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Romvac, eficienta maxima indiferent
de circumstante

Pandemia de coronavirus a generat
efecte majore asupra mediului de afaceri. Cu
toate acestea, compania Romvac a functionat
si continud sa functioneze la capacitate
maxima, asa cum a facut mereu, in ciuda
nenumaratelor provocari care au marcat
domeniul medicinei de-a lungul timpului,
plecand de la restriclile si reglementarile
impuse de normele europene si pana la piata
extrem de competitivd prin  prezenta
covarsitoare a produselor de import.

Toate acestea vin pe fondul declinului zoo-
economiei din Romania, cu evolutia pestei
porcine africane, a gripei aviare, a noilor
reglementari ce privesc cresterea animalelor in
regim gospodaresc, a depopularii satelor, a
scaderii numarului de tineri din mediul rural
care vor sa dezvolte afaceri in domeniul
zootehnic, a dificultatii de accesare a fondurilor
europene si a emigrarii unui numar mare de
tineri in spatiul european.

Drept urmare, in ultimii ani, compania
Romvac si-a desfasurat activitatea intr-un
mediu destul de ostil, in care, totusi, a mers
mai departe, functionénd si chiar dezvoltandu-
se in permanenta.

Cu toate ca si la ora actuala,
circumstantele sunt si mai putin fericite, din
cauza pandemiei care a lovit intreaga lume si
care afecteaza existenta tuturor intr-un mod
inedit, Compania Romvac a aratat tuturor, inca
o data, ca este o corabie care poate face fata

Romvac, dezvoltare, medicina, prezentare
Romvac, development, medicine, presentation

furtunilor si la reusita acestui fapt, a contribuit
strategia noastra care a mizat pe diversitatea
gamei noastre de produse, de la cele de uz
veterinar si agro, pana la cele de uz uman.

Dr. Viorica Chiurciu, doctor Tn stiinte medicale
veterinare, C.S. |, medic terapeut

In plus, Romvac nu este restrictionat doar
de céateva specii, deoarece are in gama
aproape 300 de produse biologice si
medicamente care se adreseaza tuturor
speciilor de animale crescute in Romania.

Mai mult, strategia vizeaza Si
diversificarea si cresterea vanzarilor pentru
produsele de uz uman, din gama
Imunoinstant, suplimente alimentare cu
imunoglobuline Y specifice, adica anticorpi
care ajuta la sporirea imunitatii organismului,
mai ales in fata unor situati extrem de
solicitante pentru sanatatea noastra, cum sunt
cele actuale.

In ciuda noilor circumstante s-a decis
continuarea  activitati ~ companiei  fara
intreruperi, deoarece, datorita specificului
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acesteia, a fost extrem de important ca
Romvac sa isi aduca aportul la bunul mers al
lucrurilor din domeniul produselor medicinale,
evitind Tintreruperea fluxului de produse si
servicii, atat de necesare, chiar cruciale astazi,
pentru sanatatea oamenilor si a animalelor.

Astfel, deoarece de vaccinurile si de
medicamentele Romvac depinde in buna
masura, sanatatea animalelor, si deoarece
crescatorii de animale stiu ca de aproape 5
decenii, se pot baza pe aceste produse,
compania Tsi desfasoara, in continuare,
activitatea de productie si distributie,
depunénd toate eforturile necesare pentru
asigurarea solicitarilor din piata, care au atins
cote deosebite mai ales la in lunile martie -
mai, in primul rand, datoritd gamei de produse
pentru dezinfectie.

Inca de la debutul pandemiei, Romvac a
raspuns cererii pietei, cu dezinfectantii Pursept
si Decontaminol, produse de cea mai buna
calitate si si care sunt autorizate sanitar-
veterinar de mai bine de 14 ani. Mai mult,
pentru ca toate produsele sa ajunga la
destinatie, retfeaua nationala de distributie a
companiei asigura in continuare, necesarul
solicitat pe piata.

Dr. Viorica Chiurciu, presedintele consiliului de
administratie al Romvac Company S.A.
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Din aceste considerente care {in de
sanatatea oamenilor si a animalelor, Romvac
a ales sa se implice in lupta impusa firescului
vietii, de restrictiile bolii, acordand, insa, in
permanenta toatd atentia pentru eficienta in
protejarea sanatatii salariatilor si a clientilor. Tn
acest sens, se face 1in permanenta
termometria Tnainte de intrarea n unitate, se
asigura dezinfectia la intrarea si iesirea in si
din unitate, s-au asigurat culoarele de
dezinfectie, mastile de protectie si se respecta
distantarea fizica intre angajati etc.

Managementul de calitate formeaza
angajati profesionisti

Situatia pandemica actuala este un
neprevazut cu efecte majore asupra viefii
oamenilor si de aceea se impune ca toata
lumea sa finteleagd ca este nevoie de
seriozitate si de respectarea regulilor care sunt
facute pentru binele si siguranta noastra, in
sensul limit&rii rdspandirii coronavirusului. inca
de la inceput, Romvac a mizat pe disciplina si
seriozitate, doua coordonate care au fost
insusite de catre angajati.

Strategia manageriala a pornit de la
considerentul ca, indiferent de circumstante si
de piata pe care activeaza o firma,
intotdeauna vor exista anumite constante,
precum profesionalismul si increderea pe
verticald si orizontala, de care depinde
existenta si trainicia afacerii respective

Dr. Viorica Chiurciu, director general
Romvac Company S.A.

Numai asa poate functiona un ansambilu,
o firma al carui scop principal este utilitatea
produsului si a muncii intregului colectiv,
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obtinutd  prin  profesionalism, inovatie,
seriozitate, stabilitate Tn timp si siguranta.

Asa cum s-a demonstrat mai ales in plina
pandemie, faptul ca fiecare angajat Romvac a
fost bine instruit si a stiut exact ce are de facut,
a contat asigurand desfagurarea activitatii
companie fara nicio secunda de interferente si
intreruperi nedorite.

Romvac si proiectele in medicina
veterinara

in ceea ce priveste medicina veterinara,
Romvac este implicat Tn 3 programe de
cercetare externe prin care se doreste
obtinerea a 18 produse noi, respectiv
suplimente naturale bioactive obtinute din
produse secundare din lapte, oua si din
produsele apicole, destinate persoanelor cu
nevoi speciale. Actualmente se fac cercetari
pentru  bioconversia lactozei din  zer,
subprodus regenerabil avantajos, in produse
cu valoare adaugata, dar si cercetari privind
obtinerea  anticorpilor policlonali 1gY  si
utilizarea lor in prevenirea si tratarea unor boli
la taurine si porci care au ca scop reducerea
pierderilor si cresterea sigurantei privind
produsele alimentare de origine animala.

Mai mult, prin cele 2 programe de
cercetare interne, Romvac urmareste sa
obtina in total, 30 de produse noi, pe unele
dintre acestea lansandu-le deja, pe piata. De
asemenea, se fac cercetari privind obtinerea
de biopreparate, aditivi furajeri, alimentari si
substante fitoterapeutice, precum si alte
cercetari privind obtinerea de produse
medicinale veterinare destinate zootehniei.

in acest sens, portofoliul Romvac s-a
imbogatit cu produse pe baza de plante,
precum:

e Dermacicatrat - unguent cu efect
cicatrizant recomandat 1in escare,
eczeme, dermatite de contact si arsuri;

e Papilrom - gel pentru papilomatoza
care duce la desicarea si disparitia

papiloamelor, la orice specie de
animale;

e Five Herbs - sampon antiparazitar
pentru caini;
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e Rom-Enteroprotect - pasta orala de uz
veterinar, adjuvant in enteropatiile de
naturd infectioasa, la tineret, pentru
cai, rumegatoare, porci, caini si pisici;

e Ecvipur — sampon pe baza de plante,
pentru pelaj inchis si deschis, la cai si

e Herbal-MycoDerm - gel antiinflamator
si antimicotic.

De asemenea, in cadrul programului
Green Vet, au fost lansate produsele:

e Mastitrat Gel,

e Ugeroclin S si

e Ugeroclin G,

un pachet de produse care au ca scop sa
limiteze cantitatea de antibiotice utilizate in
prevenirea si tratamentul unor afectiuni ale
glandei mamare la rumegatoare, prin
introducerea in uz a unor derivate vegetale
(infuzii, decocturi, uleiuri volatile) cu actiune
antiinflamatoare, antimicrobiana si antivirala,
demonstrate experimental de catre Romvac.

Romvac a omologat vaccinul RomvacBlue
4 contra bolii limbii albastre la rumegatoare.

Tot la noutati, este inclus si vaccinul
inactivat contra rabiei, dar si setul de
diagnostic pentru tuberculina aviara.

in portofoliul de produse Romvac, au mai
aparut:
e Prodigest, solutie acidifianta adjuvanta;
e Levorom, pulbere hidrosolubila
antimicrobiana cu levamisol clorhidrat;
e Roiactiv, pulbere si comprimate cu
ronidazol, avand efect antimicrobian.

Romvac are in perspectiva si dezvoltarea
de produse medicinale veterinare care sa
ofere o alternativa la problema principala de
combatere a antibiorezistentei la animale si
om, prin utilizarea de substante active care sa
aiba o perioada de asteptare scurta si care sa

nu induca fenomenul de rezistenta
antimicrobiana.

In acest sens, se are 1in vedere
dezvoltarea de produse pe baza de
imunoglobuline Y, pentru prevenirea si

combaterea infectiilor bacteriene si virale la
animale.
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BIO-Ofensiva Romvac prin valorificarea
deseurilor

Utilizarea excesiva a produselor chimice
pe intregul lant trofic - agricultura, zootehnie,
industrie alimentara a avut, In multe cazuri,
urmari din cele mai nedorite si a generat
dezechilibre majore. Aceste aspecte au
determinat orientarea  cercetérilor catre
elaborarea unor produse ,prietenoase“ cu
natura ca intregul: sol — aer — apa — planta —
animal - om.

Mergand pe ideea obfinerii unor produse
BIO prin utilizarea deseurilor din alte domenii
ale industriei alimentare (ex. zer, melasa),
specialisti Romvac au creat, in ultimii ani, mai
multe produse naturale pe baza de culturi
bacteriene benefice si proteine bioactive din
zer, cu rol probiotic, imuno-mudulator, bio-
conservant sau bio-fertilizator:

Bioenterom Z este un supliment alimentar
probiotic si detoxifiant care contine un amestec

in parti egale de bacterii probiotice vii,
Enterococcus faecium si  Lactobacillus
plantarum.

Biolactorom este un supliment alimentar
probiotic pentru stabilizarea florei intestinale
care contine germeni vii de Lactobacillus
plantarum tulpina NCIMB 11974.

Ambele tulpini provin din colectia britanica
si sunt agreate de Uniunea Europeana.

Produsele se administreaza in primele
zile de viatd la toate speciile de pasari,
mamifere si pesti de acvacultura in scopul
colonizarii tubului digestiv cu o microflora
benefica, care blocheaza receptorii celulari ai
epiteliului  intestinal, Tmpiedicand, astfel,
fixarea germenilor patogeni (E. coli,
Salmonella, Pseudomonas, Clostridium etc.).
Se recomanda administrarea probioticelor si in
cazul aparitiei tulburarilor digestive (enterite
diareice) de orice natura, singure sau in
asociere cu antibioterapia.

