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Rezumat

Enterococii sunt comensali ai tubului gastro-intestinal si ai tractului genital femel la om si unele mamifere si pasari, si
una din cauzele semnificative ale infectiilor nosocomiale, in special la pacientii imuno-compromisi (6). Amprentarea
genetica (DNA fingerprinting) este un instrument de identificare, trasare si prevenire a diseminarii agentilor infectiosi.
Motivele repetitive cu secventa scurtd (SSR) sunt cunoscute ca suferind variatii frecvente ale numarului de unitafi
repetitive. MLVA (multiple locus variable number tandem repeats analysis), este o varianta de amprentare genetica, in
studiile epidemiologice privind Enterococcus faecium patogen. Studiul nostru a inclus tulpini de Enterococcus faecium
de colectie sau izolate din cazuri clinice si din mediu (2003—2008). Toate tulpinile de Enterococcus faecium analizate
au fost sensibile la vancomicina cu exceptia BM4147, si rezistente la oxacilina. Tulpinile izolate din probe recoltate de
la pasari au prezentat un profil de rezistenta mai restrans decat cele de la om. Prin amplificarile PCR au fost analizate
33 de tulpini de Enterococus faecium. Au fost obtinute 27 MT (profile VNTR): 6 in cazul tulpinilor izolate de la pasari,
15 in cazul tulpinilor izolate de la om, 4 in cazul tulpinilor de colectie si 2 in cazul tulpinilor izolate din probe de apa. Nu
s-au Tnregistrat profile identice intre tulpinile izolate de la om si cele izolate de la animale. in cazul tulpinilor izolate din
cazuri clinice, dar si in cadrul celor izolate de la gaini, s-au inregistrat genotipuri circulante, care pot fi considerate
epidemice. Tulpinile utilizate ca probiotice s-au dovedit diferite de cele circulante la pasari. La inscrierea on-line a
profilelor MLVA codificate, toate s-au dovedit diferite fata de cele existente in baza de date UMC Utrecht. Rezultatele
obtinute Tn cadrul acestui studiu sustin utilitatea pe care analiza polimorfismului VNTR, considerat ca marker genetic, o
are in investigatiile epidemiologice.

Abstract

Enterococci are commensally bacteria of the gastrointestinal and female genital tract in humans and some mammals
and birds, and one of the significant causes of hospital-acquired infections, especially in immuno-compromised
patients. Genetic fingerprinting (DNA fingerprinting) is a tool for identifying, marking and prevention of infectious agents
dissemination. SSR (short sequence repeat) are known to suffer frequent variations in the number of repetitive units.
MLVA (multiple locus variable number tandem repeats analysis) is a variant of genetic fingerprinting, in epidemiological
studies on the pathogenetic Enterococcus faecium. Our study included laboratory Enterococcus faecium strains or
isolated from clinical cases or from the environment (2003-2008). All analyzed strains of Enterococcus faecium were
sensitive to vancomycin, except BM4147, and resistant to oxacilin. Strains isolated from the birds’ samples have shown
a smaller resistance profile than those of human origin. 33 Enterococus faecium strains were analyzed by PCR
amplification. 27 MT (VNTR profiles) were obtained: six in the case of the strains isolated from birds, 15 in the case of
the strains isolated form humans, 4 in the case of the collection strains and 2 in the case of the strains isolated from
water samples. Among the strains isolated from humans and those isolated from animals, identical profiles were not
recorded. Within the strains isolated from clinical cases, and those isolated from birds, circulating genotypes were
noted, which can be considered as epidemical. The strains used as probiotics proved to be different from those
circulating in birds. All MLVA profiles codes compared with those published on line in the UMC Utrecht database
proved to be different. Results obtained in this study support the usefulness of the polymorphic VNTR analysis, as
genetic marker, in epidemiological investigations.

