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REZUMAT

Cuvinte cheie: 1S901, 151245, 1S6110, INH, Mycobacterium avium subsp. avium,
Myocobacterium tuberclosis, NTM, PAW

Teza de doctorat cu titlul ,,Cercetdri privind modificarile fenotipice si genotipice induse
de agenti fizici si chimici la micobacteriile izolate de la om si animale” se intinde pe un numar
de 265 de pagini si conform normativelor aflate in vigoare este constituitd din doud parti
principale: prima parte, intitulatd ,,Stadiul actual al cunoasterii” care cuprinde 69 de pagini si
partea a doua, intitulata ,,Contributii personale” extinsa pe 115 de pagini.

Investigatiile cu privire la tema studiatd, s-au desfasurat in cadrul a sapte institutii:
Facultatea de Medicind Veterinard din cadrul Universitatii de Stiinte Agricole si Medicina
Veterinara “lon lonescu de la Brad”, lasi, Spitalul de Pneumoftiziologie, Laboratorul de
Bacteriologie din lasi, Institutul de Chimie Macromoleculard "Petru Poni", Iasi, Facultatea de
Medicind Pierre et Marie Curie, Paris, CHU Piti¢-Salpétriére, Paris, Centrul functional de
experimentare din cadrul Facultatii de Medicina Pierre et Marie Curie, Paris, si Institutul Pasteur,
Paris, pe parcursul a patru ani de studiu Tn perioada 1 octombrie 2010 — 1 septembrie 2014.

»otadiul actual al cunoasterii” cuprinde patru capitole, in care sunt expuse succint
informatii din literatura de specialitate cu referire la subiectul tezei de doctorat si care au fost
utilizate ulterior pentru interpretarea si compararea datelor obtinute in partea de cercetari proprii.

Primul capitol, intitulat ,Caractere generale si particularititi structurale ale
micobacteriilor” este structurat in cinci subcapitole ce sintetizeazd informatii din literatura de
specialitate cu privire la clasificarea micobacteriilor dupd principalele caracteristici ale
micobacteriilor ca: acido-alcoolo-rezistentd, acizii micolici, continutul ridicat de guanina-
citozina in ADN si in functie de patogenitate. La ora actuald, In genul Mycobacterium s-au
adaugat multe specii, toate caracterizate prin acidorezistentd, considerandu-se ca sunt 178 de

specii din care unele sunt agenti patogeni pentru animale, altele pentru oameni. Mai mult de 130
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de specii au fost identificate ca si specii nontuberculoase (NTM), iar aproximativ 60 de specii
sunt suspectate sau cunoscute ca fiind patogene. Micobacteriile prezintda 5 grupari reprezentative:
Mycobacterium tuberculosis complex, Mycobacterium avium complex, Mycobacterium
fortuitum complex, Mycobacterium chelonae-abscessus complex si Mycobacterium terrae
complex. Tn acest capitol sunt redate si infromatii legate de celula micobacteriena studiata la
nivel ultrastructural si implicit arhitectura peretelui celular care a adus la clarificari solide legate
de compusii de la acest nivel. Au fost detaliate urmatoarele glicolipide: factorul cord (trehaloza
6,6’-dimicolat; TDM), lipoarabinomanan-ul, (LAM) si acizii micolici care sunt componente
esentiale pentru supravietuirea intracelularda a membrilor genului Mycobacterium. A fost tratata
si permeabilitatea peretelui celular care reprezintd 40-60% din greutatea uscata a bacteriilor cu
porinele, proteine care traverseazd membrana si formeaza canale hidrofilice ce permit trecerea
pasiva a moleculelor mici hidrofile. Deasemenea, sunt redate informatii privind principalele
caracteristici ale genomlui la micobacterii, structura antigenica si factorii de patogenitate la
micobacterii.