Bioromsil este un auxiliar tehnologic
pentru Tnsilozarea plantelor furajere. Produsul
este un amestec in parti egale de -culturi
bacteriene  contindnd germeni vii de
Enterococcus faecium si  Lactobacillus
plantarum. Se utilizeaza pentru insilozarea
plantelor furajere atat pentru cele cu continut
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mare de zaharuri (porumb, graminee), cat si
pentru cele cu confinut mare de azot
(leguminoase). Folosirea sa asigura obtinerea
unui siloz de buna calitate, cu calitaf
organoleptice crescute, ce ii Tmbunatatesc
palabilitatea si digestibilitatea. Produsul duce
la scaderea rapida a pH-ului silozului prin
intensificarea fermentatiei acidolactice,
inhibdnd dezvoltarea florei de putrefactie si a
mucegaiurilor si stopand fermentatia butirica
care altereaza silozul. Bioromsil este un
produs biologic natural, apatogen si atoxigen
pentru animale, nu polueaza mediul, nu are
efecte adverse asupra lanfului trofic si ingestia
sa asigura prezenta florei probiotice in intestin
pe tot timpul administrarii.

Romimunoactiv S este un supliment
alimentar imunomodulator. Produsul este o
solutie concentrata (de minimum 4 ori mai mult
decét in colostru) de proteine bioactive din zer,
cu actiune antimicrobiand si  imuno-
modulatoare (IgG, IgM, IgA, a-lactalbumina, §3-
lactoglobuling, lactofering, lizozim, limfokine
etc.). Produsul se administreaza cu predilectie
in primele 48 de ore de la fatare, pe cale orala,
diluat in lapte, cu scopul cresterii imunitatji
pasive la nou-nascutii tuturor speciilor
mamifere. In cazul aparitiei enteritelor de orice
natura, datorita actiunii sale antimicrobiene
marcante fatd de germenii patogeni (E. coli,
Salmonella, Pseudomonas, Clostridium etc.)
poate fi utilizat ca un veritabil antibiotic natural
pe toata perioada de crestere.

Agricultura ecologica cu Rom-
Agrobiofertil NP, ingrasamant 100%
ecologic pe baza de culturi bacteriene

Pentru reducerea impactului chimizarii si
pentru promovarea unei agriculturi ecologice
durabile, specialistii de la Romvac au creat un
ingrasamant 100% ecologic, utilizand 3
bacterii benefice existente Th microflora solului,
respectiv: Azospirillum lipoferum, Azotobacter
chroococcum si Bacillus megaterium.

Biocide eficiente, avizate conform legii de
peste 14 ani

Romvac produce de mai bine de 14 ani,
dezinfectantii de suprafete Pursept si
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Decontaminol, produse cu efect virulicid,
bactericid si fungicide.

Ca urmare a retehnologizarii si prin
marirea capacitati de productie, in cazul
biocidului Pursept, efectele favorabile asupra
pretului de vanzare a acestui produs au fost
vizibile imediat. De céateva luni, Romvac a
lansat si doua solutii pentru dezinfectia
manilor, respectiv Ecovir si Propol Fresh.

Romvac, in lupta impotriva rezistentei la
antibiotice

Tindnd cont de contextul global care
prezinta o realitatea foarte dura pentru
sanatate prin rezistenta bacteriilor la
antibiotice, Romvac a lansat in anul 2014 si a
dezvoltat considerabil, oul hiperimun PC2 si
gama de produse Imunoinstant pentru uz
uman, producand la ora actuala, anticorpi
naturali 1gY utilizati ca adjuvant in tratarea
specifica a infectiilor date de 30 de tulpini
bacteriene rezistente la antibiotice, printre
care: Acinetobacter baumannii, Streptococcus
pneumoniae, Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Salmonella

spp., Salmonella enteritidis, Salmonella
typhimurium, Pseudomonas  aeruginosa,
Clostridium difficile — corpi bacterieni si

anatoxina, Candida albicans, Helicobacter
pylori, Streptococcus mutans, Enterococcus
faecalis, Proteus mirabilis, Streptococcus grup
B, Candida glabrata si Candida krusei.

In ultimul timp, Romvac a sporit numarul
anticorpilor IgY contra diferitilor agenti
patogeni fata de care produsele din gama
Imunoinstant prezintd actiune directa si
specifica. De exemplu, solutia buvabila de
Imunoinstant ~ Multiplu  contine  anticorpi
mpotriva a 18 antigene.
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Restul de pana la 30, se regaseste in
solutile monovalente, precum Imunoinstant
anti-Acinetobacter baumannii, Imunoinstant
anti-Staphylococcus epidermidis, Imunoinstant
anti-Borelioza, Imunoinstant anti-Citrobacter,
Imunoinstant anti-Herpes, Imunoinstant anti-

HPV, Imunoinstant anti-Streptococcus
pneumoniae, Imunoinstant anti-Virusul
Varicelo-  Zosterian, Imunoinstant  anti-

Enterobacter aerogenes, Imunoinstant anti-

Mycobacterium.

Rezultatele obtinute in urma terapiei cu
IgY sunt uimitoare: vindecarea clinica este
rapida, iar testarile bacteriologice cu rezultat
negativ confirma eliminarea agentului patogen
din organism. n plus, au fost vindecati pacienti
cu infectii bacteriene sau psoriazis vechi de
ani de zile gi a fost adusa o contribuitie

considerabila, la Tmbunatatirea starii de
sanatate a copiilor bolnavi de epidermoliza
buloasa.
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Perenitatea Companiei Romvac, chiar si
in noul context aparut, se datoreaza si datorita
produselor si serviciilor pe care le ofera si care
deservesc direct sau adiacent, una din nevoile
de baza ale omului, respectiv sanatatea.

Romvac a anticipat si a raspuns mereu
acestei nevoi, prin diversificarea si adaptarea
gamei de produse. Astfel, Tn gama
Imunoinstant de produse de uz uman, au fost
introduse noi solutii monovalente de anticorpi
IgY specifici impotriva Mycobacterium spp.
care poate afecta tractul respirator si, mai ales,
aparatul pulmonar.

De asemenea, Romvac produce si
Imunoinstant anti-Enterobacter aerogenes si
Imunoinstant anti-Providencia stuartii care pot
afecta orice componentd a sistemului
respirator, inclusiv plamanii. Recent, in aceasa
gama a mai fost introdus si suplimentul
alimentar Instant Yolk, pulberea liofilizata
numai din galbenus de ou hiperimun, in care
se regaseste o cantitate dublda de
imunoglobuline specifice pentru sustinerea
sitemului imunitar, mai ales Tnh perioadele
dificile pentru sanatatea omului.

Mai mult, a aparut si pasta de din{i cu
imunoglobuline Y, OvoDent, pentru sanatatea
orala, deoarece aceasta contine ingrediente
naturale care asigura curatarea dinfilor si
eliminarea placii bacteriene si a petelor,
prevenind aparitia cariilor.

Romvac si perspectivele in medicina
umana

In cel mai scurt
Imunoinstant vor aparea si:

e colirele pentru infectile oftalmice;
Immuno Gyn crema

e gel cu imunoglobulind Y anti-HPV-9
destinate aplicarii locale la nivelul
leziunilor tegumentului zonei genitale
externe, atat la femei, cat si la barbati;

e Immuno Herpestop crema topica
pentru tratamentul leziunilor
determinate de infectia cu virusul
Herpes simplex;

e Immuno Multi Gel produs bioactiv
formulat special pentru a sustine activ,
stadiile de reconstructie ale pielii;

timp, 1n gama
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e MYCorium crema reconstructiva
recomandata pentru unghii fragile,
deshidratate, casante sau neregulate
si pentru pielea din jurul acestora.

—
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Mai mult de atat, va fi lansata cat de
curand, gama de produse cosmetice de lux,
Luxury Egg Cosmetics, pentru fiecare etapa a
ritualului de ngrijire.

Colectia contine produse pe baza de
imunglobuline Y, pentru curatare si
demachiere, exfoliere, tonifiere si hidratare si
actioneaza activ in tratarea si ameliorarea
diferitelor afectiuni cutanate specifice, precum:
acneea, foliculita, dermatita atopica si
uscaciunea si deshidratarea pielii.

Certificari

De-a lungul anilor, Compania Romvac a
investit enorm in retehnologizare, obtinand
certificarea SMI (Sistemul de Management
Integrat), care cuprinde:

e Managementul Calitatii ISO 9001,

e Sistemul de Management al Mediului

ISO 14001 si
e Sistemul de Sanatate si Securitate
Ocupationala OHSAS 18001:2004.

In anul 2004, Compania Romvac a primit
din partea Autoritati Nationale Sanitare
Veterinare, confirmarea incadrarii in normele
de buna practica de fabricatie (G.M.P.),
certificatele obtinute  fiind confirmate
(reexaminate) in 2007, 2009, 2011, 2013,
2016 si 2019.

Romvac Company S.A. este unitate
atestata pentru efectuarea activitatii de
Cercetare Dezvoltare in domeniul Mediciniei
Veterinare, unitatea aflandu-se Tn coordonarea
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stiintifica a Academiei de Stiinfe Agricole si
Silvice.

Romvac pe piata internationala

De cativa ani, Compania Romvac exporta
produsele sale in tari precum:

e lordania,

e Grecia,

e Anglia,

e Bulgaria,

e Lituania,

¢ Niger,

¢ Albania,

e Kosovo,

e Malta,

e Spania,

e Macedonia,

e Georgia,

e Kuweit,

e Republica Moldova,

¢ Olanda,

e [rlanda,

e Ungaria,

o [rak,

e Iran,

o ltalia si

e Qatar.




PRODUCTS FOR VETERINARY USE

Romvac Company S.A. manufactures: 0 mva c

60 biological products (vaccines, imaging substances TRADITION AND INOVATION IN MEDICINE
and diagnosis kits)

200 medicinal products for veterinary use: general
tonics and rehydration products, vitamin-mineral
premixes, growth promoters and vitamins,
antimicrobials and antimycotics, antiparasitic drugs,
products for disinfection, disinsection and pest control,
local anti-infectious, healing, desensitizing and antitoxic
products

natural pri ts based on beneficial bacterial cultures
and whey bioactive proteins with probiotic,
immunomodulatory, bioconservative or bio-fertilizing
effect

,

www.romvac.ro

www.imunoinstant.ro

IgY PRODUCTS FOR HUMANS

RomvacCompanyS.A. produces:

natural IgY antibodies that are used in the specific treatment of infections
caused by 30 antibiotic-resistant bacterial strains: Acinetobacter baumannii,
Streptococcus pneumoniae, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Salmonella spp., Salmonella enteritidis, Salmonella
typhimurium, Pseudomonas aeruginosa, Clostridium difficile — bacterial
bodies and anatoxin, Candida albicans, Helicobacter pylori, Streptococcus
mutans, Enterococcus faecalis, Proteus mirabilis, Streptococcus group B,
Candidaglabrata, Candida kruseietc.
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DEZINFECTANTI

BIOCIDE

Gama de biocide si dezinfectanti Romvac

Dezinfectanti pentru suprafete si obiecte
Pursept - biocid, tablete efervescente cu dicloroizocianurat de sodiu
Decontaminol - biocid, solutie concentrata cu clorura de alchilbenzildimetilamoniu

Dezinfectanti pentru maini
Ecovir - biocid, gel cu alcool etilic 96°
Propol Fresh - solutie si gel cu alcool etilic 96°

Rcﬁ\jlac

Company

sos. Centurii, nr. 7, Voluntari, jud. llifov
romvac@romvac.ro, WWw.romvac.ro
0213503109
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Introducere in rezistenta la antimicrobienele utilizate in medicina veterinara

Introduction to antimicrobial resistance used in veterinary medicine

Romeo Teodor Cristina, Razvan Florin Moruzi, Eugenia Dumitrescu, Florin Muselin,
Alexandru Octavian Doma

Facultatea de Medicina Veterinara Timisoara

rtcristina@yahoo.com

Cuvinte cheie: antiinfectioase,
Keywords: anti-infective,

Rezumat

Prezenta lucrare este un mini-curs conceput ca o readucere la zi cu aplicatie pentru medicii veterinari
practicieni a principalelor aspecte legate de rezistenta la substantele antimicrobiene. Ca surse
bibliografice selectate, la redactarea acestui articol au fost citate integral sau partial pasaje din cursurile
postate de primul autor pe resursele net-ului pe aceasti tema. in primul articol se face o introducerea
cititorului in topicul rezistentei la antiinfectioase, cu prezentarea principlalelor date legate de: definitia
fenomenului, evolutia, clasificarea grupului antiinfectios (antibiotice, sulfamide, antifungice),

Abstract

This article is conceived as a mini-course designed as an update and application for veterinarians
practicing, the main aspects of antimicrobial resistance being revealed. As selected bibliographic
sources, when writing this article, passages from the courses posted by the first author on the resources
of the net on this topic were cited in full or in part. The first article introduces the reader in the topic of
anti-infective resistance, with the presentation of the main data related to: the definition of the
phenomenon, the evolution, and classification of the anti-infective group (antibiotics, sulfamides,
antifungals).