Enterococii sunt comensali ai tubului gastro- enterococilor multiplu rezistenti, iar
|ntest.|nal si alvtrgc';tulm qenltal femgl la om §|.ur]ele cresterea rapida a rezistentei la
mamifere si pasari, dar in acelasi timp reprezinta al icind indicd faptul 5 infectiil
treilea patogen cel mai frecvent izolat din infectiile vancomwma Indica aptul ca In ect"e
septicemice si una din cauzele semnificative ale €nterococice vor reprezenta o provocare

infectiilor nosocomiale, in special la pacienti imuno-  terapeutica din ce in ce mai mare. Pacientii

compromisi [7]. _ ) _ cu bacteriemie enterococald prezintd risc

Problema infectilor ~ nosocomiale  quply de a muri, in conditiile infectiei cu un
enterococice este data in primul rand de izojat bacterian rezistent la vancomicina.
rezistenfa ~ multipla ~ la antibiotice. Existy numeroase date de referitoare la

Vancomicina reprezinta de multe ori ultimul  ytipla rezistenta la antibiotice a E. faecalis
agent terapeutic disponibil in cazul
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si E. faecium. Rezistenta la ampicilina si
vancomicina este relativ restransa in cazul
E. faecalis (mai putin de 2 % dintre izolatele
testate), in schimb foarte raspandita in cazul
izolatelor de E. faecium (83% pentru
ampicilind, 52% pentru vancomicina) [1].

Rezistenta la antibiotice luata ca atare
nu explica totusi persistenta Si
universalitatea enterococilor in infeciiile
nosocomiale; una dintre explicatii ar putea fi
abundenta acestora in medii in care alte
bacterii nu ar putea sa creasca, in intestinul
animalelor si oamenilor, in sol si apele de
suprafata.

Tulpinile de enterococi de la animale pot
coloniza intestinul uman si au fost izolate de
la pacienti spitalizati cu infectii enterococice
severe [4, 6].

Amprentarea genetica
atras un interes considerabil ca instrument
de identificare, trasare si prevenire a
diseminarii agentilor infectiosi. Diferite
metode au fost dezvoltate pentru tipizarea
bacteriilor patogene, metode care difera prin
puterea de discriminare, reproductibilitate si
usurinta de interpretare. In ultimii ani o
metoda care se bazeaza pe informatia
furnizata de secventierea intregului genom
al speciilor bacteriene a castigat teren.

Motivele repetitive cu secventa scurta
(Short Sequence Repeat = SSR) sunt cunoscute ca
suferind variatji frecvente ale numarului de
unitati repetitive prin intermediul
mecanismelor celulare active in timpul
replicarii cromozomal?erZH, g 8, 9,R1 O].t -

O Clasé de SSR Ol equence Repeat = otive

Repetitive cu  Secventd Scurtd) denumitd numar
’ VNTR = Variable

(DNA fingerprinting) a

variabil de repetitii in tandem
Number Tandem Repeats) s-a dOVGdit a fl cea mai
adecvata ca tintd pentru  studiul
polimorfismului genetic, MLVA (Multirle  Locus
Variable Number Tandem Repeats Analysis), ca varianté de
amprentare genetica, in studiile
epidemiologice privind Enterococcus
faecium patogen. MLVA este axata pe 6 loci
VNTR, specifici, ale caror secvente sunt
cunoscute, nu anonime, asa cum este in
cazul benzilor obfinute la tipizarea prin
PFGE sau RAPD, cu produsi PCR estimati
la 416-1012bp, ceea ce ii face adecvati
pentru discriminare prin gel-electroforeza.

In scopul identificarii, trasarii si prevenirii
diseminarii Enterococcus faecium patogen,
in cadrul retelei PatGenNet a fost adoptata
metodologia de tipizare prin VNTR [9].
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MATERIALE $1 METODE

Tulpinile salbatice de Enterococcus
faecium provin din coleciji bacteriene sau
din izolarile realizate de Ilaboratoarele
incluse in reteaua PatGenNet, din probe
prelevate din mediu spitalicesc (cazuri
clinice, hemoculturi, sputa) si mediu
ambiant; originea acestora fiind redata in
tabelul 3.