Al doilea capitol intitulat ,,Diagnosticul infectiilor micobacteriene” sunt descrise
principalele metode fenotipice si genotipice in identificarea micobacteriilor. Dintre tehnicile
fenotipice a fost descris examenul bacterioscopic ca si examen prezumtiv in tuberculoza;
examenul bacteriologic prin relatarea principalelor medii de culturd speciale. Au fost sintetizate
antituberculoase cu mentionarea metodele standardizate (metoda proportiilor, Canneti, Franta si
metoda concentratiilor absolute, Meissner, Germania); descrierea principalelor tehnici de
indentificare moleculara, de genotipare, clasificare filogenetica a tulpinilor de Mycobacterium
prin  RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorfrism), MIRU-VNTR (Mycobacterial
Interspersed Repetitive Units Variable Number Tandem Repeat), secventierea ARNr 16S
(Kirschner si colab., 1993) si LSPs (Large Sequence Polymorphisms Classify).

Capitolul 111, intitulat ,,Rezistenta micobacteriilor la agenti fizici si chimici” descrie
principalii agenti fizici cu rol micobactericid. Deasemenea, au fost detaliate principalele
antibiotice disponibile care dupa activiatea antimicrobiana si toxicitate sunt clasificate in
antituberculostatice din grupa 1 (izoniazida, rifampicina, pirazinamida si etambutol) si din grupa
a 2-a aminoglicozidele (streptomicina, kanamicina, amikacina si capreomicina), fluoroquinolone,
tioamidele (etionamida-protionamida), cicloserina, acidul para-aminosalicilic; precum si
mentionarea antibioticelor in dezvoltare. In acest capitol sunt sintetizate si informatii despre

rezistenta naturald a micobacteriilor caracterizate printr-0 rezistentd la un numar mare de
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antibiotice cu selectare rapida de mutatii de rezistentd si rezistenta dobandita care este mereu
legata de mutantele de la nivelul genelor cromozomiale.

Tn ultimul capitol din prima parte ,,Chimioterapia experimentali in tuberculozi”, sunt
redate modelele experimentale utilizate in acest studiu. S-a utilizat chimioterapia experimentala
pe modelul murin de tuberculoza care in cercetarile actuale este cel mai frecvent utilizat.
Chimioterapia experimentala in tuberculozd a permis evaluarea in vivo: a activitatii
antimicrobiene a unor medicamente, prin compararea cu alte medicamente existente; activitatea
sinergica sau antagonista a unui antibiotic, atunci cand se administreaza cu alte antibiotice si
capacitatea sa de a steriliza leziunile animalelor infectate experimental. Deasemenea, au fost
descrise principalele linii de soareci disponibile (Balb/c, C57BI/6, C3H, KO, SCID, si
C3HeB/FeJ). Dar, cei mai frecvent utilizati in modelul tuberculozei sunt soarecii non-consagvini,
denumiti Swiss cu o eterogenitate imunitara ce ofera posibilitatea de a demonstra diferentele
intre grupurile testate. Pentru testarea imunodeficientei, sunt recomandati soarecii atimici,
denumiti Nude, care trebuie mentinuti in permanenta intr-un izolator, in conditii complet sterile.

In vederea evaluirii eficacitatii chimioterapiei experimentale pe modelul murin, s-a
folosit izoniazida sau hidrazida acidului izonicotinic, un analog al nicotinamidei, la fel ca
etionamida si pirazinamida ce face parte din Grupa 1 de medicamente tuberculostatice (din prima
linie de AB orale) conform incadrarii date de OMS. Izoniazida este un pro-medicament, care este
activat de catre enzima catalaz-peroxidaza KatG (Zhang, 1992). In acest capitol pentru
izoniazida s-a descris: activitatea bactericida a INH; modul lor de actiune (care desi este
descoperit de mai bine de 50 de ani, este incd controversat); mecanismul de rezistentd, precum si
complexele particulare a acesteia ce implicda multe gene. Aproximativ 80% dintre tulpinile
rezistente la izoniazida prezinta mutatii punctiforme la nivelul genei katG (provoacd un nivel
ridicat de rezistenta), deletii partiale sau complete ale genei. Mutatiile punctiforme sunt dintre
cele mai frecvente, in special cele care afecteaza serina in pozitia Ser315Thr. In functie de
studiile realizate pana in prezent exista 70% de tulpini cu aceastd localizare (Musser si colab.,
1996; Ramaswamy si colab., 2003; Cardoso si colab., 2004; Guo si colab., 2006). Mutatiile in
promotorul genei inhA (provoaca un nivel scazut de rezistentd), si mult mai rar in gena inhA in
sine, s-au observat la aproximativ 10-40% din tulpinile rezistente la izoniazida (Musser si colab.,
1996; Lavender si colab., 2005; Hazb0n si colab., 2006). Studii recente, au enumerat alte gene
pontentiale, implicate in rezistenta izoniazidei dar fara demonstrarea mecanismului de rezistenta
(ndh, ahpC, kasA, mabA, furA) (Ramaswamy si colab., 2003). Gena katG, codatd de catalaz-