Rezistenta la antimicrobiene (RAM) 1. Cererea crescutd pentru produse

reprezinta capacitatea microorganismelor de a alimentare.

deveni rezistente la efectul farmaconilor 2. Modificarile sistemelor de productie

antimicrobieni, in special la antibiotice, dar si la animala.

antivirale, antifungice si antiprotozoarice, 3. Schimbarea tendintelor in comertul cu

substante la care aceste microrganisme au animale.

fost sensibile anterior (1, 2, 3). 4. Cresterea circulatiei animalelor si a
Utilizarea pe scara larga a substantelor produselor specifice.

antimicrobiene atat in medicina umana, cat si 5. 5.“Specificitatea” cresterii animalelor =

in medicina veterinara s-a accentuat, ceea ce Lipsa de coerenta la nivel mondial (3, 4, 5,

a dus in ultimii ani la o accelerare in aparitia si 6, 7).

raspandirea microorganismelor rezistente (9). Din nefericire circulatia medicamentelor

Rezistenta la antimicrobiene reprezinta o a.u.v. se face haotic, aproape oricine poate
problema globala, cu impact direct asupra cumpdra si administra medicamente fara
sanatati  animalelor si  oamenilor, fiind consult in prealabil, si fara reteta. Problema e
considerata un fenomen cu risc zoonotic (17, importanta mai ales in cazul: antibioticelor,

18, 19). sulfamidelor,  antifungicelor,  substantelor
Cele mai importante elemente care au antiparazitare, cu remanenta considerata mare
stimulat RAM sunt: in corpul animalelor (8).
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in Uniunea Europeana se estimeaza ca, in
fiecare an, infectiile rezistente la medicamente
conduc la decesul a cel putin 25.000 de
pacienti si genereaza costuri de 1,5 miliarde
EURO, si aproximativ 700.000 de decese in
lume, si ar putea cauza mai multe decese
decat cancerul pana in 2050. Prin urmare,
rezistenta la antimicrobiene (RAM) a devenit o
prioritate pentru Comisia Europeana, astfel in
Noiembrie 2011 aceasta a lansat un plan de
actiune pe cinci ani, menit sa abordeze
riscurile tot mai mari prezentate de RAM.
Planul de actiune se bazeaza pe o abordare
holistica, in conformitate cu initiativa ,One
health” (10).

Planul de actiune acopera sapte domenii
si stabileste douasprezece masuri specifice
care trebuie luate Th domeniul sanatatii umane
si/sau veterinare (10).

In Romania incad se fac eforturi pentru
colectarea datelor primare ale rezistentei la
animale pentru racordarea la sistemele oficiale
de monitorizare a fenomenului, prezente de
peste un deceniu in Europa (prezenta oficiala
a tarii noastre a fost semnalata intrun studiu
EU in 2009) (6, 20, 21).

Telul unei terapii antimicrobiene eficiente
trebuie sa fie Tn primul rand acela de a atinge
niveluri  eficace ale concentrafilor de
medicament la locul infectiei, in acelasi timp
evitdnd concentratiile toxice din plasma si

organe.
Orice decizie terapeutica trebuie luata
tindnd cont de  "triunghiul  terapeutic®:

medicament, agent patogen si pacient (11).

1. Definitii, evolutie si clasificarea
grupului antiinfectios

Termenul de antimicrobian este definit ca
fiind orice substanta sintetica sau naturala care

distruge sau impiedica dezvoltarea
microorganismelor, de exemplu bacteriile,
virusurile  sau  ciupercile, precum si

protozoarele (9, 12).

Medicamentele antimicrobiene sunt
concepute sa exploateaze diferentele de
structurd sau functie dintre gazda si agentul
infectios. Parintele chimioterapiei moderne a
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fost Paul Ehrlich, un elev al lui Robert Koch,
care si-a dedicat intreaga sa cariera pentru a
descoperi substante care poseda o toxicitate
selectiva, astfel incat acestea ar putea actiona
ca asa-numitele ,gloanfe magice* in lupta
impotriva bolilor infectioase (13).

Termenul de antibiotic este definit ca o
substantd cu greutate moleculard mica,
produsa de un microorganism, care la
concentratii scazute are efect static sau care
poate distruge alte microorganisme (13).

Altfel spus, un antibiotic este un metabolit
biologic activ produs de catre germenii
microscopici, ca mijloc de luptd cu concurentii
lor biologici (14).

In contrast, cuvantul antimicrobian are o
definitie mai larga decéat termenul de antibiotic
si include orice substanta de origine naturala,
semisintetica sau sintetica care omoara sau
inhiba cresterea unui microorganism, si care
provoaca o usoara sau chiar nici o deteriorare
a gazdei (13).

Un agent antifungic este definit ca o
substanta care elimina selectiv fungii patogeni
pentru gazda, cu toxicitate minima pentru
aceasta (15).

Dezvoltarea agentilor antifungici a fost
devansata de cea a agentilor antibacterieni,
find o consecintd previzibila a structurii
celulare a organismelor implicate.

Bacterile sunt celule procariote, deci
simple si, prin urmare, oferd numeroase tinte
structurale si metabolice care difera de cele ale
gazdei umane. Tn schimb, celula fungici este
eucariotda, astfel majoritatea agentilor cu
toxicitate pentru fungi sunt de asemenea toxice
pentru gazda (15).

Primul  antibiotic descoperit a fost
penicilina, de catre Fleming in 1921, iar
primele studii clinice au fost realizate dupa
1941, cand Chain si Florey au izolat forma
pura (penicilina G cristalizata), vezi Fig. 1.

In anul 1944 a apéarut streptomicina,
descoperita de catre Waksmann,
cloramfenicolul Tn 1947, clortetraciclina Tn
1948, penicilinele  semisintetice 1958,
cefalosporinele in 1960, fluorochinolonele in
1980 (14).
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Fig. 1 Evolutia preparatelor antimicrobiene pana la “Era superbug”(16)

Medicamentele antimicrobiene pot fi Medicamentele cu activitate antivirala si
clasificate in functie de patru caracteristici de cele antifungice sunt in general active numai
baza si anume (13): impotriva virusurilor si respectiv a ciupercilor.

Cu toate acestea, de exemplu unii agenti
antifungici imidazolici au activitate Tmpotriva
bacteriilor, la fel ca si antibioticele antifungice
(Griseofulvina, Nistatinul, Pimaricina sau
Amfotericina) (13).

R Agentii antibacterieni sunt considerati cu
spectru ingust, daca acestia inhibd numai
bacterii sau cu spectru larg in cazul in care

a. Dupa clasa microorganismului inhiba si Micoplasme, Rickettsii sau Chlamydii
(vezi Tabelul 1) (13).

a.clasa microorganismului | b.activitatea antibacteriana

Tabelul 1.
Spectrul de activitate al agentilor antibacterieni cu utilizare comuna (13)

Clasa de microorganisme
Substanta

Bacterii  Fungi  Micoplasme Rickettsii  Chlamydii  Protozoare
Aminoglicozide + - + - R R
Beta-lactami + - - - R N
Cloramfenicoli + - + + + _
Fluoroquinolone + - + + + B
Lincosamide + - + - - +/-
Macrolide + - + - + +/-
Oxazolidinona + - + - R R
Pleuromutiline + - + - + _
Tetracicline + - + + + +/-
Streptogramine + - + - + +/-
Sulfonamide + - + B T T
Trimetoprim + - - R R T
b. Dupa activitatea antibacteriana ele inhiba doar bacteriile Gram-pozitive sau

doar cele Gram-negative, in timp ce

l_JneIe medicamente antibacteriene sunt  edicamentele cu spectru larg inhiba atat
considerate ca avand spectru ingust deoarece
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bacterii Gram-pozitive cat si cele Gram-
negative (13).

Cu toate acestea, unii agenti pot avea
activitate primara impotriva bacteriilor Gram-
pozitive, dar totodata vor inhiba unele bacterii
Gram-negative.

De exemplu spectrul antimicrobienelor din
clasele carbapeneme, cloramfenicolul sau
floroquinolonele din generatia a treia au un
spectru de activitate larg, actionand asupra
bacteriilor gram-pozitive si gram negative, atat
aerobe cét si anaerobe (13).

c. Dupa activitatea —statica /-cida

Concentratia minima inhibitorie  (MIC)
reprezinta concentratia cea mai mica a unui
agent antimicrobian necesara pentru a
impiedica cresterea agentului patogen (13).

in contrast, concentratia minima
bactericida (MBC) este cea mai mica
concentratie a unui agent antimicrobian
necesara pentru a produce distrugerea
agentului patogen (13).

Un antimicrobian este de obicei considerat
ca avand efect bactericid in cazul in care MBC
este de cel putin patru ori mai mare decat MIC
(13).

in anumite conditi clinice aceasta
diferentda este importantd, astfel unele
antimicrobiene sunt bactericide (de exemplu,
beta-lactamice, aminoglicozide), iar altele sunt
bacteriostatice (de exemplu, cloramfenicol,
tetracicline, macrolide, lincosamide), dar
aceasta diferentda depinde de concentratia
medicamentului de la locul infectiei dar si de
microorganismul implicat.

De exemplu, benzil-penicilina are efect
bactericid la concentratii terapeutice uzuale si
bacteriostatic la concentratii scazute (13).
Antifungicele, fie ele topice sau sistemice pot
avea fie actiune fungicida, fie actiune
fungistatica, similar antibioticelor (13).

d. Dupa activitatea dependenta de
timp sau concentratie

Agentii  antimicrobieni sunt adesea
clasificati ca avand activitate fie dependenta de
timp, fie dependenta de concentratie, in functie
de proprietatile farmacodinamice (13).
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Proprietatile farmacodinamice ale unui

medicament depind de relatia dintre
concentratia  medicamentului si activitatea
antimicrobiana (13).

Caracteristicile farmacocinetice ale

medicamentelor cum ar fi concentratiile serice
in timp si aria de sub curba concentratiei
plasmatice in functie de timp (ASC), atunci
cand sunt integrate cu valorile MIC, pot indica
probabilitatea de distrugere bacteriana si
succesul clinic.

Aceste relatii farmacocinetice  si
farmacodinamice sunt de asemenea
importante  in  prevenirea  selectarii i

raspandirii tulpinilor rezistente (13).

Cel mai important factor care determina
eficacitatea  beta-lactamicelor, a  unor
macrolide, tetracicline, combinatii de sulfamide
cu trimetoprim si a cloramfenicolului este
durata de timp in care concentratile serice
depasesc MIC-ul unui anumit agent patogen.
Cresterea concentratiei medicamentului de mai
multe ori peste MIC nu creste semnificativ rata
de distrugere microbiana (13).

Alti agenti antimicrobieni, cum ar fi
aminoglicozidele, fluorochinolonele Si
metronidazolul exercita caracteristici

bactericide dependente de concentratie. Rata
lor de distrugere creste pe masura ce
concentratia medicamentului creste peste MIC-
ul agentului patogen si nu este necesara sau
beneficd mentinerea nivelurilor de medicament
peste MIC, intre doze (13).