Tulpina BM4147 VanA' (furnizata de Dr.
Guido Werner, Robert Koch Institute,
Germania) a fost utilizata ca standard
pentru amplificarile VNTR.

Izolarea tulpinilor. A fost realizata prin
insamantari primare pe mediu BHI cu NaCl
6.5%0, geloza simpla sau Columbia cu
sange de oaie 7-10% (l.Pasteur /
I.Cantacuzino / Oxoid), geloza BBL ori Difco
m-Enterococcus ~ Agar®ecten  Dickinson) g4
geloza BEA (Bil&-Esculing-Azida)®°Ra?),
urmate apoi de dispersii pe geloza UriSelect
4(BoRad) ‘thate incubate la 37°C, in aerobioza.

Identificarea biochimica. A fost
realizata prin teste APl 20 Strep sau API
Rapid [D32 Strep ®oMerew) = ¢ test
suplimentar pe geloza Columbia cu telurit
de potasiu (0,04%), iar profilul de rezistenta
la antibiotice / chimioterapice a fost stabilit

conform metodologiilor  adoptate  in
laboratoarele PatGenNet (C-S/SFMEARSS)
Crioconservarea tulpinilor. A fost

realizata la -80°C din culturi de 18 ore in
mediu BHI in amestec cu 20% glicerol 9™
Ampilificarile PCR. Au fost realizate pe
ADN brut, obtinut prin lizd termica si
enzimatica, sau prin suspendarea coloniilor
bacteriene direct in amestecul de
amplificare. Protocolul pentru obtinerea
ADN brut prin liza termica si enzimatica, cu
mici modificari fatd de cel publicat de catre
UMC Utrecht, a fost:
- 1,5ml cultura in mediu lichid centrifugata la 17310g,
la 4°C, timp de 10 min;
- depozit reluat in 200 pl tampon Tris-EDTA pH 8.0, si
50 pl lizozim, 50 mg/ml;
- incubare 15 min. la 37°C; adaugare de 30 pl solutie
SDS 10% si 20yl proteinaza K, 20 mg/ml;
- incubare 1h la 65°C; addugare 100 ul de solutie de
neutralizare("romesa A7130).
- centrifugare la 17310g, 4°C, 10’; precipitarea
supernatantului cu alcool etilic absolut la -80°C, 1h;
spalare depozit cu alcool etilic absolut;
- rehidratarea depozitului in 100 ul apa ultrapura sau
in functie de cantitatea de depozit; stocare la -20°C;
1ul din preparat a fost utilizat in reactia de amplificare.
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Celalalt protocol de obtinere a
esantioanelor de ADN brut s-a realizat prin
transferul unei colonii de pe mediul solid
direct in tubul de amplificare PCR, in care
au fost prezenti tofi reagentii necesari
pentru reactie; amestecul a fost tratat termic
15 min. la 4°C (pe gheatd), dupd care a
urmat programul de amplificare fig. 1, 2).

Figura 10. Enterococcus faecium.
Gel - electroforeza TBE1x post —amplificare VNTR.

Secventa amorselor utilizate pentru
tipizarea VNTR, caracteristicele locilor, talia
estimata a ampliconilor si concentratia
gelurilor de agaroza indicatd pentru
controlul post amplificare sunt prezentate in
tabelul 1, asa cum au fost publicate de UMC
Utrecht [11].