peroxidaza, a fost identificata ca fiind responsabila pentru activarea izoniazidei (Zhang si colab.,
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1992) iar gena inhA codifica enoil-ACP reductaza, fiind identificata ca o alta “tinta” pentru INH
(Banerjee, 1994).

S-a realizat o sintezd bibliografica privind al doilea model experimental inovator cu
utilizarea plasmei reci ca si tehnica de decontaminare in curs de dezvoltare. Au fost descrise
principalele tipuri de descarcari electrice care in general, cu aer umed, produc o explozie de
electroni cu energie mare. Cum aerul umed contine o varietate de specii moleculare (N2, Oy si
H>0), OHe si NOe, radicalii principali in faza non-termala (Ming Du si colab., 2012), se
formeaza dupa descompunerea acestor elemente in campul electric (Benstali si colab., 2002).

Partea a doua a tezei, intitulata ,,Contributii personale” este structurata in sase capitole,
fiecare din ele urmand o structurd bine stabilitd si se incheie cu prezentarea concluziilor.

Primul capitol intitulat “lzolarea si identificare de tulpini micobacteriene la om si
animale” consta in devoltarea a doua subcapitole. Primul subcapitol releva investigatii privind
izolarea si identificarea de tulpini micobacteriene patogene la om. Chiar daca speciile din
cadrul complexului Mycobacterium tuberculosis (MTC) sunt responsabile pentru majoritatea
infectiilor cu micobacterii la nivel mondial, studiul a fost orientat spre infectiile oportuniste,
datorate micobacteriilor non-tuberculoase (NTM) deoarece incidenta acestora este in crestere in
ultimii ani (Kankya si colab., 2011; van Ingen si colab., 2009), reprezentand o provocare pentru
sanatatea publica. Desi in Europa s-au realizat studii cu privire la prezenta si distributia tulpinilor
non-tuberculoase, in Romania nu exista informatii. In acest context ne-am propus si efectuam un
studiu ce a implicat raportarea frecventei tulpinilor non-tuberculoase 1in Spitalul de
Pneumoftiziologie, lasi, pe o perioada de 5 ani, din ianuarie 2010 pana in septembrie 2014.
Identificarea tulpinilor nontuberculoase la om s-a realizat fenotipic, prin parcurgerea examenelor
microscopice (optic, fluorescentd), examenelor culturale pe mediul de cultura Lowenstein-Jensen
si Middlebrook 7H9 in sistemul automat MB/BacT si antigenic prin utilizarea unui test rapid
imunocromatografic ce consta in identificarea proteinei MPT64. Metoda de decontaminare a fost
metoda cu hidroxid de sodiu fara centrifugare (metoda cu picatura, recomandata de OMS).

