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Etapa 3 — Stabilirea semnificatiei clinice a rezultatelor obtinute, pe baza analizei bioinformatice
a profilurilor de expresie genica la modelele eucariote si procariote utilizate, in diferite conditii

experimentale

1. Obiective prevazute / realizate

Ob. 3 Stabilirea semnificatiei clinice a rezultatelor obtinute, pe baza analizei bioinformatice a
profilurilor de expresie genica la modelele eucariote si procariote utilizate, in diferite conditii
experimentale - realizat in totalitate

Act. 3.1 Identificarea genelor eucariote modulate de infectia bacteriana;

Act. 3.2 Identificarea genelor eucariote modulate de administrarea antibioticului;

Act. 3.3 Evidentierea genelor de rezistenta la antibiotice cu profiluri modificate de expresie in vivo
(in prezenta/absenta antibioticului) versus in vitro;

Act. 3.4 Construirea unei harti genetice pentru ilustrarea relatiilor dintre genele cu profiluri de
expresie modificata, potential implicate in trialogul gazda-bacterie antibiorezistenta-antibiotic;

Act. 3.5 Indicarea genelor ipotetice care pot fi utilizate pentru predictia severitatii clinice a unei
infectii;

Act. 3.6 Descrierea genelor ipotetice care pot prezice eficacitatea si toxicitatea antibioticelor in vivo.

Act 3.1 — Identificarea genelor eucariote modulate de infectia bacteriana

Datele rezultate in experimentele de secventiere a ARN total realizate In cadrul etapei
anterioare au fost utilizate pentru a cuantifica efectele infectiei cu tulpina bacteriand patogena
multirezistentd de Klebsiella pneumoniae BL13 asupra expresiei genice la indivizii masculi de
Drosophila melanogaster cu genotip wild-type, Oregon, si in indivizii cu genotip mutant homozigot
yCOP™/yCOP™ . Pentru fiecare dintre cele trei conditii experimentale, respectiv: i) control
neinfectat si netratat, ii) infectie timp de 69 ore si iii) infectie timp de 51 ore urmata de tratament cu
antibioticele de ultima intentie COL sau MEM timp de 18 ore, au fost utilizate cate trei replici
biologice, fiecare cu cate 50 de masculi. Anterior experimentului de infectie, masculii de D.
melanogaster au fost infometati in sticle sterile timp de 2 ore, dupa care au fost transferati in tuburi
cu mediu minimal (agar bacteriologic 2,4% si sucroza 5% 1n apa distilata) si un disc de hartie de filtru
sterild plasat la suprafata mediului. Pe acest disc a fost pipetat un volum de 230 pL solutie sucroza
5% (control), suspensie bacteriani cu o densitate de 4,5 x 10° unititi formatoare de colonii (UFC) in
solutie sucroza 5% (infectie) si solutie de antibiotic de concentratie 32 pg/mL pentru COL si 256
pg/mL pentru MEM (infectie si tratament). Pentru fiecare conditie experimentald au fost selectati
indivizi pentru evaluarea Incarcaturii microbiene, extractie ADN si extractie ARN total. Indivizii
selectati au fost imersati in tuburi Eppendorf cu RNA/ater (Invitrogen, AM7024).

Extractia ARN total a fost realizatd cu kit-ul Monarch Total RNA Miniprep (New England
Biolabs, T2010S). Volumul elutiei finale a fost ajustat la 70 pL, iar secventierea ARN total a fost
realizatd cu tehnologia long-reads dezvoltata de Oxford Nanopore Technologies (ONT) pe un

secventiator Min[ON MKI1C. Biblioteca de secventiere a fost obtinutd cu kir-ul SQK-RNAO002,



pornind de la un mix comun de 3 pL per replica biologicd pentru fiecare conditie experimentala
secventiatd. Reactia de secventiere a fost rulata pe un flow-cel/l FLO-MIN106D de generatie R9 timp

de 24 ore (Tabelul 1).

Tabelul 1. Sumarizarea concentratiilor obtinute in urma extractiei ARN total si a pregatirii bibliotecilor de
secventiere, si a rezultatelor generate de reactia de secventiere. Abrevierile pentru numarul de read-uri si

numirul de nucleotide secventiate sunt corespunzatoare unitétilor de masura (k = kilo, 10 si M = mega, 10°).

o ) ) Concentratie Concentratie Numar de
Conditie Replica | Concentratie o o Numar de )
) ) ] input biblioteca | ouput biblioteca nucleotide
experimentald | biologicd | ARN extras read-uri
ARN ARN secventiate
RBI 124,9 ng/pL
Oregon + K.
RB2 87,4 ng/uL 1010,7 ng 380 ng 24,07 k 34,78 M
pneumoniae
RB3 124,6 ng/pL
yCOP*/yCOP™* RB1 111,2 ng/uL
“+ K. RB2 101,1 ng/uL 873,9 ng 190 ng 33,15k 43,86 M
pneumoniae RB3 79 ng/uL

Datele de secventiere au fost interpretate cu Dorado (versiunea 0.5.2), o aplicatie dedicata
secventierit ONT si rulatd in sistemul de operare Linux Mint. Interpretarea semnalelor electrice
generate Tn cadrul secventierii a fost realizatd cu modelul de basecalling ma002_ 70bps_hac@v3.
Implementarea unor proceduri bazate pe aplicatiile minimap2 si NanoCount au permis identificarea

numarului de transcripti si de gene pentru fiecare conditie experimentala (Tabelul 2).

Tabelul 2. Numarul de transcripti genici si de gene identificate pentru fiecare conditie experimentala

secventiata.
Conditie experimentala Numar transcripti identificati Numar gene identificate
Oregon + K. pneumoniae 70 41
yCOP4/yCOP'# + K. pneumoniae 96 56

Identificarea genelor modulate de infectia bacteriana a fost realizatd prin compararea genelor
exprimate intre toate conditii experimentale. Astfel, utilizdnd un script original de bash si o aplicatie
online (Heberle et al., 2015), s-au evidentiat variantele de splicing ale transcriptilor si respectiv genele
aferente exprimate in toate conditiile experimentale (transcripti comuni sau gene comune) si respectiv

intr-o singura conditie experimentala (transcripti unici sau gene unice) (Figurile 1 si 2).
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Figura 1. Evaluarea trancriptilor comuni si specifici identificati in cadrul experimentului de infectie cu K.

pneumoniae. Grafic obtinut cu aplicatia InteractiVenn (https://www.interactivenn.net/).
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Figura 2. Evaluarea genelor comune si specifice identificate in cadrul experimentului de infectie cu K.

pneumoniae. Grafic obtinut cu aplicatia InteractiVenn (https://www.interactivenn.net/).