Figura 9. Enterococcus faecium.
Pregatirea reactiilor de amplificare VNTR.
Tabel 1.
Caracteristicele VNTR si amorsele specifice
(dupa Top et al. 2004)

Denumire |
locus

Secventa Program Talia Gel
amorsei PCR estimata (bp) agaroza%

Lungimea
repetitiei (bp)
Numar
repetitii
Numar de
alele
%
Conservare

VNTR-1 123 0-8 8 95 ;:: %}ﬂgﬁ;&%ﬁﬁg&ﬁ?ﬁgﬁ%m 30 cicluri 52C  250-1012 2
VNTR-2 279 1-14 13 96 ;:: gﬁ?ﬂé@&éﬁ%ﬂfﬂc}-ggiATG TD70-60  724-4351 1
WTR7 121 17 7 98 L e e e anara TD 6555  416-1021 2
VNTR-8 121 17 7 96 ;:: gﬁgfﬁngg::a:ﬁﬁf&%%?g% TD65-55  237-963 2
VNTR9 121 13 3 93 ;:: %‘;ﬁ;&%ﬁﬁ%ﬁé‘éﬁﬁiﬁﬁ? TD65-55  205-447 2
UNTRAO 121 03 4 96 | ol s TD 6555  174-474 2

in tabelul 2 sunt prezentate programele concentratia amorselor Si mixurile

de amplificare asa cum au fost validate in enzimatice comerciale utilizate PuRe Taa Readyto
laboratorul de biologie moleculard din ©° PCR beads, GE Healthcare 27-9357-01). Eyemple de
Institutul Pasteur, pe amplificatorul PE ampliconi obtinuti pentru fiecare VNTR sunt
GeneAmp 9600 PCR System (“eplied Biosystem)  raqate in figurile 1-6.

Tabel 2.
Enterococcus faecium Programe de amplificare pentru tipizare VNTR
Nr. Gena Program Volum Concentratia amorselor si
crt. 9 reactie tipul de ADN polimeraza
mﬁ ; 95°C,15', 1x; 94°C, 30", TD60°C — 50°C, 30", 72°C,1’ — 10x; 94°C,
1. 1.5'+50°C,1.5'+72°C,5’, 30x; 72°C, 10’, 1x; 4°C, fe
VNTR 9  pE GeneAmp 9600 PCR System
VNTR 10 . (Generi Biotech).,
o Ao OAO 47 oA 41 oA 41 200 4. AO 50 pmole fiecare ;
2. UNTR1 ol 24 C1+52°C,1+72°C, 130 72°C,10° 1 4°C, e PE - o5 1 puRe Tag Ready o Go PCR

95°C,15",1x; 94°C,30"+65°C,30"+72°C,4’-10x; 94°C, 30", TD65°C— beads

55°C, 30”,72°C,1' — 10x; 94°C,1.5'+55°C,2'+72°C,5'-30x; 72°C, 10,

1x; 4°C, fe
PE GeneAmp 9600 PCR System

3. VNTR2
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Figura 1. Enterococcus faecium
Profil VNTR 1. Gel agaroza 2%, TBE 1x. Godeu f1:
105/2006; godeu 2: 106/2006; godeu 3: 113/2006; godeu 4:
129/2006; godeu 5: 156/2006; godeu 6: 176/2003; godeu 7:
40/2007; godeu 8: VL43/2007; godeu 9: VL43 (e RAPD)
godeu 10: PCR Markerse™

Figura 2. Enterococcus faecium
Profil VNTR 2. Gel electroforeza TBE 1x. Godeu 1: 1kbDNA
Ladder %) godeu 2: 105; godeu 3: 106 godeu 4: 113;
godeu 5: 129; godeu 6: 156; godeu 7: 176; godeu 8: 40;
godeu 9: VL43; godeu 10: PCR Marker 9™

Figura 3. Enterococcus faecium
Profil VNTR 7. Gel agaroza 2%, TBE 1x. Godeu 1: 160/2006
(Inst. Cantacuzino); godeu 2: 916/2007 (Inst. Cantacuzino); godeu 3:
805/2007; godeu 4: 685/2006; godeu 5: EP05/2007 ™ '¢
Publicd): godeu 6: BM4147; godeu 7: PCR Marker 9™