Dupa testarea antigenica au fost identificate 122 de tulpini non-tuberculoase. Dintre
acestea, 101 NTM (82.78%) au fost izolate din probe pulmonare (sputa, aspirat bronsic, lavaj
bronhoalveolar (BAL), si lavaj gastric) si 21 NTM (12.21%) din probele extrapulmonare (puroi,
biopsii, ganglioni limfatici axilari). Ponderea cazurilor extrapulmonare si pulmonare a fost de
82.79% si 17.21%. Rata de izolare a tulpinilor NTM a fost de 13.93% in anul 2010, 20.49% in
2011, 21.31% in 2012, 25.40% in 2013 si 18.85% 1in 2014. Datele obtinute in Spitalul de
Pneumoftiziologie, lasi, indica o crestere clard a frecventei izolatelor NTM in ultimii 4 ani cu

11,47%.
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Al doilea subcapitol a avut ca si scop izolarea si identificarea fenotipica, antigenica si

genotipici a tulpinilor micobacteriene patogene la nurci si giini. In acest scop s-a realizat
examenul necropsic, examenul histopatologic, examenul bacterioscopic si examenul
bacteriologic. lzolarea tulpinilor micobacterine de la nurci si pasari s-a realizat atat prin
inocularea produsului patologic pe mediul solid cét si lichid: Lowenstein-Jensen, Lowenstein-
Jensen cu micobactini, Herrold cu ou (HEYM) si micobactini si Middlebrook 7H9. In vederea
izolarii suselor la nurci si pasari s-au utilizat si flacoanele MB/BacT introduse in sistemului
automat MB/BacT. ldentificarea speciilor de micobacterii s-a realizat prin tehnica PCR, cu
amplifcara secventelor IS6110 la nurci si IS901 si IS1245 la géini; iar caracterizarea moleculara
a speciilor la nurci s-a realizat prin secventiere (metoda Sanger) si compararea secventelor de
interes cu secventele de nucleotide prezente in PBIL (Pole Bidinformatoique Lyonnase Network
Protein Sequence Analysis). Dupa evaluarea modificarilor macroscopice si histopatologice la
nurci s-au observat multiple granuloame aflate in stadii diferite de dezoltare in majoritatea
organelor. Predominanta organelor afectate a variat de la animal la animal, dar pulmonii, splina
si limfonodurile mezenterice au fost frecvent implicate; s-au putut observa si leziuni diseminate
in aproape toate organele din cavitatea toracica si abdominala. Leziunile histopatologice au fost
caracteristice infectiei tuberculoase cu prezenta granuloamelor tuberculoase aflate in diferite
stadii de evolutie de la granulomul tanar, caracterizat printr-o reactie macrofagica cu prezenta de
celule gigante de tip Langhans, apoi cu formarea zonelor de necroza oxifile si granulomul matur
format din celule gigante de tip Langhans si fibre de colagen. Dupa evaluarea semicantitativa a
rezultatelor examenului microscopic, s-au observat numerosi bacili acido-alcoloo-rezistenti
(BAAR), neputandu-se cuantifica numeric datorita densitatii bacilare. Bacilii AAR, au fost
prezenti in aproape toate organele si sistemele: pulmon, splind, ficat, glanda suprarenala, ovar,
corpul uterin, peretele cavitatii toracice, limfonod mezenteric, mediastinal si epigastric. Dupa
examenul cultural, toate nurcile au fost pozitive. Dupa analiza PCR, care a fost gasita pozitiva
pentru Mycobacterium tuberculosis complex, proba a fost secventiatd cu succes si a fost
identificata ca fiind Mycobacterium tuberculosis.

Pasarile au prezentat deasemenea leziuni macroscopice specifice tuberculozei aviare.
Tabloul lezional a fost dominat de noduli tuberculosi specifici, de dimensiuni variabile, bine
delimitati, proemineti, unii noduli avand aspect cazeo-necrotic, observati cel mai des la nivel
hepatic si apoi splenic. La examenul cultural ca si la bacterioscopie, géinile au fost pozitive, cu
observarea primele colonii dupa 4-7 zile. Dupa o saptamana de la insdmantare s-au putut observa
colonii mici caracteristice pentru M. avium subsp. avium. Utilizand 1S901 si 1S1245, s-a putut

confirma infectia cu Mycobacterium avium subsp. avium, la toate gainile suspecte de
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tuberculoza, examenul biomolecular fiind o metodd mult mai rapida si mai precisa decat cultura
conventionla.