Analiza celor doua seturi de date (transcriptii alternativi si gene) evidentiaza 25 de transcripti
unici asociati cu 12 gene unice pentru conditia experimentald Oregon infectat cu K. pneumoniae, si
36 de trancripti unici asociati cu 19 gene unice pentru conditia experimentald yCOP'*/yCOP'*
infectat cu K. pneumoniae. Genele unice identificate in urma secventierii ARN a conditiilor
experimentale infectate cu K. pneumoniae ar putea fi potentiali modulatori ai raspunsului imun. in
cadrul acestui experiment nu a fost identificatd nicio gena comuna intre cele doud genotipuri D.
melanogaster ca urmare a infectiei. Aceastd observatie sugereaza diferente fundamentale de expresie
genici intre masculii Oregon si cei yCOP'*/yCOP!# induse de infectie.

Pentru conditia experimentala Oregon infectat cu K. pneumoniae, genele identificate sunt:

Cytochrome P450 4p3 (Cyp4p3), Cytochrome P450 6d2 (Cyp6d2), gliolectin (glec), osa, Sterol



regulatory element binding protein (SREBP), Transition protein-like 94D (Tpl94D), Xrpl, CG3198,
CG5281, CG12783, CG43057 si CG43638.

Pentru conditia experimentald yCOP'*/yCOP'* infectat cu K. pneumoniae, genele
identificate sunt: Acyl-CoA binding protein 3 (Acbp3), Amun, Arginyl-tRNA synthetase (ArgRS),
Calnexin 994 (Cnx99A4), Chd64, Dehydrogenase/reductase 4 (Dhrs4), Dynein heavy chain at 36C
(Dhc36C), ER membrane protein complex subunit 4 (EMC4), HECT, UBA and WWE domain
containing E3 ubiquitin protein ligase 1 (HUWEI), myoblast city (mbc), myo-inositol-1-phosphate
synthase (Inos), Regulator of cullins 1b (Roclb), Serpin 77Bc (Spn77Bc), Tetraspanin 29Fb
(Tsp29Fb), trivet (trv), CG1902, CG9967, CG31077 si CG45045.

In cadrul activitatii 3.1 au fost analizate si datele obtinute anterior pentru variantele
experimentale:  yCOP!#*/yCOP'* control si yCOP!*/yCOP!* + Enterobacter kobei. Pentru
identificarea genelor eucariote modulate de infectia bacteriana au fost concepute doua scripturi bash,
disponibile la adresa https://github.com/DenisaConstantin/directRNAseqAnalysis. Primul script
necesitd drept input read-urile stocate in fisiere de tip FASTQ si secventele transcriptilor de referinta.
In cadrul acestuia, read-urile sunt aliniate versus transcriptii de referintd, cu ajutorul software-ului
minimap2 (Li, 2018). Ulterior, fisierul SAM rezultat este convertit in fisier BAM, care este sortat si
indexat. Rezultatele alinierii sunt interpretate cu ajutorul foo/-ului NanoCount (Gleeson si colab.,
2022), urmand o serie de comenzi bash pentru a numadra transcriptii si genele identificate. Pentru
fiecare fisier cu read-uri este realizat automat si controlul calitatii acestora cu ajutorul software-ului
NanoPlot (De Coster si Rademakers, 2023). Totusi, in cadrul analizei sunt folosite toate read-urile
fara a fi stabilit un prag de calitate.

Cel de-al doilea script bash realizeaza comparatii intre doua fisiere furnizate de utilizator. Spre
exemplu, Intr-o prima etapa pentru a putea evidentia genele modulate de infectia cu E. kobei, au fost
utilizate fisierele ce contin date despre yCOP!#*/yCOP'** control si yCOP'*/yCOP'* + E. kobei.
Acest script genereaza trei fisiere care contin: i) transcriptii identificati in mod particular pentru
primul grup; i1) transcriptii identificati doar in al doilea grup si ii1) transcriptii identificati in comun
intre cele doud grupuri. Analizand transcriptii specifici grupului yCOP'**/yCOP'** + E. kobei au fost
selectate patru gene (ben, spin, sip3 si sesB), pentru care au fost construiti primerii utilizati in
experimente de modulare a expresiei genice prin tehnica qRT-PCR 1n cadrul experimentului de
infectie cu Acinetobacter baumannii. Grupurile experimentale folosite au fost urmatoarele: 1) grupul
control (ingestd cu solutie de sucroza 5%); i1) grupul infectat cu 4. baumannii (ingesta cu inocul
bacterian suspendat in solutie de sucrozd); iii) grupul infectat cu 4. baumannii si tratat cu MEM
(MEM).

Concentratiile de ARN obtinute cu ajutorul kit-ului Monarch® Total RNA Miniprep Kit (New

England Biolabs) masurate utilizand spectrofotometrul ASP-2680 au avut valori cuprinse intre 23,2



si 158 ng/pL.

Reactia de reverstranscriere a fost realizatd utilizand kit-ul GoScript Reverse Transcription
System, Promega. Pentru reactiile de qRT-PCR a fost utilizat kit-ul GoTaqg qPCR Master Mix
(Promega), iar pentru fiecare reactie a fost utilizat Master Mix 2X, 20 ng ADNc si 0,16 uM primer
forward si reverse, Intr-un volum final de 20 pL. Aparatul folosit in aceasta etapa a fost 7500 Applied
Biosystems, iar rezultatele au fost analizate cu software-ul qDATA (Ionascu si colab., 2023).
Programul utilizat pentru amplificare a fost descris anterior.

Pentru acest experiment au fost utilizate toate cele trei replici biologice, iar fiecare replica
biologica a fost analizatd cu cate trei replici tehnice. Pentru normalizarea reactiilor a fost folosita
endogena RpL32 (Ribosomal protein L32). Genele de interes au fost Relish si dorsal pentru rolul lor
bine cunoscut in raspunsul imun, ben, spin, sip3 si sesB, identificate In urma experimentului de
secventiere ARN. Gena ben face parte din calea de semnalizare Imd, alaturi de Relish (Zhou si colab.,
2005). De asemenea, gena septin interacting protein 3 (sip3) are rol in reglarea raspunsului imun
innascut, de data aceasta prin calea de semnalizare Toll (Zhu si colab., 2023), dar si in metabolismul
proteinelor. Aceasta codifica o proteind transmembranara asociatd reticulului endoplasmatic, care
promoveaza degradarea proteozomala a peptidelor pliate gresit (Kang si Ryoo, 2009). Gena spinster
(spin) este implicatd in dezvoltare, transport, raspunsul la stimuli, iar proteina codificata este o
proteind transmembranard, cu rol important in calea mTOR (Rong si colab., 2011). Gena SesB (stress-
sensitive B) este implicatd in procese precum transport, dezvoltare si raspuns la diferiti stimuli
(Terhzaz si colab., 2010). Aceasta codificd o proteind care mediaza transportul moleculelor de ADP
in matricea mitocondriald pentru sinteza ATP, dar si exportul moleculelor de ATP (Rikhy si colab.,
2003).

