.2017.812091. care citeaza proiectul ERANET-0296-JPI-EC-AMR-AWARE-
WWTP la Acknowledgements (https://file.scirp.org/Html/5-6703434_80568.htm#txtF5).


https://doi.org/10.4236/jep.2017.812091
https://file.scirp.org/Html/5-6703434_80568.htm#txtF5
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