Unele medicamente prezintd activitati
dependente atadt de timp, cat si de
concentratie. Cel mai bun indicator al
eficacitatii pentru aceste medicamente este
zona de 24 de ore de sub concentratia serica
raportatd la curba de timp (AUC) / raportul
MIC. Glicopeptidele, rifampicina, si, intr-o
oarecare masura, fluorochinolonele se
incadreaza in aceasta categorie (13).

Antibioticele

Antibioticele sunt metaboliti biologic activi
produsi de germenii microscopici, ca mijloc de
luptd cu concurentii lor, folosite pentru a
preveni si trata infectiile bacteriene (14, 22,
23).
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Termenul de antimicrobian: orice compus
natural, sintetic sau semisintetic care poate
determina oprirea cregterii microbiene si
fungice. Primul pas corect in instituirea terapiei
este alegerea celui mai potrivit antibiotic pentru
vindecarea animalului. Antagonismul bacterian
remarcat de Pasteur, care a observat ca o

cultura de Bacilus antracis este oprita in
dezvoltare in prezenta bacilului piocianic.
Victor Babes, in 1885, a studiat

antagonismul bacterian si a propus termenul
de antibioza in terapie. Termenul ,antibiotic” a
fost introdus de catre Vuiellamin. Dupa
spectrul de actiune, antibioticele se clasifica in:
antimicrobiene,
antifungice,
antiprotozoarice,
antivirale si
antitumorale.

De asemenea antibioticele se pot clasifica
in functie de:
-grupa de actiune
-tipul activitatii antibacteriene.

Clasificarea antibioticelor pe grupe de
actiune

Clasificarea antibioticelor pe grupe este
prezentata in Tabelul 2.

Tabelul 2.

Clasificarea antibioticelor pe grupe de actiune
peniciline de extractie,

EIcHEeE gl semisintetice si

cefalosporine

cap de serie streptomicina
cap de serie eritromicina
cap de serie polimixina B
cap de serie tetraciclina
cap de serie cloramfenicolul

Aminoglicozide
Macrolide

Polipeptide ciclice
Tetracicline

Cloramfenicoli
Sinergistine

antibiotice care nu se pot

Antibiotice diverse i C LT
incadra structural si chimic.

Beta-lactaminele

Sunt antibiotice cu spectru Tngust, care
actioneaza asupra cocilor gram pozitivi si
bacililor gram pozitivi, si nu sunt active fata de
bacteriile gram negative.

Actioneazd asupra actinomicetilor i
spirochetilor, iar penicilinele de semisinteza
(ampicilina, amoxicilina) actioneaza si asupra
bacteriilor gram negative.
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Aminoglicozidele

Prezinta un spectru compensator fata de
beta-lactamine, fiind active si asupra bacteriilor
gram negative si fata de cele gram pozitive, din
acest motiv se asociazd cu beta-lactaminele.
Acestea sunt mai active asupra acido-alcoolo
rezistentilor (bacilul Koch).

Macrolidele

Sunt active asupra cocilor si bacililor gram
pozitivi, putin active asupra cocilor si bacililor
gram negativi. In plus sunt active asupra
actinomicetelor, micoplasmelor, protozoarelor
si spirochetelor.

Sinergistinele

Actioneaza asupra cocilor gram pozitivi si
negativi, si asupra bacililor gram pozitivi si nu
sunt active asupra bacililor gram negativi.
Prezintd actiune si asupra actinomicetelor,
micoplasmelor si asupra unor protozoare.

Polipeptidele ciclice

Dintre acestea, polimixina B si colistinul
prezinta activitate buna asupra bacteriilor gram
negative si asupra actinomicetelor, iar
bacitracina, tirotricina, asupra bacteriilor gram
pozitive.

Tetraciclinele

Prezintd un spectru larg,
asupra cocilor gram pozitivi si negativi,
ricketsiilor,  spirochetelor, micoplasmelor,
actinomicetelor si a unor protozoare.

De asemenea actioneaza  asupra
virusurilor mari. Antibioticele pot actiona
gemistatic, gemicid, germilitic (bacteriolitic)
(vezi tabelul 3), iar actiunea depinde de
concentratia antibioticelor.

fiind active

Tabelul 3.
Clasificarea principalelor substante cu activitate
antibiotica cu utilizare in MV

Bactericide Bacteriostatice

Penicilinele  Tetraciclinele
Cefalosporinele  Eritromicinele
Aminoglicozidele  Sulfonamidele

Rifampicinele  Novobiocina
Chinolonele  Cloramfenicolii

Dupa tipul activitati  antibacteriene
antibioticele sunt clasificate conform Tabelulul
4,
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Tabelul 4.
Clasificarea dupa tipul activitatii antibacteriene

Tipul activitatii
antibacteriene
Inhibitia sintezei
peretelui celular

Substanta

Penicilina, Cefalosporina,
Vancomicina, Bacitracina

Afectarea  Polimixina, Colistinul,
permeabilitati  Nistatina, Amfotericina B,
bacteriene
Inhibitia sintezei  Cloramfenicol, Tetraciclina,
proteice  Aminoglicozide, Lincomicina,

Eritromicina
Chinolone, Sulfamide,
Rifampicina, Trimetoprim

Inhibitia sintezei
acizilor nucleici

Prevederile din fiecare tara impun
alegerea judicioasa a asocierilor de antibiotice,
in lumina noilor prevederi legate de reziduuri,
conceptul de polifarmacie in  cazul
antibioticelor fiind o chestiune dificila.

Combinatia eficienta de antibiotice trebuie
sa respecte regulile:

Bactericid + Bactericid = Sinergie (ex.
gentamicina + carbenicilind, penicilina +
streptomicina)

Bacteriostatic + Bacteriostatic = Aditie
de efecte (ex. eritromicina + tetracicline),

Bacteriostatic + Bactericid =
Antagonism.
Beta-Lactaminele sunt considerate

bactericide, cu activitate in faza de Tnmultire

logaritmica.

Prezinta activitate bacteriostatica in
concentratii  mici, sau bacteriolitica in
concentratii mari.

Aminoglicozidele sunt antibiotice

bactericide, motiv pentru care se asociaza cu
beta-lactaminele.

Tetraciclinele si  cloramfenicolul sunt
antibiotice bacteriostatice, astfel nu este
permisa asocierea lor cu antibioticele
bactericide.

Sulfamidele

Sunt substante care au in structura lor
gruparea sulfonamidica: SO2-NH2, structura
asemanatoare cu cea a acidului para-amino
bezoic (APAB), precursor esential al
vitaminelor B.

Clasificarea sulfamidelor:
antimicrobiene,
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diuretice,
hipoglicemiante
antitiroidiene

De asemenea se pot clasifica in: sulfamide
sistemice, topice si enterice, dupa cum se
observa in tabelul 5)

Tabelul 5.
Sulfamidele sistemice, topice si enterice

Sulfamide  Sulfamidele Sulfamidele
sistemice topice enterice
Sulfanilamida Sulfacetamida Sulfaguanidina
(sulfamida mama)
Sulfadimidina

Sulfatioureea Ftalilsulfatiazol

(sulfametazina) (Badionalul)
Sulfadiazina Neoxazolul Ftalilsulfacetamida
Sulfadimetoxina  Sulfanilamida
(sulfadoxina) (sulfamida  Succinilsulfatiazol
Sulfatiazolul mama)

In prezent se cunosc, trei tipuri de derivati
care pleaca de la para-aminobenzen
sulfonamida:
substituiti la functia N1,
substituiti la functia N4 si
dublu substituiti la functiile N1 si N4,
cei mai importanti fiind cei din primul tip.

Existd si  ali compusi considerati
sulfamide: homosulfamida ce are interpusa
intre functia aminica si nucleul benzenic functia
metilen si sulfonele, ce actioneaza asupra
bacilului Hansen (germenul leprei la om).

Solubilitatea  sulfamidelor influenteaza
eficacitatea, astfel concentratia in {esuturi este
guvernata de rata absorbfiei la locul
administrarii si de conconcentratia lor 1in
compartimentele organismului.

Rata absorbtiei este proportionala cu
hidrofilia lor. Derivatii de para-aminobenzen
sulfonamida sunt pulberi cristaline albe, fara
miros, gust amarui, insolubile in apa, totusi
solubilizarea se poate obtine la pH-uri extreme.

Antifungicele

Un agent antifungic este este definit ca o
substanta care elimina selectiv fungii patogeni
pentru gazda, cu toxicitate minima pentru
aceasta. Dezvoltarea de agenti antifungici noi
a fost lenta, comparativ cu cercetarea
antibacteriend, iar principalele cauze ar fi:
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e incidenta scazutd in trecut a infectiilor
fungice, astfel cresterea incidentei a
condus la cercetari masive asupra
agentilor antifungici, dupa cum reiese din
cresterea numarului de publicatii incepand
cu anii 1960.

e fungii sunt organisme eucariote, cu 0
relatie evolutivad stransd cu gazda umana
sau animala, ceea ce complica obtinerea
unor antifungice eficiente si fara toxicitate.

Infectiile fungice se pot clasifica in infecii:
sistemice si superficiale.

Antimicoticele se clasifica in cele cu:
e actiune topica,

e actiune sistemica si

e cu activitate mixta.

Principalele criterii de clasificare ale
antifungicelor folosite Th medicina veterinara
sunt:

e structura chimica,

e mecanismul de actiune,

e spectrul antimicotic si

e calea de administrare sau
actiune.

locul de

Dupa structura chimica (vezi tab. 6).

Tabelul 6.
Clasificarea antifungicelor dupa structura chimica
(28)

Clasa chimica Substanta

Griseofulvina

Amfotericina B, Natamicina,
Nistatina

Clotrimazol, Econazol,
Enilconazol, Ketoconazol,
Miconazol, Parconazol
Fluconazol, Itraconazol,

Griseofulvine

Poliene

Azoli: Imidazoli

Azoli:Triazoli ;
Voriconazol, Posaconazol
Alilamine Terbinafina
Tiocarbamati Tolnaftat
Benzimidazoli Tiabendazol
Pirimidine  Flucitozina

Caspofungina,

Echinocandine Anidulafungina, Micafungina

Dupa mecanismul de actiune (vezi tab.
7
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Tabelul 7.

Clasificarea antifungicelor dupa mecanismul de
actiune (28, 29)

Azoli Actioneazd asupra caii de
Clotrimazol, sintezd a ergosterolului prin
Fluconazol, blocarea activitati 14 alfa-
Voriconazol, dimetilazei, ce determina
Posaconazol modificarea structurii si

permeabilitatea mb. fungice

Inhibitorii biosintezei
ergosterolului de
tipul alilaminelor

Naftifin,Terbinafina,

Inhiba biosinteza ergosterolului
prin blocarea squalen
epoxidazei

Butenafina
Poliene  Actioneaza prin legare la nivelul
Amfotericina B, mb. celulare, cu modificarea
Nistatina structurii si a permeabilitatii

membranei fungice, prin legarea
selectiva de ergosterol

Antimetaboliti
(flucitozina)

Reprezentati de molecule mici
analoage matritei ADN, ce
determina o sinteza incorecta a
moleculelor de ADN

Echinocandine Inhiba sinteza glucanului din
(caspofungin) compozitia peretelui fungic

Alte antifungice  Actioneaza la nivelul fusului
(griseofulvina) mitotic, determinand alterarea

polimerizarii microtubulilor
citoscheletului fungic blocheaza
diviziunea celulara in metafaza

Dupa modul de actiune (vezi tab. 8).