In continuare, vom prezenta doar variantele experimentale pentru care s-au obtinut rezultate
semnificative statistic.

Gena Relish (Rel) este subexprimatd atat in urma infectdrii cu 4. baumannii, cat si in urma
tratamentului cu MEM pentru indivizii Oregon (Figura 3A). De asemenea, pentru indivizii cu
genotipul yYCOPS057302/+(care au fost descrisi in raportarile anterioare), a fost observata diminuarea
expresiei odatdi cu administrarea MEM (Figura 3B). In schimb, pentru idivizii cu genotipul
yCOP!*/yCOP™ gena Rel este supra-exprimati comparativ cu grupul control (Figura 3C), atit urma

infectiei, cat si consecutiv tratamentului.
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Figura 3. Nivelul de expresie pentru gena de interes Rel, la indivizii Oregon (A), yCOPS057302/+ (B) si
yCOP'/yCOP'* (C) (capturd de ecran din interfata gDATA).

In cazul genei Dorsal, atat pentru indivizii Oregon (Figura 4A), cét si pentru indivizii cu
genotipul yCOPS057302/+ (Figura 4B) a fost evidentiatd diminuarea nivelului de expresie atat in
urma infectdrii experimentale, cat si in urma tratamentului administrat. Similar cazului genei Rel,
gena Dorsal este supra-exprimati pentru indivizii cu genotipul yCOP#*/yCOP'# infectati cu A.
baumannii, comparativ cu grupul control, cat si in cadrul grupului tratat cu MEM, comparativ cu
grupul control (Figura 4C). Este, de asemenea, a fost observatd diminuarea expresiei genei Dorsal

dupa administrarea tratamentului.



Gregan_Abaumannil dorsal ©regan_Abaumannii dorsal ‘Oregen_Abaumannii_MEM dorsal mos7_Abaumannii Darsal mos7_Abaumannil Dorssi mOS7_Absumannil_MEM Dorsal
ve v v e ve. v
Oregon._ Absumannii MEM dorsal Gregon_Control dorsal Gregan_Control dorsal mOST_Abaumanni_MEM Dorssl mD57_Canlrol Dorsal maST_Control Dorsal
Comparison Comparison

e

as

o i

m14/14_Abaumannii dorsal mi4/14_Abaumannii dorsal mid/14_Abaumannii_MEM dorsal
vs vs v
mA414_Abaumannii_MEM dorsal m14/14_Control dorsal m1414_Control dorsal
Comparison

Figura 4. Nivelul de expresie pentru gena de interes Dorsal, la indivizii Oregon (A), yCOPS057302/+ (B) si
yCOP"*/yCOP™ (C) (apturd de ecran din interfata gDATA).
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grupul control pentru indivizii Oregon (Figura 5A). Pentru indivizii yCOPS057302/+ infectati si
tratati cu MEM a fost observata diminuare expresiei genei ben, comparativ cu grupul control (Figura
5B). Gena ben este supra-exprimata in urma infectiei, dar si in urma tratamentului in cadrul grupurilor
formate din indivizi yCOP!#/yCOP!* (Figura 5C).

Pentru gena spin, asemenea genei ben, pentru indivizii Oregon (Figura 6A) sau
yCOPS057302/+ (Figura 6B) a fost observati diminuare expresiei genice. In schimb, la indivizii
yCOP!*/yCOP™ gena spin este supraexprimati att in urma infectiei cu 4. baumannii, ct si in urma

tratamentului cu MEM (Figura 6C).
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Figura 5. Nivelul de expresie pentru gena de interes ben, la indivizii Oregon (A), yCOPS057302/+ (B) si
yCOP"/yCOP' (C) (Capturi de ecran din interfata qDATA).
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Figura 6. Nivelul pentru gena de interes spin, la indivizii Oregon (A), yCOPS057302/+ (B) si yCOP'*/yCOP"*
(C) (Captura de ecran din interfata qDATA).

Pentru toate genele analizate in acest raport se poate observa diminuarea nivelului relativ de
expresie in cadrul grupurilor formate din indivizi Oregon sau y“°PS%7302*. gpre deosebire de grupurile
formate din indivizi yCOP'*/yCOP!*, pentru care au fost identificate cresteri ale nivelului de
expresie genica.

Pentru indivizii Oregon si yCOPS%792/+ ay fost realizate experimentele de qRT-PCR pentru
genele de interes sesB si sip3 (Figurile 7, 8).
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Figura 7. Nivelul de expresie la indivizii Oregon pentru genele de interes sesB (A) si sip3 (B) (captura de ecran
din qDATA).
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Figura 8. Nivelul de expresie la indivizii yCOP*73%/+ si genele de interes sesB (A) si sip3 (B) (capturi de
ecran din qDATA).

Tn cazul genei sesB a fost observati diminuarea expresiei in urma infectiei cu A. baumannii,
atdt in cadrul indivizilor Oregon, cat si yCOPS®7?/+ 1in cazul indivizilor Oregon, in urma
administrariic. MEMului a fost observatd o crestere a expresiei, in timp ce pentru indivizii
yCOPS®73%2/+ se poate observa diminuarea acesteia.

Gena sip3 a fost subexprimata in cadrul grupurilor formate din indivizi Oregon infectati, dar
si in grupul infectati si tratati. Pentru indivizii yCOPS®3%/+ infectati si tratati cu MEM este
evidentiata o crestere a expresiei genei Sip3.

Conform Student’s two-way two sample t test grupurile formate din indivizi cu genotipul
yCOP®%2]+ infectati cu A. baumannii vs yCOPS®"%/+ control nu prezinti semnificatie statistici
pentru niciuna din cele doud gene prezentate, spre deosebire de indivizii yCOP'#*/yCOP!*, pentru
care au fost identificate variatii mai ample ale nivelului expresie la genele de interes.

Rezultatele obtinute sunt similare cu cele obtinute pentru indivizii Oregon infectati cu
patogenul Pseudomonas aeruginosa ATCC27853, la care nu au fost identificate modificari
semnificative ale profilurilor de expresie a genelor, spre deosebire de indivizii cu genotipul

yCOP!*/yCOP™ 1a care au fost identificate modulari semnificative a expresiei unor gene.

Act 3.2 — Identificarea genelor eucariote modulate de administrarea antibioticului
Identificarea genelor eucariote la indivizii masculi Oregon si yCOP!#/yCOP!* modulate de
administrarea antibioticului COL (32 pg/mL) timp de 18 ore au fost identificate prin secventierea

ARN total dupa modelul descris in sectiunea 3.1 (Tabelul 3).

