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Obiectivele și activitățile prevăzute: 

 

Ob2. Evaluarea comparativă in vivo și in vitro a expresiei a genelor specific pentru rezistența la 

antitbiotice 

2.1 Realizarea infecțiilor experimentale în condiții optimizate din punct de vedere al densității inoculelor 

bacteriene, doza infectantă, doza de antibiotic și durata infecției experimentale 

2.2 Cultivarea tulpinilor bacteriene pe medii artificiale, cu sau fără antibiotice 

2.3 Evaluarea prin qRT-PCR a genelor țintă pentru rezistența patogenilor la antibiotice 

2.4 Evaluarea modificărilor de microbiotă la D. melanogaster prin tehnici independente de cultivare în 

timptul infecției și/sau a tratamentului cu antibiotice 

2.5 Analiza și interpretarea datelor 

 

Ob3. Identificarea profilurilor de expresie particulare  unor gene eucariotice în indivizi D. 

melanogaster infectați versus neinfectați, netratați și tratați cu antibioticul colistin 

3.1 Efectuarea infecțiilor experimentale în condiții optimizate 

3.2 Efectuarea qRT-PCR pentru gene țintă la D. melanogaster 

3.3 Analiza și interpretarea datelor 

 

 



Rezumatul etapei II 

 În cadrul etapei II a proiectului au fost realizate toate activitățile prevăzute pentru îndeplinirea 

obiectivelor corespunzătoare acestei etape. Astfel, s-au realizat experimente de infecție experimentală și/sau 

tratamentul indivzilor D. melanogaster de interes în condiții optimizate, cultivarea tulpinilor bacteriene 

recuperate, evaluarea prin qRT-PCR a expresiei genice la tulpini bacteriene și la indivizi D. melanogaster, 

și evaluarea profilului microbiotei comensale prin tehnici independente de cultivare. Fluxul de lucru al 

acestei etape este prezentat în Figura 1. 

Figura 1. Reprezentare grafică sumarizată a fluxului experimental din Etapa II a proiectului. 

 



În cadrul activităților au fost realizate o serie de experimente în care masculii de Drosophila 

melanogaster au fost contaminați cu tulpini bacteriene cu sau fără administrare ulterioară de antibiotice.  

Pentru efectuarea infectărilor experimentale au fost utilizate seturi de indivizi cu trei genotipuri distincte, 

respectiv linia etalon Oregon și indivizi mutanți cu genotipurile γCOPS057302/+, respectiv γCOP14a/γCOP14a 

și următoarele variante experimentale: i) control, ii) infecție, iii) infecție + tratament cu colistin/meropenem. 

Inoculul bacterian a fost reprezentat de suspensii bacteriene cu o densitate de 4,5 × 109 unități formatoare 

de colonii (UFC), realizat în soluție sucroză 5%, care a fost omogenizată și adaugată pe discurile de hârtie 

de filtru din tuburile experimentale. Pentru grupurile control a fost pipetat un volum similar de soluție 

sucroză 5%. 

Tratamentul cu antibioticele de ultimă intenție a condus la selectarea de colonii rezistente de 

Providencia rettgeri pe mediul COL-APSE, suplimentat cu colistin, la 18 ore post-tratament în toate 

condițiile experimentale. În cadrul experimentului de infecție cu A. baumannii au fost recuperate colonii 

rezistente pe medii suplimentate cu antibiotice în majoritatea condițiilor experimentale, iar după infecția cu 

E. kobei au fost obținute colonii rezistente de E. kobei pe mediul mSuperCARBA pentru toate condițiile 

experimentale și colonii de P. rettgeri pe COL-APSE. 

Evaluarea expresiei genelor țintă KPC și CTX-M din genomurile patogenilor rezistenți s-a realizat 

pe indivizi de D. melanogaster infectați cu E. kobei cu/fără tratament cu colistin. S-a observat ca în cazul 

indivizilor infectați cu E. kobei  expresia genelor KPC și CTX-M este crescută, în timp ce după 

administrarea colistinului, aceasta este diminuată, scăderea fiind semnificativă în cazul genei KPC.   

Pentru a ghida selectarea unor gene țintă de interes care să fie utilizate în realizarea experimentelor 

de qRT-PCR am optat inițial pentru o etapă de screening highthroughput cu tehnica direct RNA sequencing 

dezvoltată de ONT. Consecutiv, nivelul de expresie a genelor Relish și dorsal pentru diferite variante 

experimentale a fost evaluat pentru masculi mutanți γCOPS057302/+ infectați cu E. kobei și tratați cu colistin. 

În cazul experimentului, expresia genelor Relish și dorsal este stimulată în urma infecției cu E. kobei, iar 

consecutiv administrării de colistin expresia ambelor gene este diminuată. 

Evaluarea modificărilor microbiotei indivizilor de D. melanogaster în timpul infecției cu A. 

baumannii și/sau tratamentului cu antibiotic prin metode s-a bazat pe secvențierea specifică a genelor care 

codifică pentru ARNr 16S, utilizând în premieră națională ONT.  Datele experimentale preliminare conduc 

la ipoteza ca anumite alele mutante ale genei gammaCop pot modula, direct sau indirect, pattern-ului 

microbiotei comensale la D. Melanogaster, în sensul favorizării unei prodominanțe a bacteriilor Gram-

negative, inductoare ale unui status pro-inflamator. 

 



Diseminarea rezultatelor 
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