Capitolul intitulat ,,Evaluarea eficacitatii izoniazidei in terapia tuberculozei indusa
experimental la soarecii imunocompetenti si imunodeficienti“ a avut in vedere evaluarea
activitatii izoniazidei pe modelul murin. In functie de actiunea sa, s-a precizat natura actiunii
tuberculostaticului folosit: bacteriostatic sau bactericid, daca este capabil sd intretind moartea
soarecilor folositi in acest studiu si mai ales daca este capabil sa Impiedice moartea soarecilor.
Liniile genetice de soarecii folositi in studiu au fost femelele Swiss (imunocompetenti) si atimici,
Nude (imunodeficienti) de patru saptamani. Modelul de testare experimentald a fost modelul asa-
zis “curativ”, astfel ca tratamentul soarecilor a fost demarat la 14 zile dupa inocularea lor. Scopul
acestui studiu a fost de a compara mutatiile rezistente la izoniazida in vivo intre soarecii
imunocompetenti si imunodeficienti. Specia tip folositd in acest studiu a fost tulpina de referinta
Mycobacterium tuberculosis Hz7Rv care este sensibild, bine caracterizata si cu genomul complet
secventializat. Metoda de repartizare a soarecilor, a fost randomizarea in blocuri, una din cele
mai utilizate proceduri de repartizare aleatorie a soarecilor la conditiile de experimentare folosite
n cercetare. Tn acest studiu experimental in vivo eficacitatea tratamentului cu izoniazida a fost
evaluata la diferite perioade de timp ale tratamentului prin masurarea urmatoarelor criterii: rata
de supravietuire a soarecilor, greutatea soarecilor, greutatea splinei, leziunile macroscopice
pulmonare, incarcatura bacteriand pulmonara, procentajul soarecilor la care culturile au fost
pozitive si selectia de mutante rezistente la izonizida. Analizand diferenta intre prima luna si a
doua lund de tratament, descresterea incarcaturii micobacteriene pentru soarecii Swiss a fost
echivalentd cu aproximativ 2 logio UFC si pentru soarecii Nude a crescut cu 4 log;o UFC, ca
urmare a selectionarii mutantilor rezistenti. Pentru soarecii Swiss intre luna a doua si a treia, a
existat de asemenea o descrestere cu 1.3 logio UFC. Activitatea bactericida initiala a izoniazidei
este de aproximativ 0.5 — 0.7 logio pe zi si s-a dovedit a fi cel mai puternic tuberculostatic. Cu
toate acestea, aceasta activitate scade dupa a doua zi de tratament (0.113 logso pe zi), declin ce se
datoreaza selectarii rapide de mutante rezistente.

n capitolul VII intitulal ,Selectionarea mutantelor rezistente la izoniazida in vivo” a
constat in selectionarea si determinarea tipului de mutatii asociate cu profilul de rezistenta la
tulpinile micobacteriene testate fata de izoniazida pe modelul murin cu soareci imunocompetenti
si imunodeficienti. Prin testarea in vivo, obiectivul a fost de a selectiona si de a stabili proportia
mutatiilor, pornind de la urmatoarele ipoteze: dezvoltarea unei rezistente la nivelul unei populatii
micobacteriene rezulta din actiunea combinatd a doud fenomene: mutatiile spontane la nivelul