Tabelul 8.
Clasificarea antifungicelor dupa modul de actiune
(14, 28)

Topice Sistemice
Chimioterapice Antibiotice

Fenol, Hexaclorfenol, Griseofulvina, Nistatina,
Clorura de benzalconiu, Amfotericina B
Fuxina, Rezorcina
Imidazolicele
Clotrimazol, Enilconazol,
Econazol, Miconazol,
Ketoconazol, Tiabendazol
Acizi organic Triazoli

acidul undecilenic, Caprilic Itraconazolul,

Salicilic, Ac. Benzoic« Fluconazolul, Micetina,
Voriconazol,Posaconazol
Echinocandine
Caspofungin,
Anidulafungin, Micafungin
Antimetaboliti
Flucitozina
Alilamine
Terbinefina

Imidazolice
Ketoconazol, Parconazol

Tolnaftati
Acidul benzuldazic

lodofori

Povidona

Alilamine

Terbinefina, Naftidina
Poliene

Amfotericina B,
Natamicina, Nistatina
Altele

Amarolfina, Tolnaftat,
Haloprogin
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Dupa spectrul antimicotic

1. Cele cu spectru larg: amfotericina B,
natamicina, ketoconazol, miconazol,
econazol, fluconazol, itraconazol,
terbinafina, naftitina, amarolfina,
cicloprixul.

2. Cele cu spectru Tingust: griseofulvina,
clotrimazol, flucitozina, haloprogin,
tolnaftat.

2. Mecanismul de actiune, cinetica si
spectrul de activitate

Antibioticele

Antibioticele pot actiona la nivelul peretelui
bacterian, la nivelul membranei celulare,
asupra sintezei proteice sau pot sa interfereze
metabolismul acizilor nucleici, dupa cum se
poate observa si din fig 2.

Cell Wall Synthesis Nucleic Acid Synthesis

Folate synthesis
Sulfonamides
Trimethoprim

DNA Gyrase
Quinolones

Beta Lactams

Penicillins

Cephalosporins

Carbapenems RNA Polymerase
Monobactams Rifampin

Vancomycin
Bacitracin

50S subunit
Macrolides
Clindamycin
Linezolid
Chloramphenicol

Cell Membrane Streptogramins

Polymyxins

308 subunit
Tetracyclines
Aminoglycosides

Protein Synthesis

Figura 2. Mecanismele de actiune ale antibioticelor
Actioneaza asupra:

sintezei  peretelui  bacterian: beta-
lactamicele, bacitracina si glicopeptidele.
membranei celulare: polimixinele.

sintezei proteice: aminoglicozidele,
cloramfenicolul, lincosamidele,
glicicliclinele, macrolidele, oxazolidinonele,
streptograminele, pleuromutilinele Si
tetraciclinele.

Interferarea  metabolismului  acizilor
nucleic: fluorochinolonele, nitroimidazoli,
nitrofurani, rifampicina si griseofulvina.
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Beta Lactaminele — Penicilinele

Se extrag din culturi de Penicillium
nodatum, P. crustosum, P. crysogenum.

Penicilinele nu se administreaza per os,
numai in injectii intramusculare, subcutanate
sau intravenoase, cel mai frecvent pe cale
intramusculara profunda. Timpul de actiune la
penicilina G cristalizata este scurt, 4-6 / zi.

Exista si peniciline retard (depozit) cum ar
fi:

e esterii penicilinei G,
procain-penicilina si
benzatin-penicilina,

care se absorb lent la locul de
administrare. Difuziunea penicilinelor este
foarte buna in tesuturi si organe, acestea
patrund bine in pulmon, difuzeaza in tesuturi si
organe, Tn placenta ajunge in proportie de 50%
in lichidul fetal, difuzeaza greu in L.C.R.

Eliminarea se face renal si mamar,
regasindu-se in lapte, ceea ce duce la
interdictia utilizarii. Se mai elimina prin saliva,
bila, se pare ca si prin oua.

Alte  peniciline cu
Ampicilina, Amoxicilina.

utilizare  larga:

Beta Lactaminele — Cefalosporinele

Cefalosporinele  contin o structura
penicilamica, contin inel B-lactamic si sunt
impartite in mai multe clase:
de extractie,
semisintetice si
sintetice.

Cele naturale (Cefalosporina C) se extrag
din Cefalosporium acremonium.

Cefalosporinele se absorb oral (generatia
I) si parenteral, prezinta o difuziune buna in
tesuturi si organe, penetreaza bine in tesuturile
parenchimatoase, pleurd, pericard, sinovii Si
penetreaza greu in ochi si L.C.R.

Ultima generatie de  cefalosporine
penetreaza bariera H.E. Actioneaza timp de 8-
12 ore, cu administrare de 2-3 ori/zi.

Datorita costurilor in medicina veterinara
sunt preferate substantele active din primele
trei grupe de cefalosporine:
generatia |,

e generatia Il si
generatia lll:
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Generatia | Generatia ll Generatia lll
Cefadroxil, Cefamandol,  Cefoperozona,
Cefazolin, Cefanocid, Cefotaxin,
Cefalexin, Ceforanid, Ceftozidin,

Cefaclor (p.o.), Cefotetan, Ceftozoxin,
Cefalotin, Cefoxidin, Ceftrixon,
Cefapirin, Ceftiofur, Moxalactam:
Cefacetril, Cefuroxin.

Cefrodin.
Actiune buna:  Actiune buna: Activi

bacterii G+, coci  bacteriile G+ P. aeruginosa
G+ Active: G - : Actiune mai
Actiune medie: E. coli, Proteus, slaba
coci G-, asupra Klebsiella, asupra G+,
lui Stafilococcus, Pasteurella, . .
- Salmonella Acponez_aza
Activitate: puternic
restransa asupra Foarte active asupra G-

bacteriilor Gram asupra: Active asupra:
- speciilor indol pra.

o Pseudomonas,

pozitive: B. fragilis si B

Proteus, - Iragiis si 5.

Haemophillus bronhiseptica.
Rezistente:
Citrobacter,

Enterobacter gi

P. aeruginosa

Aminoglicozidele

Capul de serie al acestei clase este
Streptomicina, care se izoleaza din
Streptomyces, mai ales Str. griseus.

Streptomicina  nu se administreaza
intravenos, doar exceptional, in perfuzii foarte
lent. Intrarahidian se administreazd in doze
mici si in solutii diluate. Se administreaza in
aerosoli, in afectiunile respiratorii. Este activa
asupra cocilor G+ si G- si bacilii G-, activitate
slaba asupra G+, asupra acido-alcoolo-
rezistentilor (M. tuberculosis, M. leprae). Alte
antibiotice importante din aceasta clasa
Neomicina, Kanamicina, Gentamicina.

Rifampicinele (A, B, C, D)

Se extrag din Streptomyces mediteranei si
prezintd actiune duala, bactericida si/sau
bacteriostatica, cu un spectru larg, principal
asupra G+.Administrarea rifampicinelor se fac
per os, fiind rezistent la sucurile digestive, dar
si intramuscular si intravenos. Difuzeaza bine
in tesuturi, iar eliminarea se face prin bila,
fecale, urina.

Macrolidele antiinfectioase

Antibiotice cu molecula mare, cuprind inele
lactonice mari, legate intre ele prin oze
dimetilate.
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Acestea sunt antibiotice cu spectru ingust
de actiune. Membrii importanti ai acestei clase
sunt: Eritromicina, Azitromicina, Claritromicina,
Oleandomicina, Spiramicina si Tilozina.

Eritromicina se extrage din Streptomyces
eritrema, si este activa asupra: G+, cocilor G+
si G-. Prezintd actiune bacterioliticd sau
bactericida, in functie de doza, cu indicatjii in
afectiuni respiratorii, infectii genito-urinare,
enterite.

Polipeptidele ciclice

Antibiotice formate din acizi aminati si un
acid gras. Sunt considerate foarte toxice si se
folosesc local.

Capul de serie 1l constituie Polimixina,
care se extrage din culturi de Bacillus polimixa.
Exista 5 polimixine cunoscute: A, B, C, D si E.

Polimixina B prezinta actiune
bacteriostatica sau bactericida, indiferent de
stadiul de dezvoltare al bacteriilor si este activa
asupra bacteriilor G-, E. coli, e

Enterobacteriacee,
Shigella, etc.

Pseudomonas,

Grupatetraciclinelor

Cuprinde antibiotice cu spectru larg, chiar
foarte larg, acestea au in structura lor patru
inele condensate liniar.

Se extrag din culturi de Streptomyces spp.
Se gasesc sub forma de cristale mici, galbui,
insolubile Tn apa, solubile sub forma de saruri.

Spectrul antibacterian al tetraciclinelor
este larg: coci G+ si G-, bacterii G+ si G-,
actinomicete, ricketsii, spirili, virusuri mari i
protozoare, iar modul de actiune este
bacteriostatic. Ca reactii secundare, pot sa
apara tulburari hepatice n special la
administrarea de clortetraciclina.

Tetraciclinele se acumuleazd in oase,
dinti, afectdnd sistemul osos cu aparitie de
fragilitate. Doxiciclina este cea mai activa din
grupa tetraciclinelor, si printre cele mai utilizate
in medicina veterinara.

Cloramfenicolul

Este un antibiotic cu spectru larg, care se
extrage din culturi de  Streptomyces
venezuelensis, cu actiune bacteriostatica (nu
se asociaza cu beta-lactaminele).
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Cloramfenicolul este o molecula mica, se
gaseste sub 2 forme: levogir si racemic.

Acesta traverseaza bariera hemato-
encefalica si difuzeaza bine prin bariera
placentara. Se elimina metabolizat pe cale
renala, si prin bila si fecale.

Tiamulinul

Este un derivat semisintetic al antibioticului
Pleuromutilin - produs de Pleurotus nautilus,
este activ fatd de micoplasme, treponeme,
leptospire, germeni G+ si G-. Indicatia
principala este dizenteria suina produsa de B.
hyodisenteriae, de asemenea se foloseste in
complexul pneumoniei enzootice a porcului,
artritele micoplasmice, infectiile suine enterale
si pulmonare.

Lincosamidele
Lincomicina este un antibiotic din clasa
lincosamidelor care a fost utilizat Tn tratamentul

unor infectii bacteriene stafilococice i
streptococice. Este un compus natural, fiind
produs de actinomiceta  Streptomyces
lincolnensis.

Lincomicina a fost aprobata pentru uz
medical in septembrie 1964. Datorita toxicitatii
sale ridicate, este utilizata rar in prezent si
doar in cazuri speciale.

Totusi, se poate utiliza ca alternativa
clindamicina, un derivat clorurat al lincomicinei,
care este mai bine absorbita dupa
administrarea orala si este mai activ impotriva
organismelor din spectrul sau.

Acestea includ stafilococii, streptococii si

majoritatea bacteriilor anaerobe, impotriva
carora  clindamicina  prezinta  activitate
remarcabila.

Sulfamidele

Spectrul de activitate la sulfamide este
reprezentat de: coci Gram negativi si Gram
pozitivi (mai ales streptococi, stafilococi,
pneumococi, bacterii Gram negative) si Gram
pozitive (B. anthracis, Pasteurela), Clostridium,
B. mallei, in actinobaciloza, in actinomicoza si
asupra Corynebacterium spp, de asemenea
dau rezultate bune Tn coccidiozele aviare. Nu
sunt active in: rickettsioza, asupra virusurilor
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mici si in cazul bacililor acido -alcoolo -

rezistentj.
Modul de actiune la sulfamide este
bacteriostatic, determina inhibitia Tnmultirii

bacteriene, lezand usor celulele bacteriene.
Aceasta va permite ulterior fagocitoza celulelor
bacteriene.

In prezenta sulfamidelor, fagocitoza este
activata, iar celulele sunt mai vulnerabile.

Procesul de fagocitoza este atat de intens,
incat nici nu se mai formeaza imunitate.