Figura 4. Enterococcus faecium
Profil VNTR 8. Gel agaroza 2%, TBE 1x. Godeu 1: G 2-2
(Timisoara); godeu 2: G 3-2 (Timisoara); godeu 3 G 52 (Timisoara);
godeu 4: G 9-1 M= godey 5: G 10-2 ™™ godeu 6:
BM4147; godeu 7: PCR Marker 9™
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Figura 5. Enterococcus faecium
Profil VNTR 9. Gel agaroza 2%, TBE 1x. Godeu 1: 160/2006
(Inst.  Cantacuzino); godeu 2: 916/2007(Inst. Cantacuzino); godeu 3:
805/2007; godeu 4: 685/2006; godeu 5: EP05/2007"™" '¢
Publica): godeu 6: BM4147; godeu 7: PCR Marker ™)

Figura 6. Enterococcus faecium
Profil VNTR 10. Gel agaroza 2%, TBE 1x. Godeul: G 3-
3/2007 (Cluj); godeu 2: G 4-1/2007 (Cluj); godeu 3: G 9-2
(Cluj); godeu 4: 19/2006 (Inst. Ig. Publica); godeu 5:
283/2007 (Inst. Ig. Publica); godeu 6: 284/2007 (Inst. Ig.
Publica); godeu 7: BM4147; godeu 8: PCR Marker 9™

Specificitatea amorselor / reacfiilor de
amplificare a fost controlata pe tulpini de
Enterococcus faecalis, in aceleasi conditji
de amplificare ca cele pentru E. faecium.

Digitalizarea imaginilor post -
electroforeza in gel de agaroza TBE, colorat
cu bromura de etidium 0.2%, a fost realizata

prin intermediul 5" si a programului logic
Image 2WinPC v.5.0.1.- Herolab GmBH) (flg 7)

COMPALL

Figura 7. Enterococcus faecium

Prelucrarea digitald a imaginilor gel-electroforezelor profilelor
VNTR prin programul logic UnScanltS™ S¢-ce19%8) nantry
stabilirea taliei ampliconilor obtinutj.
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Talia ampliconilor a fost stabilita fata de
martorul de electroforeza (100bp DNA
Ladder, Promega G2101, sau PCR Marker,
Sigma P9577) prin intermediul programului
logic Un Scan It v.5.1 (SseiCo)

Codificarea profilelor VNTR (profile
MLVA sau tipuri MLVA sau MT), prin
prelucrarea amplificarilor pentru toti locii
VNTR la fiecare tulpind analizata, s-a
realizat manual, prin compararea datelor
obtinute cu datele publicate de UMC
Utrecht; numarul este dat de numarul de
repetitii dat de talia ampliconului.

Inregistrarea si compararea MT din baza
de date s-a realizat on-line (fig.8).

i e

Figura 8. Enterococcus faecium.
Analiza on-line a profilelor VNTR obtinute.

REZULTATE $I DISCUTII

Toate tulpinile Enterococcus faecium
analizate au fost sensibile la vancomicing,
cu exceptia BM4147, si rezistente la
oxacilina.

Tulpinile rezultate de la pasarile din
fermele din Timis (G2-2 si G3-2 au
rezistenta si la clindamicina) au rezistenta la
mai putine antibiotice decéat cele din fermele
din Cluj (G3-3 si G4-1 au rezistenta si la
gentamicina, cloranfenicol si eritromicina,
respectiv. la kanamicina, si rezistenta
comuna la teicoplanina si norfloxacina), iar
profilul de rezistenta al acestor tulpini este
mai restrans decat cel al a tulpinilor de E.
faecium de la om.

Rezistenta multipla la tulpinile de la om
se regaseste in special pentru norfloxacina,
ampiciling, kanamicina, teicoplanina,
eritromicina si rifampicina.