Tabelul 3. Sumarizarea datelor aferente extractiei si secventierii de ARN total. Abrevierile pentru numarul de
read-uri si numarul de nucleotide secventiate sunt corespunzatoare unitatilor de masura (k = kilo, 103 si M =

mega, 10%).

Conditie Replica | Concentratie Concentratie Concentratie Numar Numar




experimentald | biologica | ARN extras input biblioteca ouput biblioteca read-uri nucleotide
ARN ARN secventiate
RBI 31,8 ng/uL
Oregon + COL RB2 100,3 ng/uL 702,6 ng 320 ng 2991k 46,61 M
RB3 102,1 ng/pL
RBI 126,4 ng/pL
yCOP/yCOP'*
RB2 121,7 ng/pL 1022,4 ng 400 ng 71,57k 91,82 M
“+ COL
RB3 92,7 ng/ul

Rezultatele analizei cantitative a numdrului de transcripti si respectiv a genelor
corespunzatoare celor doud conditii experimentale de interes sunt prezentate in Tabelul 4, iar numarul
transcriptilor si al genelor modulate comune sau unice pentru conditiile experimentale sunt prezentate

in Figurile 9 si 10.

Tabelul 4. Numarul de transcriti genici si numarul de gene identificate pentru fiecare conditie experimentald

secventiata.
Conditie experimentala Numar transcripti identificati Numar gene identificate
Oregon + COL 330 203
yCOP"/yCOP!¥ + COL 1421 817
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Figura 9. Evaluarea transcriptilor comuni si specifici identificati in cadrul experimentului de tratament cu COL.

Grafic obtinut cu aplicatia InteractiVenn (https://www.interactivenn.net/).
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Figura 10. Evaluarea genelor comune si specifice identificate in cadrul experimentului de tratament cu COL.

Grafic obtinut cu aplicatia InteractiVenn (https://www.interactivenn.net/).

Analiza datelor a permis identificarea a 42 de gene unice pentru conditia experimentala
Oregon tratat cu antibioticul COL si 346 pentru conditia experimentald yCOP!#/yCOP!# tratat cu
COL. Aceste rezultate indicd un raspuns transcriptional mai complex al mutantilor aflati sub

tratament, comparativ cu indivizii etalon aflati in conditii similare de tratament.

Act 3.3 — Evidentierea genelor de rezistenta la antibiotice cu profiluri modificate de expresie in
vivo (in prezenta/absenta antibioticului) versus in vitro

In etapele anterioare ale proiectului a fost monitorizatd dinamica populatiilor bacteriene din mi-
crobiota cultivabild a unor categorii specifice de indivizi, Oregon, mutanti heterozigoti yCOP14a/+
s1 yYCOP14a/yCOP14a, in diferite conditii experimentale: infectie prin ingesta cu bacterii din grupul
ESKAPE; ingesta antibioticelor COL si MEM, administrate impreuna sau separat; infectie urmata de
tratament cu antibiotice.

Indivizii viabili, colectati distinct pentru fiecare varianta experimentala, au fost triturati si suspen-
sia celulara rezultata a fost inoculata pe medii cromogene suplimentate cu antibiotic, de tip COL-
APSE sau mSuperCARBA. In urma acestor evaluiri, au fost evidentiate si numérate in primul rand
coloniile galbene si verzi rezistente la COL, precum si cele crem, rezistente la MEM. La identificarea
cu tehnologia MALDI-TOF coloniile galbene s-au dovedit a fi Providencia rettgeri, cele verzi Ser-
ratia marcescens, 1ar cele crem A. baumannii. Atat P. rettgeri cat si S. marcescens prezinta rezistenta
la MEM si sunt izolate din mediul spitalicesc (Liu si colab., 2023, Xu si colab., 2024). Remarcabil,
anumiti siderofori secretati de cétre S. marcescens pot stimula cresterea tulpinilor de A. baumannii

(Eze si colab., 2021; Eze si colab., 2023).



In aceastd etapa a proiectului, s-a realizat de asemenea analiza datelor de infectie experimentala

cu A. baumannii si tratament cu MEM (Tabelul 5). Atat la masculii Oregon, cat si la cei

yCOP14a/yCOP14a, valorile logioUFC scad mai mult de jumatate in urma tratamentului cu MEM.

Tabelul 5. Sinteza datelor logi0UFC care corespund evaludrii incércaturii bacteriene a indivizilor Oregon si

yCOP14a/yCOP14a infectati cu A. baumannii si, respectiv, infectati si tratati cu MEM.

Indivizi Oregon yCOP14a/yCOP14a
Mediu COL-{_XPSE COL-Al_).SE mSuperCARBA COL-{_\PSE COL-AI.’-SE mSuperCARBA
colonii gal- colonii . Total colonii gal- colonii .. Total
Experiment bene verzi colonii crem bene verzi colonii crem
iﬁ% 3,57 4,434 2,541 10,545 3,805 4,889 2,944 11,638
A.baumannii 4,542 5,264
+ MEM 0 2,146 2,396 (43.07%) 2,433 2,831 0 (45.23%)

In aceeasi indivizi de tip control, evaluarea diversitatii genurilor bacteriene efectuata prin secven-

tiere ARNr 16S utilizdnd ONT si, consecutiv, analiza read-urilor cu epi2me, a evidentiat urmatoarele

aspecte:

pentru indivizii Oregon, raportul dintre filumurile Proteobacteria (Gram -) si Firmicutes

(Gram +) este de 2,193;

pentru indivizii YCOP14a/yCOP14a, raportul dintre filumurile Proteobacteria (Gram -) si Fir-

micutes (Gram +) este mult mai mare, de 8,098.

Aceste rezultate sugereaza faptul ca in indivizii mutanti este favorizat statusul pro-inflamator,

asociat cu predominanta bacteriilor Gram-negative, ceea ce conduce la o crestere a permeabilitatii

intestinale. Totodatd, faptul ca numarul bacteriilor Gram negative este mai mare la mutantii

yCOP14a/yCOP14a favorizeaza transferul genelor de rezistenta pe orizontala si poate cauza diminu-

area eficientel tratamentelor cu antibiotice.

In aceasta etapa am utilizat ADN complementar derivat din ARN total provenit de la céte trei

replici biologice pentru indivizii Oregon si YCOP14a/yCOP14a in diferite variante experimentale,

inclusiv control, pentru evaluarea nivelului de expresie al genei OXA-40/24, specifica tulpini de A.ba-

umannii utilizatd in experimente. Probele biologice control, infectate si respectiv infectate si tratate

cu antibiotic au fost simbolizate dupa cum urmeaza:

pentru indivizii Oregon: Oregon_ctr OXA-40/24, Oregon_Abaumannii OXA-40/24, Ore-

gon_Abaumannii. MEM OXA-40/24;

pentru indivizii YCOP14a/yCOP14a: m1414 ctr OXA-40/24, m1414_Abaumannii OXA-

40/24, m1414_ Abaumannii. MEM OXA-40/24.