cromozomului, urmate de selectia mutantelor ca urmare a unei chimioterapii inadegvate. Astfel,
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ADN-ul codant pentru genele katG, inhA si promotorul acesteia, a fost secventializat pentru a
verifica prezenta sau absenta mutatiilor si descrierea acestora la cele doud linii genetice de
soareci folositi pentru izoniazidd. A fost realizata extractia ADN-ului, reactia PCR pentru
amplificarea genelor katG totale, inhA si promotorul inhA, pentru toti subiectii de la care au fost
selectionate mutante. Pentru calitatea materialului genetic, s-a relizat purificarea produsilor
amplificati in vedera secventierii (metoda enzimatica Sanger), dupa care s-a realizat din nou o
purificare a produsilor secventiati. Astfel, toate fragmentele ADN obtinute si luate in studiu au
fost supuse secventierii. Datele au fost prelucrate cu ajutorul programului «ABI Prism DNA
Sequencing Analysis V 3.4.1». Secventele nucleotidice obtinute au fost analizate cu ajutorul
software-ului SeqScape® v.2.5. A fost modelati si studiati pozitia si consecintele noilor mutatii
punctiforme detectate in katG, in vivo, atdt la soarecii Nude cat si Swiss prin intermediul
structurii cristalografice a proteinei Mycobacterium tuberculosis KatG (Zhao si colab., 2006;.
PPB, 2CCA), cu soft-ul Pymol.

La soarecii Nude au fost gasite 16 mutatii punctiforme, si nici o singura datd S315T,
situatie in care sunt mai putine macrofage pentru a distruge celulele micobacteriene, deci
Mycobacterium tuberculosis la soarecii Nude are mai putin nevoie de o proteind KatG cu o buna
activitate a catalaz-peroxidazei, acesta fiind motivul pentru care am identificat mai multe
mutatiile in katG, care ar putea avea activitatea catalaz-peroxidazei foarte diminuata. La soarecii
Swiss, au existat doua tipuri de mutati (W341R si V469V), aceasta putand conserva o buna
activitate a catalaz-peroxidazei ce este necesara pentru a se a apara fata de radicalii de oxigen ai
macrofagelor. Mutatia R498L (n=4) a fost frecvent detectatd la soarecii Nude, a prezentat un
polimorfism fenotipic silentios. Localizarea sa in KatG fiind foarte departe de situsul catalitic
care contine hem-ul. Mutatiile indepartate de situsul activ, sunt de obicei asociate cu un nivel
scazut de rezistentd la INH. Mutatia R484C (n=3) selectata la soarecii Nude a fost localizata
adiacent de canalul de apa din structura proteinei KatG. Mutatiile aproape de marele canal de apa
sunt Tn general asociate cu un nivel ridicat de rezistenta la INH. Mutatiile identificate ar putea
perturba dimerizarea KatG, reducind stabilitatea generald a acesteia sau impiedicand
interactiunile cu alte proteine in vivo.

In capitolul VIII intitulat ,Selectionarea in vitro a mutantelor rezistene pentru
izoniazida” au fost selectate mutante INH-R in vitro, cu scopul de a studia intr-un context
izogenic, efectul mutatiilor de la tulpinile micobacteriene. Pentru acest studiu, s-au utilizat doua
tulpini de referinta, respectiv Mycobacterium tuberculosis Hs;Rv si Mycobacterium tuberculosis
Hs;Ra. Selectarea mutatiilor in vitro la Mycobacterium tuberculosis pentru cele doua tulpini de

referinta s-a realizat pe mediul de cultura Middlebrook 7H11 care contine INH. A fost realizata
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reactia PCR pentru amplificarea genelor katG (KatG total), inhA si promotorul sau pentru
tulpinile la care s-au observat mutante in vitro. Pentru gena katG s-au amplificat si secventiat 3
perechi de primeri (katA si katCas, kat2 si katdas, katC si katEas). Regiunea promotorului inhA
si gena inhA a fost amplificata si secventiata cu primerii Prol si Pro2, FabG1 si FabG2, INH1 si
INH2, si INH3 si INH4. Secventele obtinute au fost comparate cu secventele din GenBank cu
numarul de acces X68081 pentru gena katG si numerele de acces U66801 si U02492 pentru
operonul Maba-Inha. Secventele nucleotidice obtinute au fost analizate si inregistrate cu
software SeqScape® V.2.5, iar modificarile au fost puse in evidentd prin compararea secventelor
de referintd importate din Genbank. Toate izolatele obtinute in vitro au prezentat mutatii numai
n katG, modificari care cel mai adesea sunt asociate cu nivel inalt rezistentd la izoniazida. La
tulpinile studiate au fost identificate 63 de mutatii INH-R. Mutatiile detectate in katG, au fost
constat in deletii (partiale sau totale), mutatii punctiforme, mutatii in codonul STOP si insertii.
Proportia medie a mutatiilor in katG a fost reprezentatd de deletii cu 28.12% (12 partiale si 6
complete), mutatiile in codonul STOP au fost de 28.87%, mutatiile punctiforme au fost 18.75%,
iar insertiile au fost 3.12%, ceea ce sugereaza ca mutatiile in katG sunt mai susceptibile de a fi
foarte rezistente.