Profilul de rezistenta al tulpinilor din apa
este intermediar fata de cel de la pasari si
om. La testele APl 20 Strep, tulpinile au
inregistrat ID 5157510, 7157510, 7157511,
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7357510, 7357511, 7357530, 7357711,
5757511, 7307510, 7357510, 7177510,
7357410, 7317510 si 7117510, cu procente
de identificare situate intre 87,5 si 99,3.

La controlul privind specificitatea
amorselor/reactiilor de amplificare realizat
pe tulpini de Enterococcus faecalis,
rezultatele au fost negative, ceea ce a
demonstrat specificitatea acestora pentru E.
faecium (date nepublicate).

Prin amplificarile PCR au fost analizate
33 de tulpini de Enterococus faecium:. 7
izolate de la animale, 20 de la om, 2 din
apa; de la animale, din probe de materii
fecale de la ferme din judetele Timis (5) si
Cluj (2), iar de la om, din probe de
hemocultura (9), sange (5), secretie plaga
(3), lichid peritonial (2) si sputa (1).

In studiu s-au folosit 4 tulpini de colectie
(VL43, GM8, ATCC5667 si BM4147).

Au fost obtinute 27 profile VNTR in cazul
celor 33 tulpini. Cele 6 profile VNTR de la
pasari, 15 de la om, 4 din colectia de tulpini
si 2 din apa sunt diferite.

Profiluri VNTR identice au fost
inregistrate dupa cum urmeaza: la pasari,
profilul 404211 s-a regasit la 2 tulpini (G3-2
si G9-1), iar la om profilul 563323 s-a
regasit la 2 tulpini (117 si 316), si profilul
504001 s-a regasit la 5 tulpini (106, 113,
129, 156 si 40).

Protocoalele de lucru s-au validat prin
obtinerea profilului VNTR asteptat in cazul
tulpinii BM4147 (523211).

Ampliconii obtinuti au fost de talii diferite
fatd de datele estimate, cu foarte mici
exceptii (tulpinile 160, 916, 805 si 685 au
avut profil incert in cazul VNTR1).

In urma analizelor pe VNTR1 s-au
obtinut ampliconi cu dimensiuni de 397pb,
520pb, 643pb, 766pb, 889pb si 1012pb,
apartinand codurilor 2, 3, 4, 5, 6, respectiv
7; ampliconul de 274pb nu a fost gasit, cel
de 766pb s-a regasit la cele mai multe
tulpini, iar lipsa ampliconilor a fost
constatata la 2 tulpini de la om (176 si 43).

Tulpinile de la om (160 si 916) prezinta
cate 3 ampliconi identici, iar 805 si 685 au
cate 2 apliconi diferiti; la cele 4 tulpini s-a
observat prezenta unor ampliconi identici
nespecifici cu dimensiuni mari.

Pentru VNTR2 s-a observat prezenta
doar a ampliconului de 1003pb la tulpina
BM4147 si cel de 2119pb la tulpinile 117,
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197 si 316, apartinand codurilor 2, respectiv
6.

In cazul VNTR7 s-au obtinut ampliconi
cu dimensiunile de 416pb, 658pb si 779pb,
apartindnd codurilor 1, 3, respectiv 4,
ampliconul de 537pb nu a fost gasit, cel de
779pb s-a regasit la mai multe tulpini, iar
lipsa ampliconilor a fost constatata la 5
tulpini.

in cazul VNTRS8 s-au obtinut ampliconi
cu dimensiunile de 237pb, 358pb si 479pb,
apartinand codurilor 1, 2, respectiv 3; ceilalti
4 ampliconi cu dimensiuni mai mari nu au
fost gasiti, iar lipsa ampliconilor a fost
constatata la cele mai multe tulpini.

In cazul VNTR9 s-au obtinut ampliconi
cu dimensiunile de 205pb, 326pb si 447pb
apartindnd codurilor 1, 2, respectiv 3;
ampliconul de 568pb nu a fost gasit, iar
lipsa ampliconilor a fost constatata la multe
tulpini.