Pentru reactiile qRT-PCR s-a utilizat un protocol dezvoltat in cadrul proiectului. Astfel, per reac-

tie, am utilizat GoTaq gPCR Master mix 2X (Promega) care contine SYBR Green, 20 ng ADNc in-

put/reactie si cate 0,16 uM primer forward si reverse, intr-un volum final de 21 pL, la care s-a ajuns




prin completare cu Nuclease-free water (Promega). Programul a fost rulat cu un aparat Applied Bi-
osystems 7500 Real-Time PCR System. Citirea nivelurilor de fluorescenta a fost realizata in etapa de
elongare, la 72°C.

La indivizii Oregon, indiferent de varianta experimentald, pentru endogena au fost calculate va-
lori Ct minime de aproximativ 15,2, iar pentru gena tinta valori de aproximativ 30,2. O aceeasi ten-
dinta a fost observata si pentru YCOP14a/yCOP14a, unde pentru endogena valorile Ct au pornit de la
16,5, iar pentru gena tintd de la aproximativ 26,7. Aceasta diferentd consistentd dintre valorile Ct
corespunzatoare endogenei si respectiv genei tinta, indica faptul ca, indiferent de varianta experimen-
tald, la indivizii testati microbiota bazala exprimad endogena ARNr 16S.

Utilizand aplicatia qDATA (Ionascu si colab., 2023), am reusit calcularea valorilor Fold-change
(FC) pentru o serie de comparatii realizate intre diferite categorii de indivizi si diferite variante expe-
rimentale. Deoarece in niciuna dintre probele biologice testate nu am detectat expresia genei OXA-
40/24 la indivizii control, acestia nu au fost considerati pentru analiza cu software-ul qDATA. Rezul-

tatele obtinute sunt prezentate in Figurile 11 si 12.
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Figura 11. Reprezentarea grafica a valorilor log,FC calculate pentru variantele experimentale considerate. Gra-

ficul este generat si descarcat direct din aplicatia qDATA.



Valorile FC efective (Figura 12) indica faptul ca gena OXA-40/24 este supraecxprimata la in-
divizii yYCOP14a/yCOP14a infectati, atdt comparativ cu indivizii Oregon infectati (FC = 1,143), cat
si comparativ cu indivizii YCOP14a/yCOP14a infectati si ulterior tratati cu MEM (FC = 2,093). La
indivizii Oregon infectati a fost observatd subexprimarea genei tintd comparativ cu indivizii Oregon
infectati si ulterior tratati cu MEM (FC = 0,304), pe cand aceeasi gend a fost mai puternic subexpri-
mata la indivizii YCOP14a/yCOP14a infectati si ulterior tratati cu MEM comparativ cu cei Oregon

infectati si ulterior tratati cu MEM (FC = 0,19).

Comparison Type FC Median SD Variance SE Cl-lower Cl-upper IQR Minimum Maximum
m1414_Abaumannii OXA-40/24 vs Oregon_Abaumannii OXA-40/24 Up-regulated 1.143 1.015 0.65 0.423 0.033 111 1.175 1.033 0.214 3.357
m1414_Abaumannii OXA-40/24 vs m1414_Abaumannii_MEM OXA-40/24 Up-regulated 2.093 181 1.179 1.39 0.059 2.034 2.153 1.874 0.378 5.521
Oregon_Abaumannii OXA-40/24 vs Oregon_Abaumannii_MEM OXA-40/24 Down-regulated 0.304 0.167 0.337 0.114 0.017 0.287 0.321 0.144 0.064 1.763
m1414_Abaumannii_MEM OXA-40/24 vs Oregon_Abaumannii_MEM OXA-40/24 Down-regulated 0.19 0.104 0.218 0.048 0.011 0.179 0.201 0.108 0.031 1.04

Figura 12. Valorile FC si statistici descriptive asociate acestora obtinute in urma analizei datelor corespunza-

toare indivizilor Oregon si YCOP14a/yCOP14a in diferite contexte experimentale.

Semnificatia statistica a valorilor FC a fost calculata cu Student's two-sample t-test Welch
corrected implementat in qDATA. Rezultatele acestui test, prezentate in Figura 13, ne indica faptul
cd, In afara de diferentele de expresie genica observate intre indivizii YCOP14a/yCOP14a infectati si
cei Oregon infectati, toate celelalte modulari ale expresiei genice a OXA-40/24 sunt semnificative

din punct de vedere statistic.

Comparison Significan t p df

m1414_Abaumannii OXA-40/24 vs Oregon_Abaumannii OXA-40/24 No -0.452 0.65408 32
m1414_Abaumannii OXA-40/24 vs m1414_Abaumannii_MEM OXA-40/24 Yes 3.687 0.001305 21
Oregon_Abaumannii OXA-40/24 vs Oregon_Abaumannii_MEM OXA-40/24 Yes -7.757 1.09E-07 21
m1414_Abaumannii_MEM OXA-40/24 vs Oregon_Abaumannii_MEM OXA-40/24 Yes -8.617 2.28E-08 21

Figura 13. Rezultatele Student's two-sample t-test Welch corrected care testeaza semnificatia statistica a dife-

rentelor de FC estimate pentru grupurile si variantele experimentale considerate.

Rezultatele observate in cazul comparatiei indivizilor Oregon infectati cu cei infectati si ulte-
rior tratati cu MEM ar putea indica faptul ca dinamica procesului de colonizare a indivizilor gazda cu
A. baumannii este similard. Consecutiv tratamentului cu MEM a fost indusa expresia genei OXA-
40/24. Rezultatele anterioare, referitoare la prezenta A. baumannii la indivizii Oregon infectati si res-
pectiv infectati si tratati cu MEM, au evidentiat incircaturi bacteriene similare. In acest context, si
anume existenta unor populatii bacteriene de 4. baumannii de dimensiuni comparabile intre cele doua
variante experimentale pentru Oregon, fluctuatiile nivelului de expresie a genei specifice OXA-40/24
pot fi cuantificate relativ corect.