Asocierea sulfamidelor cu potentializatori
de sulfamide determina cresterea efectului si
transformarea din bacteriostatic in bactericid,
exprimat prin cresterea indexului terapeutic de
cateva ori.

Combinatia este antagonizata de catre
prezenta timidinei (cu rol in deturnarea
procesului de formare al ADN).

Actiunea bacteriostatica este maxima in
faza de multiplicare intensa a bacteriilor si in
special asupra germenilor de dupa
multiplicarea de invazie.

Cea optima este cea dupa faza logaritmica
de inmultire a bacteriilor prin saracirea de acid
para-aminobenzoic si folosirea prin substitutie
a sulfamidelor.

Mecanismul de actiune consta in
interferarea metabolica a sintezei de acid folic
(vezi Fig. 3), dar exista si bacterii care nu
necesita actiunea APAB in formarea acizilor
nucleici ci Tsi pot lua compusi metabolici gata
sintetizati de catre mediu (acidul folic).

Acid Para Amino Benzoic

< ----SULFAMIDE

Acid dihidrofolic
dihirofolat reductaza

< -~~~ TRIMETOPRIM
\
Acid tetrahidrofolic

ADN

Figura 3. Situsurile de actiune ale sulfamidelor si a
trimetoprimului
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Molecula de sulfamida este asemanatoare
cu cea de acid para-aminobenzoic, atat ca
dimensiuni, structura spatiala, distante
interatomice si distributia sarcinilor electrice.

Absorbtia sulfamidelor este variabila cu
specia, si este tributard gradului de plenitudine
intestinal astfel:
cainii si pisicile absorb rapid, aproape
complet,
la vaci, rata absorbtiei este mult mai
lunga (se recomanda administrarea in
lapte calduf ptentru a inchide gutiera
esofagiana si a favoriza pasajul direct
n cheag).

Sarurile monosodice de sulfamide se
administreaza  strict i.v., excepti fiind
sulfadimidina sodica si sulfadimetoxinul sodic,
care se pot administra profund i.m.

Difuziunea sulfamidelor in f{esuturi si
organe este foarte buna (cele care se absorb
usor au actiune generald), inclusiv prin bariere,
in circulatia fetala ating pana la 50% din
concentratia terapeutica materna.

Coeficient de difuziune in pulmoni este
foarte important, la fel ca si cel de difuziune in
organele in care infectia se localizeaza.

Sulfamidele  patrund Tn  elementele
figurate, seroase, lichid sinovial, transudate,
exsudate, cu efecte benefice in terapie (cu
conditia sa nu existe puroi), difuzeaza bine in
LCR traversand bariera HE.

Concentratii mari se gasesc in rinichi si in
ficat, in aceste organe concentrarea
sulfamidelor depaseste concentratiile sanguine
ale substantei.

Sulfamidele administrate pe cale orala se
absorb bine, pe cale parenterala absorbtia este
in functie de calea folosita, cea i.v. fiind rapida
si se realizeaza concentratii maxime imediate.

Pe calea seroaselor absorbtia este buna
cu concentratii sanguine inalte, pe cale rectala
absobtia este neuniforma si este putin
folositoare in medicina veterinara, iar pe cale
i.m. se administreaza doar unele soluji
uleioase.

in sange, sulfamidele cupleaza cu
proteinele plasmatice. Din acest punct de
vedere se Tmpart in sulfamide clasice cu un
procent redus de cuplare si durata de actiune
in organism mai scurtd, si sulfamide retard
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care cupleaza masiv cu proteinele plasmatice
si actioneaza timp indelungat in organism,
eliberandu-se sub forma libera prin sange.

Concentratiile in sange trebuie sa asigure
un nivel minim inhibant asupra bacteriilor sau
germenilor pe toata durata tratamentului, C.M.I
- 3 mg sulfamida / 100 ml sénge.

Metabolizarea sulfamidelor se realizeaza
in ficat, prin biotransformare, sau conjugare.
Un mecanism important este acetilarea
sulfamidelor la functia aminica (intalnita la
sulfamidele clasice).

Acetilarea la functia aminica a sulfamidelor
are dezavantajul ca 1n wurind metabolifii
precipitd; Tn urina acida putand forma chiar
microcristale (care pot bloca tubii renali).
Acetilarea este o cale importanta mai ales
pentru sulfamidele vechi.

Un avantaj al sulfamidelor pirimidinice
(sulfadiazina, sulfamerazina, sulfadimidind)
este ca derivatul acetil este mult mai solubil, ca
la alte sulfamide.

O cale importanta
sulfamidele retard este
care permite formarea
eliminare usoara.

Eliminarea se realizeaza prin rinichi,
sulfamida necuplatd este excretata de
glomerul, moleculele ionizate fiind excretate
activ n tubii proximali. Reabsorbtia se petrece
in tubii uriniferi prin procese de difuziune
pasiva a componentelor liposolubile
neionizate.

Reabsorbtia sulfamidei are loc in tubuli
prin difuziunea pasiva a compusilor neionizatj
liposolubili. Proportia de medicament
neionizata va fi dependenta de pKa si de pH-ul
fluidului tubular.

Din punct de vedere al vitezei de eliminare
renala, sulfamidele se impart in 6 categorii:

1. Sulfamide cu eliminare ultrarapida
(Sulfatiouree/ Badional), timp terapeutic util
de 2-3 ore;

Sulfamide cu eliminare rapida
(Sulfatiazolul), timp terapeutic util de 4-6
ore;

Sulfamide eliminare medie
(Sulfafenazolul, Orisul, Sulfametoxazolul,
Gantanol, Sulfisomidina sau Elkosin), timp
de mentinere in organism de 12 ore;

de metabolizare la
glucuronoconjugarea
unor metaboliti, cu

cu
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4. Sulfamide eliminare lenta
(Sulfamerazina, Sulfodimerazina,
Sulfametinul, Bayrena), care se elimina din
organism dupa 24 de ore;

5. Sulfamide cu eliminare foarte lenta

6. (Sulfametoxipirazina, Longun sau Sulfalen),
cu durata de actiune in organism de 48 de
ore;

7. Sulfamide cu eliminare ultralenta
(Sulfadimetoxipirimidina, Sulfadoxin  sau
Sulformetoxin), au timp util terapeutic de 72
de ore (in administrarile orale la pasari
atinge 5 zile).

Trimetoprimul este principalul compus
chimioterapic folosit pentru ca potentializator
de sulfamide. Prezinta actiune bacteriostatica,
cu spectru apropiat de cel al sulfamidelor, fiind
folosit in bolile majore ale céinelui, pisicilor si
animalelor de ferma.

Cu
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Antifungicele

Locurile si mecanismele de actiune ale
antifungicelor de la nivelul celulei fungice sunt
urmatoarele (vezi Fig. 4):

Ergosterolul  intdlnit Tn  membrana
celulara fungicad (locul de actiune al
antifungicele din clasa azolilor si alilaminelor)

e Inhibarea sintezei de ADN (locul de

actiune al flucitozinei)

e Inhibarea sintezei microtubulilor (
locul de actiune al griseofulvinei)

e legarea ergosterolului (locul de actiune
al antifungicele din clasa polienelor)

e echinocandinele actioneaza asupra
complexului proteic responsabil de
sinteza a B -1,3 glucan, prin blocarea
enzimei glucan sintetaza.

Ergosterol

Pyrimidine analogues

7
Echinocandins s
1 At
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synt . =
)41*..' R
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Figura 4. Locurile de actiune ale antifungicelor de la nivelul celulei fungice (24)

Antifungicele sistemice

Antibioticele antifungice: Griseofulvina

A  fost izolata (din Penicillium
griseofulvum) pentru prima data in 1939 si
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comercializata din anul 1956. Este un compus
puternic lipofil, bine absorbit pe cale orala
(hrana bogata in lipide) si atinge concentratia
terapeutica in piele si la nivelul foliculilor pilosi.

Se gaseste sub doua forme farmaceutice:
griseofulvina micronizata care contine particule
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cu un diametru de 4 pm si griseofulvina
ultramicronizata ale carui particule nu
depasesc diametrul de 1 ym.

Reducerea  dimensiunilor  particulelor
creste disponibilitatea pentru absobtie

Timpul de injuméatatire plasmatic la céine
este de 47 de minute.

Cu toate acestea, timpul de injumatatire la
locul de actiune, in stratul cornos, este
prelungit deoarece este legat strdns de
keratinocite si rdaméane in piele pana céand
aceste celule sunt reinnoite

Griseofulvina este metabolizata in ficat pe
cale oxidativa, prin demetilare si conjugare cu
acid glucuronic, rezultdand metaboliti inactivi
farmacodinamic, demetilgriseofulvina Si
glucuronida.

Mai putin de 1% din medicament este
excretat nemodificat prin urina.

Dupa ce patrunde in interiorul celulei,
griseofulvina interfereaza sinteza microtubulilor
ceea ce duce la inhibarea fusului mitotic
(blocarea acestuia in metafaza) (vezi Fig. 5).

O = o

Griseofulvin

Figura 5. Mecanismul de actiune al griseofulvinei (27)

Activitatea griseofulvinei este limitata
asupra dermatofitilor:  Microsporum  spp.,
Trichophyton spp., si Epidermophyton si nu
este eficace Timpotriva levurilor precum
Candida spp. sau Malassezia spp.

Griseofulvina actioneaza fungicid, dupa
administrare  patrunde Tn  zonele de
cheratinizare a pielii, impregneaza celulele
precursoare de cheratina din stratul cornos al
pielii, dar este eliminata din stratul cornos in 48
panala 72 de ore.
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Antifungicele polienice
Amfotericina B

Amfotericina B este un antibiotic
macrolidic din clasa polienelor, produs de
Streptomyces nodosus.

Aceasta este slab solubila in apa, prezinta
un caracter amfoter - poate forma saruri atat in
mediul acid, cét si in cel bazic.

Aceste saruri sunt mult mai solubile in
apa, dar activitatea antifungica este mai
modesta, comparativ cu molecula mama.

Absorbtia in tractul gastrointestinal este
nesemnificativa, prin urmare aceasta trebuie
administrata intravenos, local sau intratecal.

Amfotericina B se leaga de proteinele
serice (~95%), in principal B-lipoproteine iar
distributia amfotericinei B se realizeaza in mai
toate tesuturile, cu exceptia: pancreasului,
musculaturii striate, oaselor, umorii apoase si
fluidelor:  pleural, pericardic, sinovial si
peritoneal.

Cele mai mari concentratii se gasesc in
ficat, splina, rinichi si plamani.

Amfotericina B prezinta activitate fungicida
sau fungistatica in functie de agentul patogen
si de concentratie. Mecanismul de actiune se
realizeaza prin legarea ergosterolului din
membrana celulelor fungice si formarea unui
complex capabil s& modifice membrana
celulara, cu formare de pori membranari care
conduc la pierderi de ioni monovalenti si mai
apoi la moartea celulelor (vezi Fig. 6)

Un alt mecanism implica o cascada de
reactii de oxidare precum si interactiuni cu
lipoproteinele, ceea ce impiedica
permeabilitatea membranara prin eliberarea de
radicali liberi.

Fungal cell wall:
interwoven polymers
of glucans, chitins, an¢
various proteins

Echinocandins: disrupt
function of the (1-» 3)--D-
glucan synthase complex

Fungal cell

Azoles: block biosynthesis
of ergosterol, a sterol

needed for cell membrane
stabillty

Cytoplasm  ~—— Amphotericin B: forms
/ (>) aggregates in cell
A=) membrane with
e (mXm) ergostero), leading to
Lo bleyor QIS S pores thal cause

leakage of cellular

fungal coll o=
membrane S g conlents
,.% Sn

Figura 6. Mecanismul de actiune al Amfotericinei B
(25)
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Fungii sensibili la Amfotericina B sunt
Histoplasma capsulatum, Cryptococcus
neoformans, Coccidioides immitis,
Blastomyces dermatitidis, Candida spp., Mucor
spp., Sporothrix spp. si diverse specii de
Aspergillus.