Pentru 28.12% din mutatiile INH-R obtinute in vitro, nicio mutatie nu a fost gasitd in
katG. Pentru toate mutantele selectate in vitro, nicio mutatie nu a fost identificatd in inhA si
promotorul acestuia, sugerand ca rezistenta in vitro nu reflectd mecanismele obisnuite de
rezistenta la INH observate la izolatele clinice. Faptul ca nicio mutatie nu a fost observata in
inhA si promotorul ei, evidentiazd complexitatea mecanismelor de rezistentd la INH in M.
tuberculosis.

Cu scopul de a realiza modelarea moleculara urmatoarele mutatii punctiforme in katG au
fost incluse: G494D (n=1), T275I (n=1), T394M (n=1), P232L (n=2), R484H (n=3) si D137Y
(n=1). Dintre aceste mutatii, doar prezenta G494D a fost descrisd pana acum in izolatele clinice
(Brossier, 2011), restul fiind noi mutatii in katG. Dupa modelarea moleculara P232L si T275I au
indicat o reducere a activitdtilor enzimatice In acord cu modelarea moleculara. D137Y a reusit
impreuna cu Ser 315, atenuarea activitatii enzimatice (peroxidazice) din KatG. Pentru restul
mutatiilor, activitatile enzimatice nu au fost reduse In mod semnificativ si rolul acestora este
dificil de explicat.

Capitolul 1X, intitulat “Efectul micobactericid al apei activate cu plasmia rece”, s-a
investigat efectul apei activate cu plasma rece (PAW), asupra unor specii patogene din cadrul
genului Mycobacterium. Montajul experimental utilizat in acest studiu a constat intr-un reactor

electrochimic de tip plasma rece, care functioneaza la presiune atmosfericd si la temperatura
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mediului ambiant. Fata de reactoarele electrochimice folosite in alte studii, in aceasta lucrare s-a
folosit un algoritm nou experimental, propus si brevetat de echipa lui Hnatiuc si colaboratorii, ce
are la baza un sistem multielectrod, cu folosirea unui reactor elelctrochimic de tipul GlidArc, dar
cu electrozi auxiliari si descarcare pland, volumetrica si rotativa. Pentru tratarea cu PAW, au fost
folosite 8 tulpini de referinta: M. avium subsp. avium (CECT 7407), M. abscessus (CECT 8517),
M. chelonae (CECT 8519), M. kansasii (CECT 3030), M. peregrinum (CECT 3023), M.
marinum (CECT 7091), M. smegmatis (CECT 3017) si M. tuberculosis Ks7Ra, Lehmann si
Neumann (ATCC 25177) si 10 tulpini non-tuberculoase dintre care noua au fost izolate de la om
(NTM) si una de la gaina (Mycobacterium avium subsp. avium). Tinand cont ca tuberculoza
chimiorezistenta ridicd serioase obstacole in controlul tuberculozei in lume si in Roméania si mai
ales ca tulpinile chimiorezistente sunt la fel de contagioase ca si cele sensibile, s-au luat in studiu
5 tulpini sensibile (WT), 10 tulpini multidrog-rezistente (MDR) si 10 tulpini ultrarezistente
(XDR). S-a folosit o suspensie bacteriend cu concentratia initiala de 10° UFC. Pentru fiecare
serie de experimente, timpii de tratare au fost de 5 minute, 10 minute, 15 minute, 20 minute si 30
minute. Eficienta inactivarii micobacteriilor tratate cu PAW, a fost apreciatd prin calcularea
indicelui de reductie logaritmica (I;) iar analiza statistica a variatiilor a fost realizata cu ajutorul
soft-ului GraphPad Prism® ultizand testul statistic ANOVA. S-a constatat deasemenea, 0
reducere logaritmica la micobacterii dupa contactul cu PAW, pentru perioade de tratare de pana
la 30 minute. Dupa 15 minute de tratament cu PAW, reducerea logaritmica a fost mai mare de 5
logio, astfel incét toate tulpinile luate in studiu au fost inactivate, ceea ce a certificat efectul
antimicobacterian. Astfel ca la un timp de expunere de 20 minute, gradul de inactivare a fost
complet. Activitatea bactericida fatd de micobacterii se pare ca este dependentd de un nivel
ridicat de specii reactive de oxigen ce implica afectarea ultrastructurii peretelui celular.