In cazul indivizilor yCOP14a/yCOP14a, intr-un scenariu plauzibil, vulnerabilitatea imunolo-
gica a acestor mutanti probabil contribuie la o prezenta masiva a tulpinilor Gram-negative comensale,
ceea ce a determinat un mediu competitional particular pentru A. baumannii. In plus, comparativ cu

datele anterioare observate pentru Oregon, consecutiv administrarii MEM au mai putut fi identificate



bacterii apartinand P. rettgeri, posibil ca o consecinta a unei eficiente scazute a antibioticului in con-
textul bacterian specific. Astfel, dupa ce indivizii infectati experimental nu au mai fost mentinuti pe
un mediu selectiv, competitia cu speciile bacteriene natural rezidente a condus la scaderea cantitativa
a A. baumannii. Prin urmare, chiar daca exista doar un nivel de expresie bazal pentru OXA4-40/24,
care nu este diferit Intre indivizii Oregon infectati si cei YCOP14a/yCOP14a infectati, aparenta supra-
exprimare a acestei gene este posibil sa fie cauzatd de o debalansare consistentd a Incarcaturii A.
baumannii in indivizii mutanti.

Analiza profilurilor de expresie in conditii in vivo versus in vitro reprezintd o strategie
importanta pentru a intelege mai bine modul in care microorganismele isi adapteazd mecanismele de
rezistenta in medii diferite si modul in care acest lucru influenteaza eficacitatea tratamentului.

Investigarea in vitro a expresiei genelor de rezistenta la antibiotice s-a realizat prin expunerea
tulpinilor bacteriene la MEM la o concentratie de 1 mg/ml, timp de 18 ore, similar cu durata expunerii
in vivo. Extractia ARN a fost precedata de liza celulelor bacteriene cu ajutorul unui tampon de liza
optimizat (10 mM Tris-HCl, pH=8, 1 mM EDTA, 100 mM NaCl si lizozim 10 mg/ml), urmata de
precipitare cu acetat de amoniu 2,5 M si isopropanol, spélare cu etanol 70%, uscare, resuspendare in
apa ultrapura (RNase free) si tratament cu DN-aza. Calitatea si puritatea ARN extras au fost verificate
folosind un spectrofotometru (Nanodrop) si electroforeza in gel de agaroza 1%. Dupa confirmarea
calitatii si integritatii ARN-ului, s-a realizat sinteza ADNc cu ajutorul kitului de reverstranscriere
GoScript™ Reverse Transcription System. Ulterior, s-a realizat analiza expresiei genelor de rezistenta
utilizdnd Real-Time PCR (instrument ViiA 7, Applied Biosystems). S-au utilizat 300 ng cDNA per
reactie iar amplificarea s-a realizat cu SYBR Green. In fiecare reactie de Real-Time PCR au fost
inclusi primeri specifici pentru genele tinta de rezistenta, bla OXA-40/24, bla OXA-48, KPC si VIM,
precum si un control intern (endogena pentru 16S rRNA). Reactiile au fost realizate intr-un volum
final de 10 pL, care a inclus primeri (10 nM), SYBR Green, si cDNA. Reactia de amplificare s-a
desfasurat cu urmatorii parametri de amplificare: denaturarea initiala: 95°C, 2 minute; 40 de cicluri
de amplificare: denaturare la 95°C, 15 secunde; hibridizare si elongare la 60°C, 30 secunde. Pentru
analiza datelor obtinute, s-a utilizat metoda AACt (delta-delta Ct), care permite cuantificarea relativa
a expresiei genelor tintd fatd de controlul intern si fatd de o proba de referintd. Astfel, au fost evaluate
diferentele de expresie ale genelor de rezistentd intre bacteriile tratate si cele netratate, pentru a
identifica modificarile in expresie datorate expunerii la MEM. Fiecare proba a fost analizatd in cel

putin 3 replici tehnice, iar experimentul a fost repetat pentru a obtine o validare biologica.
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Figura 14. Expresia genelor investigate la tulpinile Acinetobacter baumannii (Aba), Enterobatcer kobei (Eko),
Klebsiella pneumoniae (Kpn) si Pseudomonas aeruginosa (Psa), in absenta si in prezenta MEMului, evaluata

prin Real-Time PCR.

Expresia genelor blaOXA 40/24 si bla-KPC a fost supraexprimata in prezenta meropenemului,
in timp ce in cazul genelor blaOXA-48 si bla-VIM, se observa o scadere a expresiei genei sub
presiunea antibioticului (Figura 14).

Analiza comparativa a expresiei genei blaOXA 40/24 in vitro versus in vivo evidentiaza o
tendintd similara de crestere a expresiei in prezenta antibioticului, insa nivelurile de expresie variaza
in functie de background-ul genetic, ceea ce indica necesitatea studiilor in vivo pentru elucidarea

profilurilor de activare a mecanismelor de rezistentd, in scopul personalizarii terapiei anti-infectioase.

Act 3.4 — Construirea unor harti genetice pentru ilustrarea relatiilor dintre genele cu profiluri
de expresie modificatd, potential implicate in trialogul gazda-bacterie antibiorezistenta-

antibiotic

Tabelul 6. Gene si transcripti cu profiluri de expresie modificatd in cadrul experimentelor de infectie cu K.

phneumoniae
Conditia experimentalid Oregon + Klebsiella Conditia experimentalid yCOP*[yCOP** + Klebsiella
pneumoniae pneumoniae
70 transcripti identificati 96 transcripti identificati
41 gene identificate 56 gene identificate

Gene unice (12): Cyp4p3, Cyp6d2, glec, osa, SREBP, Gene unice (19): Acbp3, ArgRS, Cnx99A4, Chd64, Dhrs4,
Tpl94D, Xrpl, CG3198, CG5281, CG12783, CG43057, Dhc36C, EMC4, HUWEI, mbc, Inos, Roclb, Spn77Bc,
CG43638. Tsp29Fb, trv, CG1902, CG9967, CG31077, CG45045.

Procese biologice la nivelul (GeneOntology): Procese biologice la nivelul (GeneOntology):
reticulului endoplasmatic (GO:0005783 — Cyp4p3 si membranei plasmatice (GO:0005886 — Cnx99A4, mbc si
Cyp6d?2 si SREBP) si membranei nucleare Tsp29Fb), reticulului endoplasmatic (GO:0005783 —
(GO:0005654 — glec si osa)




Cnx994 si EMC4) si citoscheletului (GO:0005856 —
Chd64 si Dhc36C)

Procese biologice asociate (GeneOntology):
transport transmembranar (GO:0022857 — CG5281,
CG12783), reglarea transcriptiei pentru ARN
polimeraza II (GO:0006357 — SREBP si osa),
activitatea oxidoreductazelor (GO:0016705 — Cyp4p3 si
Cyp6d?2), legarea ionilor de metal (GO:0046872 —
Cyp4p3 si Cyp6d?2) sau legarea structurii hem
(G0O:0020037 — Cyp4p3 si Cyp6d?2).