In cazul VNTR10 s-au obtinut ampliconi
cu dimensiunile de 234pb, 354pb 474pb si
594pb apartinand codurilor 1, 2, 3, respectiv
4; ampliconii de 234pb si 447pb s-au regasit
la cele mai multe tulpini, iar lipsa
ampliconilor a fost constatata la 6 tulpini.

Tulpinile de Enterococcus faecium
rezultate din probele de la animale au fost
izolate din materiile fecale ale efectivelor de
gaini de la fermele din judetele Timis (G2-2,
G3-2, G5-2, G9-1 si G10-2) si Cluj (G3-3 si
G4-1).

S-au gasit 4 profile VNTR (504201,
404211, 504011 si 504210) pentru materiile
fecale de la gaini (Timis); profiul 404211
obtinut este identic pentru 2 tulpini (G3-2 si
G9-1). Ampliconii rezultati pentru VNTR 1,
8, 9 si 10 sunt diferiti, pentru VNTR7 sunt
identici, iar in cazul VNTR2 nu s-a observat
niciun amplicon la cele 5 tulpini.

in cazul materiilor fecale de la gaini
(Cluj), s-au inregistrat 2 profile VNTR
(402012 si 502001).

Ampliconii rezultati pentru VNTR 1, 9 si
10 sunt diferiti, pentru VNTRY7 sunt identici,
iar in cazul VNTR 2 si 8 nu s-a observat
niciun amplicon la cele 2 tulpini.

Ampliconii rezultati in cazul tulpinilor de
la Timis au fost diferiti fatd de cei din
tulpinile de la Cluj in ceea ce priveste VNTR
1,7, 8, 9 si 10, si lipsesc la VNTR2 pentru
ambele efective.

Profilurile VNTR la tulpinile de om au
fost diferite chiar si pentru aceeasi proba din
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care s-a analizat (hemocultura, sange,
secretie plaga, lichid peritonial si sputd), cu
2 exceptii (563323 si 504001).

Lipsa ampliconilor a fost constatata si la
unele tulpini de la om. Tulpinile VL43 si
GM8 folosite ca probiotice au avut profile
VNTR diferite (404314 si 400034).

Ampliconii rezultati pentru VNTR 7, 8 si
9 au fost diferiti, pentru VNTR 1 si 10 au fost
identici, iar in cazul VNTR 2 nu s-a observat
niciun amplicon la cele 2 tulpini.

Tulpinile din apa (176 si EP05) au avut
profile VNTR diferite (004323 si 400000). in
cazul tulpinii EP05 s-a observat amplicon
doar la VNTR1, iar la tulpina 176 absenta
ampliconilor s-a constatat la VNTR 1 si 2.

Codificarea profilelor VNTR obtinute
este redata in tabelul 3. Tulpinile s-au
clasificat in 27 MT (profile VNTR diferite). La
inscrierea on-line a profilelor MLVA
codificate, toate s-au dovedit diferite fata de
cele existente in baza de date UMC Utrecht.

CONCLUzII

1. Prin studiul polimorfismului genetic prin
MLVA a 33 de tulpini de Enterococcus
faecium s-au obtinut 27 de profile VNTR
diferite: 6 la pasari, 15 la om, 4 din
colectia de tulpini si 2 din apa.

2. Nu au fost inregistrate profile identice
intre tulpinile izolate de la om si cele
izolate de la animale.

3. In cazul tulpinilor izolate din cazuri
clinice, dar si in cadrul celor izolate de la

gaini, s-au inregistrat  genotipuri
circulante, care pot fi considerate
epidemice.

4. Tulpinile utilizate ca probiotice s-au
dovedit diferite de cele circulante la
animale.

5. Rezultatele obtinute in cadrul acestui
studiu sustin utilitatea pe care analiza
polimorfismului VNTR, considerat ca
marker genetic, o are in investigatiile
epidemiologice.
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Tabel 3.