Ultimul capitol intitulat “Analiza instrumentald a micobacteriilor tratate cu plasma
rece” a investigat modul de actiune al PAW, deoarece pand in prezent nu se cunoaste cu
exactitate mecanismul de actiune al plasmei reci si nici al PAW (Naitali si colab., 2010). In acest
sens, s-a utilizat microscopia electronica prin baleiaj pentru a observa in mod direct modificarile
morfologice ale micobacteriilor dupa tratamentul cu PAW, spectrofotometria UV si
spectroscopie de fotoelectroni cu raze X. Specia tip folosita in acest studiu a fost tulpina de
referinta M. smegmatis 3017 (CECT), bine caracterizatd si cu genomul complet secventiat.
Cuantificarea spectrofotometricd a concentratiei de proteine si a ADN-ului dupd tratarea cu
PAW a fost analizata la timpii de tratare de 5 minute, 10 minute si 15 minute. Astfel, s-a obtinut
0 medie a concentratiei de proteine de 1.01 pg/mL dupd 5 minute, 3.65 pg/mL dupa 15 minute si

5.24 ng/mL dupa 30 minute de tratare cu PAW. Concentratia medie a acizilor nucleici a fost de 1
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pg/mL dupa 5 minute, 1.5 pg/mL dupd 15 minute si de 1.7 pg/mL dupd 30 de minute de tratare
cu PAW. Dupa tratamentul cu PAW, continutul de oxigen (O) a crescut de la 16.91% pana la
25.94%, in timp ce continutul relativ de carbon (C) a crescut dar nu in mod semnificativ de la
49.80% pana la 57.55%. Astfel, raportul O/C a crescut cu 9.03% si 7.75%, ca rezultat al oxidarii
semnificative a ADN-ului la Mycobacterium smegmatis, dupa tratarea cu PAW. In schimb
concentratia azotului (N) a scazut cu 16.49% de la 32.76% la 16.27%, la fel a fost si in cazul
fosforului (P) cu 0.3%, de la 0.53% la 0.23%, dupa tratarea cu PAW. Au fost investigate cu
exactitate si modificarile de la nivelul acizilor micolici specifici pentru Mycobacterium
smegmatis (a-micolati, a’-micolati si epoximicolati), esentiali in supravietuirea micobacteriei,
precum si arabinogalactanul (AG), atasat de acizii micolici. Astfel, ca dupa tratamentul cu PAW,
continutul de oxigen (O) din stratul superior al peretelui celular a crescut de la 27.43% pana la
37.84%, in timp ce continutul relativ de carbon (C) a scazut dar nu in mod semnificativ de la
66.31% pana la 58.52%.

Rezultatele au indicat faptul ca structurile chimice ale ADN-ului si ale principalelor
lipide din structura peretelul celular la Mycobacterium smegmatis au fost modificate ca urmare a
oxidarii cu PAW. Complexul acid micolic-arabinogalactan-peptidoglican care este recunoscut
pentru rigiditate structurald ce o confera peretelui celular micobacterian, a prezentat deasemenea

modificari majore.
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