Procese biologice asociate (GeneOntology):
activitatea ubiquitin protein ligase (GO:0061630 —
HUWEI si Roclb), activitatea isomerazelor (GO:0016853
— Dhc36C si Inos) sau legare ATP (GO:0005524 —
Dhc36C si ArgRS)

Tabelul 7. Gene si transcripti cu profiluri de expresie modificatd in cadrul experimentelor de tratament cu

antibioticul de ultima intentie COL

Conditia experimentald Oregon + COL

Conditia experimentalid yCOP*/yCOP'* + COL

330 transcripti identificati
203 gene identificate
Gene unice (42): apt, cact, Capr, crol, Droj2, edin,
elF4E7, EMC4, Ephrin, gcl, Gotl, Grxl1t, Hf, Hou,
Hprl, IBIN, loopin-1, mei-38, Mtkl, net, Prosalpha?2,
Rab27, Reg-2, Rpt3R, rush, TBC1DS5, TwdlD,
CG10477,CG13220, CG14591, CG32137, CG33017,
CG33307, CG34188, CG3566, CG4069, CG43169,
CG5958, CG6931, CG7668, CGY9536, CG9550

1421 transcripti identificati
817 gene identificate

346 gene unice (Anexa 1)

Procese biologice 1a nivelul (GeneOntology):
citoplasmei (GO:0005737 — 15 gene), membranei
reticulului endoplasmatic (GO:0005789 — 2 gene),

nucleului celular (GO:0005634 — 8 gene), aparatului
Golgi (GO:0005794 — 3 gene), mitocondriei
(GO:0005739 — 2 gene) si spatiului extracelular
(GO:0005615 — 2 gene)

Procese biologice la nivelul (GeneOntology):
citoplasmei (GO:0005737 — 80 gene), nucleului
(GO:0005634 — 59 gene), mitocondriei (GO:0005739 —
41 gene), spatiul extracelular (GO:0005615 — 35 gene),
membranei reticulului endoplasmatic (GO:0005789 — 5
gene) si respectiv reticulului endoplasmatic (GO:0005783
— 13 gene) si aparatului Golgi (GO:0005794 — 11 gene)

Procese biologice asociate (GeneOntology):
legarea ionilor de metal (GO:0046872 — 4 gene),
catabolismul proteinelor median de ubiquitin-dependent
protein (GO:0043161 — 3 gene), transportul vesicular
(GO:0016192 — 2 gene), reglarea transcriptiei pentru
ARN polimeraza II (GO:0006357 — 2 gene), activitatea
hidrolazelor (GO:0016787 — 2 gene), activitatea
factorilor de transcriptie GO:0003700 — 2 gene) si
legarea ATP (GO:0005524 — 2 gene)

Procese biologice asociate (GeneOntology):
activitatea hidrolazelor (GO:0016787 — 28 gene),
activitatea oxidoreductazelor (GO:0016491 — 22 gene),
legare ARN (G0O:0003723 — 20 gene), legare ATP
(GO:0005524 — 20 gene), reproducere (GO:0019953 — 17
gene), translatie (GO:0006412 — 16 gene) sau proteoliza
(GO:0006508 — 13 gene)




In baza analizelor bioinformatice prezentate in cadrul activititilor 3.5 si 3.6 am investigat cu ajutorul
aplicatiei STRING (https://string-db.org/) interactiunile potentiale intre genele identificate unic in secventiati,
cu focus pe procesele biologice de la nivelul reticulului endoplasmatic. Rezultatele acestei analize pentru
indivizii yCOP'*/yCOP'* tratati cu COL sunt prezentate in Figura 15. In conditiile experimentale de Oregon
infectat cu K. pneumoniae, yCOP'*/yCOP'* infectat K. pneumoniae sau Oregon tratat cu COL, nu au fost

identificate interactiuni intre genele asociate cu activitate la nivelul reticulului endoplasmatic.
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Figura 15. Hartéd de interactiuni potentiale intre produsii genelor pentru care a fost identificat un enrichment functional

pentru reticulul endoplasmatic la indivizii yCOP!#/yCOP* tratati cu COL. Imagine generatd cu STRING v12.0.

Act 3.5 — Indicarea genelor ipotetice care pot fi utilizate pentru predictia severitatii clinice a
unei infectii

Datele obtinute in cadrul activitatii 3.1 si 3.2 au fost analizate utilizand script-uri originale in
limbajul de programare R pentru a evidentia functiile genelor exprimate unic in conditiile
experimentale de interes prin implementarea GeneOntology (GO) cu biomaRt (Durinck si colab.,
2005; Durinck si colab., 2009).

In cadrul experimentelor de infectie cu K. pneumoniae, majoritatea genelor identificate unic
pentru linia etalon Oregon sunt implicate in procese biologice la nivelul reticulului endoplasmatic
(GO:0005783 — Cyp4p3 si Cyp6d2 si SREBP) si la nivelul membranei nucleare (GO:0005654 — glec
si osa). Printre cele mai comune procese biologice se remarcd activitatea de transport transmembranar
(GO:0022857 — CG5281, CG12783). De asemenea, analiza datelor a evidentiat cel putin doua gene
unice pentru conditia experimentala Oregon + K. pneumoniae implicate n reglarea transcriptiei
pentru ARN polimeraza II (GO:0006357 — SREBP si osa), activitatea oxidoreductazelor
(GO:0016705 — Cyp4p3 si Cyp6d?2), legarea ionilor de metal (GO:0046872 — Cyp4p3 si Cyp6d?2) sau
legarea structurii hem (GO:0020037 — Cyp4p3 si Cyp6d?2).

Genele unice pentru conditia experimentald yCOP'#/yCOP!* infectat cu K. pneumoniae sunt

majoritar implicate in procese biologice de la nivelul membranei plasmatice (GO:0005886 — Cnx994,



mbc si Tsp29Fb), reticulului endoplasmatic (GO:0005783 — Cnx994 si EMC4) si citoscheletului
(GO:0005856 — Chd64 si Dhc36C). Pentru aceasta conditie experimentala au fost identificate cel
putin doud gene unice, implicate in activitatea ubiquitin protein ligase (GO:0061630 — HUWEI si
Roclb), activitatea isomerazelor (GO:0016853 — Dhc36C si Inos) sau legare ATP (GO:0005524 —
Dhc36C si ArgRS).