Antifungicele azolice:
Imidazolicele si Triazolii

Acestea prezinta un spectru larg de
activitate si sunt disponibile sub formulari
topice, orale si intravenoase. Existd doua
categorii principale de medicamente
antifungice azolice, vezi Fig. 7:

Medicamentele antifungice triazolice,
itraconazolul si  fluconazolul prezinta o
biodisponibilitate orala crescuta, sunt
metabolizate mai lent si au un impact mai mic
asupra sintezei sterolului la mamifere, decéat
imidazolii.

Medicamente antifungice azolice

Triazolii Imidazolicele
H |H
P|"J\.
N |
N
Itraconazol Ketoconazol
Fluconazol Clotrimazol
Voriconazol Enilconazol
Posaconazol Miconazol

Figura. 7 Triazolii si imidazolicele (25)

Din grupa imidazolilor, enilconazolul,
clotrimazolul si miconazolul prezintd o
biodisponibilitate orald slaba si sunt utilizate
topic pentru tratamentul micozelor superficiale.

Efectul antifungic asupra membranei
celulare a fungilor se realizeaza prin inhibarea
sintezei ergosterolul (fig. 8), care este o
componenta cheie a peretelui fungic.

Acestea actioneaza prin blocarea caii de
sinteza a ergosterolului, inhiband activitatea
enzimei 14-alfa-dimetilaza, care catalizeaza
conversia lanosterolului la ergosterol si se
ajunge la o depletie de ergosterol si o
acumulare de steroli de tip Cl4-metil in
membrana citoplasmatica fungica.
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Figura 8. Mecanismul de actiune al antifungicelor
azolice (26)

Ketoconazolul este un derivat imidazolic
cu efecte fungicide si fungistatice asupra
dermatofitilor, levurilor si a unor fungi
filamentosi, care a devenit disponibil in 1979.

Este un compus extrem de lipofil, aceasta
proprietate duce la concentrati mari de
ketoconazol in tesuturile grase si exudate
purulente. Se leaga puternic de proteinele
plasmatice (> 98%), prin urmare nu atinge
concentratii terapeutice in lichidul
cefalorahidian, seminal sau ocular, dar se
gaseste in cantitati apreciabile in lapte.

Ketoconazolul este metabolizat Tn ficat prin
dezalchilare oxidativa si hidroxilare aromatica
in cativa metaboliti inactivi, care sunt eliminati
prin bila si excretati odata cu materiile fecale.
Timpul de injumatatire este de aproximativ 2-
2,7 ore la caini

Acesta prezinta activitate antifungica
crescuta asupra speciilor de Candida,
Malassezia  pachydermatis,  Coccidioides

immitis, Histoplasma capsulatum, Blastomyces
dermatitidis, precum si majoritatea
dermatofitilor din genul Microsporum Spp,
Trichophyton  spp. si Epidermophyton
floccosum.

Fluconazolul este un derivat triazolic cu
efect fungistatic asupra Candida, Coccidioides,
Cryptococcus, Histoplasma, Malassezia spp. si
Blastomyces (spectrul cel mai ingust).
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Acesta este absorbit bine, indiferent de
circumstante, si este eliminat in principal pe
cale renala fiind excretat prin urina intr-o forma
activa.

Itraconazolul prezinta activitate asupra:
Candida, Aspergillus (avantaj), Cryptococcus,
Histoplasma, Blastomyces, dermatofiti:
Microsporum, Trichophyton. Malassezia,
Sporothrix, Pythium. Absorbtia este buna si
este dependentd de pH-ul gastric si de
prezenta alimentelor.

Voriconazolul este un reprezentant nou al
triazolilor, cu activitate asupra Candida spp.,

Aspergillus spp., Paecilomices spp.,
Scedosporium spp., Fusarium spp.,
Coccidioides immitis, Blastomyces
dermatitidis, Histoplasma capsulatum,

Cryptococcus neoformans.

Posaconazolul prezintda un spectru larg
de activitate impotriva celor mai comuni fungi
patogeni, precum Candida spp., Aspergillus
spp., Paecilomices spp., Scedosporium spp.,
Fusarium spp., Coccidioides immitis,
Blastomyces dermatitidis, Histoplasma
capsulatum, Cryptococcus neoformans.

Alilamine (Terbinafina)

Biodisponibilitatea orala a terbinafinei la
majoritatea speciilor de animale variaza de la
31% la pisici, la peste 46% la céaine, pana la
peste 85% la soareci .

Natura lipofilica a terbinafinei determina
concentratii mari in tesuturi, cum ar fi stratul
cornos al pielii si derm. Este excretata in
sebum atingadnd concentratii mari in foliculii
pilosi, piele si unghii.

Terbinafina prezintd un spectru larg de
actiune, actionezaza  fungicid asupra
Trichophyton spp., Microsporum spp. si a unor
specii de Aspergillus. De asemenea, este
fungicid sau fungistatic impotriva Blastomyces
dermatitidis, Cryptococcus neoformans,
Sporothrix schenckii, Histoplasma capsulatum,
Candida spp. si Malassezia spp.

Terbinafina actioneaza prin inhibarea 2,3-
squalen-epoxidazei din membrana celulei
fungice intervenind astfel in prima parte a
sintezei de ergosterol, care este componenta
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esentiald a membranei celulare fungice, avand
ca rezultat distrugerea celulei din cauza
deficitului de ergosterol.
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Figura 9. Mecanismul de actiune al terbinafinei (26)
Echinocandinele

Echinocandinele au fost descrise pentru
prima data in anii '70 si sunt compusi care
vizeaza peretele celulei fungice prin inhibarea
selectiva a sintezei de beta-1,3-glucan.

Este o clasa restransa din punct de vedere
al spectrului de activitate, cu eficienta
impotriva majoritatii speciilor de Candida si
Aspergillus spp.

Din aceasta clasa fac parte caspofungina,
micafungina si anidulafungina. Caspofungina
se leaga in proportie mare de albumina (97%).
Eliminarea caspofunginei din plasma este
lenta, cu un clearance de 10- 12 mi/min.

Datorita structurii sale, aceasta nu este
absorbita oral, fiind disponibila doar sub forma
injectabila.

Antimetabolitii

Flucitozina este un agent antifungic
sintetic, derivat fluorurat pirimidinic. Se
administreazd pe cale orala, absobtia este
rapida si completa in tractul gastrointestinal.

Disponibilitatea  flucitozinei poate fi
influentatd de prezenta bolului alimentar, rata
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de absorbte a acesteia se reduce
corespunzator cu cantitatea de alimente
ingerata.

Pentru efectul antifungic, flucitozina

trebuie sa patrunda Tn celula fungica cu
ajutorul citozin-permeazei si sa fie apoi
transformata in forma activa, 5-fluorouracil (5-
FU) (figura 10), de catre enzima citozin-
dezaminaza, apoi 5-FU este convertit fie In 5-
fluorouridintrifosfat, care poate fi incorporat in

ARN fungic ceea ce perturba sinteza
proteinelor, fie este  transformat in
fluorodeoximonofosfat, inhibitor puternic al

timidilat-sintetazei care inhiba sinteza ADN-ului
fungic.

5FC: disrupts
RNA

(via SFUTP)
and DNA

(via 5SFdUMP)
synthesis

Figura 10. Mecanismul de actiune al flucitozinei (25)

Prezinta un spectru de activitate antifunica
ingust, fiind activa Tmpotriva Cryptoccocus
neoformans, Candida albicans si
Cladosporium spp.

Antifungicele topice

Enilconazolul prezinta activitate
antimicotica fatd de M. canis, M. gypseum,
Trichophyton mentagrophytes, T. verrucosum,
Malassezia pachydermatis. Este utilizat ca

antimicotic topic, doza de 4 mg/kg, Tn
dermatofitozele ce afecteazd bovinele,
cabalinele si céinii.

Clotrimazolul este limitat la utilizarea

topica, deoarece dupa administrarea orala
metabolismul produce concentratii
nedetectabile ale medicamentului in plasma.
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Prezintd un spectru larg cu activitate

fungistatica/fungicida asupra: Trichophyton
rubrum, Trichophyton mentagrophytes,
Epidermophyton  floccosum,  Microsporum

canis, dar si asupra Candida spp., Aspergillus
spp., Coccidioides immitis si Cryptococcus
neoformans.

Miconazolul se recomanda in tratamentul
dermatofitozelor produse de Epidermophyton
floccosum, Microsporum canis, Trichophyton
mentagrophytes, T. rubrum, precum si a altor
micoze produse de fungi filamentosi
(Sporothrix schenckii, Aspergillus fumigatus,
Mucor spp., Cladosporium carrionii), levuri
(Candida albicans, Malassezia spp.), fungi
dimorfici (Histoplasma capsulatum,
Blastomyces dermatitidis, Coccidiodes immitis,
Paracoccidioides brasiliensis,).

Miconazolul este utilizat Tn special topic,
fiind indicat Tn tratamentul dermatofitozelor, dar
si in otitele micotice sau mixte la carnivore.

Natamicina este un antibiotic polienic
ciclic produs de tulpini de Streptomyces
natalensis care actioneaza asupra membranei
celulei fungice, ih mod similar cu amfotericina
B. Natamicina este eficienta Tmpotriva C.
albicans, A. niger, Trichophyton spp.,
Epidermophyton floccosum, Microsporum spp.,
Acremonium  spp., Fusarium  spp. i
Pseudallescheria boydii.

Nistatinul este un antibiotic polienic
produs de Streptomyces noursei, descoperit la
Tnceputul anilor ’50.

Este limitat la activitatea topica, deoarece
sistemic produce toxicitate. Administrat pe cale
oralda, nistatinul nu se absoabe decat in
cantitati neglijabile iar pe cale parenterald este
toxic.

Poate fi administrat oral pentru terapia
topica, in caz de candidoza orala sau
intestinala. Prezintd un spectru de activitate
larg, fiind activ asupra Candida spp. cu
localizare la nivelul mucoaselor, A. fumigatus,
C. neoformans, T. beigelii.
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<FORTE produs medicinal de uz veterinar:
utilizeaza la albine pentru combaterea varroozei ,
externa produsa de acarianul Varroa destructor.

Se administreaza sub forma de fumigatii prin urdinis, iar
dozarea produsului se face in functie de tipul de stup folosit.

se
parazitoza

MAVRIROL produs medicinal de uz veterinar: se utilizeaza la
albine pentru combaterea varroozei si braulozei,
externe produse de acarianul Varroa destructor si dipterul Braula

parazitoze

Se administreaza sub forma de benzi textile impregnate cu
substanta activa, care se introduc in stup transversal deasupra

SOLUTIA EFICIENTA PENTRU PASTRAREA SANATATI FAMILILOR DE ALBINE
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Modalitati de instalare a rezistentei la antimicrobiene si studierea eficacitatii
antimicrobienelor

Ways to install antimicrobial resistance and study the effectiveness of
antimicrobials
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Alexandru Octavian Doma
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rtcristina@yahoo.com

Cuvinte cheie: antiinfectioase,
Keywords: anti-infective,

Rezumat

Antibiorezistenta a aparut mai ales prin folosirea antibioticelor ca biostimulatori, in conservarea
alimentelor de natura animalad sau cel mai des prin administrarea antibioticelor nerational, fara reteta si
antibiograma. Articolul prezinta modalitatile de instalare a rezistentei la antimicrobiene si evalueaza
eficacitatea antimicrobienelor (antibiotice si antifungice). Sunt prezentate principalele modalitati de
raspandire si instalare a rezistentei precum si urmarile acesteia la nivel global, mecanismele transmiterii
rezistentei in natura si testele de evaluare a eficacitatii antiinfectioaselor (biologice, fizico-chimice, in
vitro, tehnicile moleculare etc.).