Enterococcus faecium. Codificare profile VNTR (MLVA)

Origine tulpini Profile VNTR
Cod Rezistotip
tulpina Sursa An
176 Bucuresti 2003 apa TEC, OX, K, E, RA, NOR 0o 0 4 3 2 3
105 Bucuresti 2006 HC AM, TEC, OX, K, E, CM, NOR 2 0 0 0 o0 O
106 Bucuresti 2006 HC AM,GM,TEC, OX, P,K,C,E,CM,RA,NOR
113 Bucuresti 2006 HC AM, GM, TEC, OX, P, K, E, RA, NOR
129 Bucuresti 2006 HC AM,GM,VA, TEC,OX,K,C,E,RANOR 5 0 4 0 0 1
156 Bucuresti 2006 HC AM, TEC, OX, P, K, C, TE, E, NOR
40 Bucuresti 2007 HC AM, TEC, OX, P, TE, E,CM, RA, NOR
41 Timisoara 2006 HC AM, GM, TEC, OX, P, K, C, E, NOR 4 0 3 0 2 O
18 Cluj 2006 HC AM, OX, P, C, RA, NOR 4 0 3 0 2 2
43 Bucuresti 2007 sputa VA, TEC, OX, K, TE, CM, NOR 0o 0 0 O o0 O
47 Bucuresti 2007 HC / 4 0 3 0 1 o0
VL43 colectie - - FT, VA, TEC, OX, E, NOR 4 0 4 3 1 4
GM 8 colectie - - FT, VA, TEC, OX, K, E, CM, NOR 4 0 0 0 3 4
ATCC 5667 colectie - - TEC, OX, RA, NOR 6 0 4 0 0 3
BM4147  colectie - - VA, TEC, OX, P, TE, CM 5 2 3 2 1 1
G2-2 Timigoara 2007  Gaina/materii fecale OX,CM 5 0 4 2 o0 1
G3-2 Timigoara 2007 Gaina/materii fecale OX,CM 4 0 4 2 1 1
G9-1 Timigoara 2007 Gaina/materii fecale (0),4
G5-2 Timigoara 2007  Gaina/materii fecale OoX 5 0 4 0 1 1
G10-2 Timisoara 2007 Gaina/materii fecale (0),4 5 0 4 2 1 0
G3-3 Cluj 2007  Gaina/materii fecale GM, OX, C, TE, E, NOR 4 0 2 o0 1 2
G4-1 Cluj 2007  Gana/materii fecale OX, K, TE, NOR 5 0 2 o0 o 1
19 Baia Mare 2006 secretie plaga AM, TEC, OX, P, K, TE, E, CM, NOR 4 0 1 0o o0 3
283 Cluj 2007 sange AM, GM, OX, P, K, E, CM, NOR 5 0 1 0 o0 3
284 Cluj 2007 sange AM,GM,TEC,OX, P, K, TE,E,CM,NOR 5 o0 3 o0 1 2
EP0O5 Cluj 2007 apa OX, CM, NOR 4 0 0 0 O0 O
160 Baia Mare 2006 sange AM, OX, P, K, C, E, RA, NOR 753 0 3 3 2 2
916 Baia Mare 2007 sange AM, GM, OX, P, K, TE,E,CM,NOR 7;53 0 3 3 1 2
805 Baia Mare 2007 sange AM, GM, OX, P, K, E, CM, NOR 53 0 1 1 2 3
685 Baia Mare 2006 secretie plaga AM, OX, P, K, TE, E, CM, RA, NOR 43 0 1 1 2 3
117 Cluj 2008 secretie plaga /
316 Clyj 2008 lichid peritonial / 5 6 3 3 2 3
197 Cluj 2008 lichid peritonial / 5 6 0 0 1 2