Act 3.6 — Descrierea genelor ipotetice care pot prezice eficacitatea si toxicitatea antibioticelor in
vivo

Analiza genelor identificate specific Tn urma tratamentului liniei Oregon cu antibioticul de
ultima intentie COL a evidentiat genele implicate majoritar in procese biologice la nivelul citoplasmei
(GO:0005737 — cactus, germ cell-less, apontic, rush hour, Rab27, Houki, Glutaredoxin 1 testis-
specific, Regulatory particle triple-A ATPase 3-related, DnaJ-like-2, eukaryotic translation initiation
factor 4E7, Caprin, Proteasome alphal subunit, loopin-1, meiotic 38 si CG5958), membranei
reticulului endoplasmatic (GO:0005789 — EMC4 si CG3566), nucleului celular (GO:0005634 — net,
germ cell-less, apontic, Rhythmically expressed gene 2, crooked legs, Houki, Hprl, Proteasome
alpha?2 subunit), aparatului Golgi (GO:0005794 — Rab27, TBCI domain family member 5 s1 CG9536),
mitocondriei (GO:0005739 — Ephrin si CG3566) si spatiului extracelular (GO:0005615 — edin si
CG7668). Cele mai comune procese biologice identificate pentru genele din aceastd conditie
experimentala sunt legarea ionilor metalici (GO:0046872 — DnaJ-like-2, crooked legs, loopin-1, rush
hour), catabolismul proteinelor mediat de ubiquitin-dependent protein (GO:0043161 - germ cell-less,
Regulatory particle triple-A ATPase 3-related, Proteasome alpha2 subunit), transportul vesicular
(GO:0016192 — Rab27 s1 CG32137), reglarea transcriptiei pentru ARN polimeraza I1 (GO:0006357
— crooked legs, net), activitatea hidrolazelor (GO:0016787 — loopin-1, Regulatory particle triple-A
ATPase 3-related), activitatea factorilor de transcriptie GO:0003700 — apontic, net) si legarea ATP
(GO:0005524 — DnaJ-like-2, Regulatory particle triple-A ATPase 3-related).

Majoritatea genele identificate specific pentru conditia experimentald yCOP!#/yCOP# tratat
cu COL sunt implicate in diferite procese la nivelul citoplasmei (GO:0005737 — 80 gene), nucleului
(GO:0005634 — 59 gene), mitocondriei (GO:0005739 — 41 gene), spatiul extracelular (GO:0005615
— 35 gene), membranei reticulului endoplasmatic (GO:0005789 — 5 gene) si respectiv reticulului
endoplasmatic (GO:0005783 — 13 gene) sau aparatului Golgi (GO:0005794 — 11 gene). Cele mai
comune procese identificate sunt activitatea hidrolazelor (GO:0016787 — 28 gene), activitatea
oxidoreductazelor (GO:0016491 — 22 gene), legarea ARN (GO:0003723 — 20 gene), legarea ATP
(GO:0005524 — 20 gene), reproducere (GO:0019953 — 17 gene), translatie (GO:0006412 — 16 gene)
sau proteoliza (GO:0006508 — 13 gene).



COL induce gene enrichment pentru gene implicate in procese biologice la nivelul reticulului
endoplasmic (13 + 8 = 21 la masculii yCOP!#**/yCOP!#* versus 3 la masculii Oregon) si respectiv la
nivelul aparatului Golgi (11 la masculii yCOP'**/yCOP!* versus 3 1a masculii Oregon). Cele 13
gene aferente GO:0005783 sunt: cold, CG31650, CG12107, CG8111, ksh, eca, Mtp, ifc, Calr, Jhehl,
Cds, Cpr si CG2145; cele 8 gene aferente GO:0005789 (membrana reticulului endoplasmic) sunt:
Ostgamma, CG2070, ergic54, CG3061, CG9747, Ugt35C1, Vtilb, Tangol, iar cele 11 gene asociate
cu GO:0005794 sunt: Pis, QOsoxl, asrij, Ccm3, ksh, eca, IntS3, VtilB, Mtp, Tangol si Uba5. Se
observa cd 4 dintre aceste gene (ksh, eca, Mtp si Tango 1) sunt comune celor doud grupuri si ¢ niciuna
dintre cele 28 de gene unice nu a fost identificata in analiza masculilor control Oregon.

Acest aspect este remarcabil, intrucat masculii yCOP'*/yCOP!#* sunt mutanti pentru gena
gammaCop, esentiala pentru transportul antero-retrograd intre reticulul endoplasmic si aparatul Golgi
(http://flybase.org/reports/FBgn0028968.htm). O ipoteza plauzibila este aceea ca, In contextul genetic
indus de functionarea partiald a alelei yCOP!# (care este o aleld hipomorfi), un total de 28 de gene

specifice reactioneaza, aparent intr-un efect de compensare, la impactul COL. Acest aspect necesita

studii ulterioare, pentru a identifica daca acest raspuns al genomului gazda la tratamentul cu COL ar

putea reprezenta un avantaj sau un dezavantaj in cazul unei infectii urmate de tratament cu acest

antibiotic la un pacient cu mutatii in gena gammaCop, cunoscut fiind faptul ca background-ul genetic

poate influenta pozitiv sau negativ interactiunea individului cu diferiti factori de mediu.

Un alt aspect interesant care reiese din datele de mai sus este identificarea de gene enrichment
pentru 17 gene implicate n procesul de reproducere la D. melanogaster, care este in acord cu date
originale obtinute anterior (Ecovoiu et al., 2019). Astfel, incrucisarile dintre masculi si femele cu
genotipul yCOP'#**/yCOP'#** nu permit obtinerea de descendenti adulti, ceea ce sugereazi ci mai multe
gene implicate in reproducere sunt functionale in aval de gena gammaCop. Din nou, aceste rezultate
subliniaza necesitatea investigarii aprofundate a efectelor COL asupra functiei reproductive.

In concluzie, toate obiectivele stabilite pentru aceasti etapi au fost in mod riguros atinse, cu
obtinerea unor rezultate semnificative, privind: 1) identificarea modificarilor la nivelul microbiotei
(raport crescut Proteobacteria/Firmicutes la mutanti, favorizand statusul pro-inflamator si transferul
orizontal al genelor de rezistentd) si al genelor eucariote modulate de infectia bacteriana, in functie
de genotipurile studiate, sugerdnd potentialul genelor implicate in procesele de transport
transmembranar, activitatea oxidoreductazelor si ubiquitinilare de a fi utilizate ca markeri ai
i1) identificarea genelor eucariote modulate de administrarea antibioticului COL, care stimuleaza
procese asociate reticulului endoplasmatic si aparatului Golgi la mutanti, evidentiind potentiale
mecanisme de compensare geneticd in contextul mutatiei YCOP14a si potentialul utilizarii acestor

gene ca markeri ai toxicitdtii antibioticului; ii1) diferente de expresie a genelor de rezistentd la


http://flybase.org/reports/FBgn0028968.htm

carbapeneme, in functie de tulpina bacteriand si de background-ul genetic al indivizilor infectati,

sugerand un context competitional unic cauzat de vulnerabilitatea imunologica a mutantilor.

Diferentele semnificative Intre genotipurile studiate in raspunsul la infectii bacteriene si

tratamente cu antibiotice au implicatii clinice importante, datele obtinute oferind o baza solida pentru

cercetari ulterioare privind trialogul gazda-agent infectios-antibiotic, pentru optimizarea si

personalizarea strategiilor terapeutice, in functie de background-ul genetic al pacientului.
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