Abstract

Antibiotic resistance has emerged mainly through the use of antibiotics as biostimulators, in the
preservation of animal foods or most often through the administration of antibiotics irrationally, without a
prescription and antibiogram. The article presents the ways to install antimicrobial resistance and
evaluates the effectiveness of antimicrobials (antibiotics and antifungals). The main ways of spreading
and installing resistance as well as its consequences globally, the mechanisms of transmission of
resistance in nature and tests to evaluate the effectiveness of anti-infectives (biological, physico-
chemical, in vitro, molecular techniques, etc.) are presented.

Introducere antibiotic, bacteria este selectata pentru
rezistentd rezultdnd astfel supravieuirea celor

Rezistenta la antimicrobiene (RAM) i rezistente tulpini (FEDESA, 2000).
reprezintd o problema majora, cu implicati Desi s-a prevazut evolutia rezistentei fata
largi, fiind considerata un fenomen cu risc {e aceste medicamente, nu au fost intuite
zoonotic. mecanismele prin care genele care confera
Antimicrobienele au revolutionat practica rezistenta se vor raspandi. Dupa Heinemmann

medicala, astfel afectiuni care in trecut erau (1999), agentii antimicrobieni se apropie de
mortale au devenit obisnuite si pot fi tratate in  g¢4rsitul eficie|’1tei lor.

scurt timp. Acest avantaj, in prezent este RAM este o consecinta a evolutiei, a

supus riscului In special din cauza utilizarii  gglectiei naturale si mutatiei genetice, aceasta
excesive sau inadecvate a antimicrobienelor, mutatie find ulterior transmisd conferind

ceea ce a dus la cresterea cazurilor de aparitie  rezistents. Tntr-o lume unde nevoia de proteina
si de raspandire a bacteriilor multirezistente. de origine animald a crescut imens datorita
Germenii rezistenti sunt sau devin  cregterii logaritmice a populatiei, in mod logic

sindiferenti”  (,toleranti”) la antibiotice, ei g industria cresterii animalelor de rents a
sustragandu-se prin variate modalitati efectului beneficiat de uzul masiv al antibioticelor.

antibacterian scontat, dupa administrarea de  practicile de productie la animale au evoluat
doze uzuale, netoxice. Dupa expunerea la un
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de-a lungul anilor pentru a satisface aceasta
nevoie de proteine alimentare ale populatiei.

Astfel, fermele au devenit complexe foarte
mari si au folosit intensiv practicile moderne de
productie pentru a impinge ratele de crestere a
animalelor de renta catre nivelul lor maxim.

De asemenea relele practici si gestionarea
incorectd au exacerbat situatia existentd azi
(WHO, 2002).

In ultimele decade, rezistenta la produsele
antiinfectioase, antibiotice si antimicotice, a
ocupat pozitii dominante in preocuparile legate
de sanatatea publica din agenda Europeana.

Antibiorezistenta a fost semnalata la cativa
ani, dupa ce, incepand cu anii 50, antibioticele
au nceput sa fie utilizate Tn profilaxia si terapia
bolilor infectioase la animalele de ferma.

Acest fenomen s-a amplificat progresiv, ca
urmare a utilizarii (prima data a tetraciclinelor,
dar nu numai), ca promotori de crestere la
pasari si suine. Consumul de antimicrobiene la
animalele de la care se obtin produse
alimentare este mult mai mare decat la
oameni, atat in termeni de consum total, cat si
in termeni de doze administrate in raport cu
greutatea lor.

Agentiile europene au recunoscut ca
reducerea utilizarii de antimicrobiene de uz
veterinar este un deziderat pentru a limita
RAM.

Conform unui raport ONU ,mediul natural
devine un rezervor al reziduurilor de
antibiotice, agenti patogeni rezistenti si alte
molecule cu proprietati antimicrobiene care
sporesc raspandirea genelor rezistente in
mediul microbian” (1).

Un fapt esential este ca, animalele pot
servi drept mediatori, rezervoare = si
diseminatori de tulpini rezistente si/sau ale
genelor antibiorezistentei. Utilizarea
imprudenta a antimicrobienelor la animale
alaturi de relele practici poate duce finalmente
la cresterea morbiditati si  mortalitatii.
Eficacitatea redusa a antibioticelor duce la
cresterea costurilor de asistentd medicala si a
crescut mult potentialul pentru transportul si
diseminarea agentilor patogeni cu aparitia
facilitatd de patogeni ai rezistentei

Parlamentul European a aprobat o serie
de restrictii privind utilizarea antibioticelor
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pentru animalele de ferma sanatoase, in
incercarea de a limita raspandirea bacteriilor
rezistente la antibiotice. Noua legislatie, care
va fi implementata pana in 2022, interzice
utilizarea antibioticelor destinate oamenilor n
medicina veterinara, precum si utilizarea fara
prescriptie medicald a antibioticelor pentru
animale. Veterinarii vor fi nevoiti sa ofere date
privind vanzarile de antibiotice, iar alimentele
importate  vor trebui sa Tindeplineasca
standardele UE (1).

Raspéandirea si transmiterea genelor
rezistentei este incrucisata (vezi fig. 1) si a fost
deja demonstrata ca fiind posibila intre:

e om - animal

e animal — om

* animal — mediu
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Figura 1. Raspéandirea si transmiterea rezistentei

In acest sens este esential s se retina ca
in respectul One Health, un tratament
antimicrobian veterinar durabil trebuie sa fie
legat de problemele de sanatate publica si nu
de cele de sanatate animala, vezi fig. 2.

Human medicine
Stewardship ‘?

Individual

Veterinary medicine

Stewardship
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Figura 2. Balanta dintre medicina veterinara si umana
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a. Modalitati de raspandire, instalare a
rezistentei si urmarile acesteia

Utilizarea iresponsabila a antibioticelor la
animalele de ferma, a dezvoltat rezistenta la
animale sau la persoane care consuma carne
si subproduse. Antibiorezistenta a aparut mai

ales prin folosirea  antibioticelor ca
biostimulatori, in conservarea alimentelor de
natura animald sau cel mai des prin
administrarea antibioticelor nerational, fara

retetd si antibiograma. Rezistenta este un
fenomen ce se raspandeste la nivel mondial,
conform CDC (fig. 3).

(I
w e

Germs (bacteria and
fungi) are everywhere.
Some help us. Some
make people, crops, or
animals sick.

Antibictics kill germs
that cause infections.
But antibiotic-resistant

(3]

Antibictic-resistant
germs can multiply.

germs find ways to
Some resistant

survive.
germs can also give l

their resistance
directly to other

germs.

()

Antibiotics also kil
helpful germs that
protect us. Without the
helpful germs, resistant
germs have an even

Once antibiotic resistance bigger advantage.

emerges, it can spread
into new settings and
between countries.

—

Figura 3. Raspandirea RAM la nivel mondial (16)

Riscurile RAM sunt reprezentate de faptul
ca infectiile sau ranile simple, precum si diferite
proceduri medicale de rutind se bazeaza pe
tratamentul cu antibiotice, astfel speranta de
viata poate sa scada (vezi fig. 4).

Cancer

Antibioticele sunt cruciale
n chimioterapie si
infectiile asociate

Scade
speranta de
Gl Bolile
infectioase
pericole
semnificative

Proceduri
chirurgicale

risc crescut

Figura 4. Riscurile RAM
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Conditiile care determind aparitia
rezistentei la antibiotice sunt:
e prin selectie, genomul bacterian a

devenit de aprox.1000 de ori mai mic
decat genomul animal / uman. Acest fapt
este datorat ,rationalizarii genomului”,
intre bacterii existd concurentd acerba
pentru resurse,

pentru a se mentine si reproduce,
genomul bacterian are nevoie de energie
si resurse. Un genom mare, necesita
mai multa energie pentru a fi pastrat in
functiune si duplicare.

Cel mai adesea, procesul de selectie (vezi
fig. 5) este exacerbat de factorii umani prin:

utilizarea inadecvatd a medicamentelor
in medinia umana si veterinara.

conditiile de igiena deficitara

practicile medicale curente gresite

erorile in cadrul lantului alimentar

Tehnicile de screening genomic, nu au
reusit incd sa livreze promisiunea lor de
“‘revolutie” in descoperirea de noi antibiotice,
acest lucru a condus in timp la aparitia de
“superbugs”, adica bacterii rezistente la
majoritatea antibioticelor utilizate.

Exemple clasice: S. aureus rezistent la

meticilina (MRSA), M. tuberculosis super-
rezistent la antibiotice.
Aparitia rezistentei la fluoroquinolone,

dupa infectii banale cu Campylobacter si E.
coli la oameni este clar urmarea utilizarii
acestora in furajele animalelor, cu transmiterea
bacteriilor rezistente la om prin intermediul
carnii si produselor animale.

Cele mai multe rapoarte se refera la
tendinta de crestere a utilizarii substantelor
antimicrobiene folosite Th doze sub-terapeutice
la animalele de renta si pasari.

Atat dovezile moleculare cat si cele
epidemiologice indica faptul ca prevalenta
rezistentei la antibiotice printre oameni a fost
declansata prin introducerea enrofloxacinei Tn
furajarea pasarilor, fapt care a determinat FDA
in 2011 sa interzicd utlizarea acestui
medicament la pasari.
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Principalele interactiuni in
mecanismul instalarii
rezistentei la anti-bacteriene

(Cristina 2018)
Bacteriile rezistente pot cauza boli sau infectn

Antibioticul selectioneaza bacteria

- v
Diseminarea bacteriilor  Diseminarea bacteriilor Diseminarea bacteriilor Diseminarea b bmflor
|__ rezistente la alte animale rezistente la © rezistentelafer osictente pe sol, surse de
dlnfermlvhhhenqkmu consumatori via pi Diseminarea bacteriil or ap prin contaminare cu
cu cele contaminate contaminate rezistente in mediul surse animale

Bacternile tranfera gene ale
rezistentei catre alte bactern

Boli sau infectii rezistente care ‘
se pot dezvolta la oameni \ \

Figura 5. Principalele interactiuni in mecanismul intalarii rezistentei

In  Romania principalele cauze ce medicamentele eliminate necorespunzator sau
favorizeaza aparitia fenomenelor de rezistentd prin praful provenit din unitatile de crestere
la medicamente sunt: industriala (vezi fig. 6.

* sub-dozarea/dozarea inadecvata a

substantelor active Gastro-intestinal tract

e tratamentul bolilor virale la animale cu Awiosonivous’ Proximal Distal

antibiotice L{) [4F% | s ot ).l

* administrarea la orice tratament a

antibioticelor / antiparazitarelor cu T
spectru larg, in timp ce medicamentele e T
(=) — 5

cu spectru ingust ar fi suficient.
-
Targot

Prescrierea excesiva a antibioticelor nu et pohoun
este singura sursa de antibiotice care polueaza Rasistaoce;:anicial eatth Jasuey|  (Resistance; publichealthjssue
mediul. inca din anii 70, antibioticele puteau fi
gasite in carnea bovinelor, porcinelor si Gastro-intestinal tract
pasarilor, aceleasi antibiotice fiind identificate @
mai apoi Tn sistemele de apd municipale si Proximal Distal
freatice sau n sol, cu urmarile sale dramatice. m I Microblota ;
Antibioticele administrate animalelor nu g h
sunt complet absorbite de catre acestea. r wm
in functie de antibiotic, intre 30 si 90% din
antibiotic poate fi excretat prin urina sau fecale Em'fomm
in stare bioactiva, chiar intacte sau sub forma ‘ = m:“
de metaboliti antibiotici, care-si pot pastra mai Target pathogen |
departe activitatea antimicrobiana. [Resistance: animal heaith issue | [Resistance; M,,cmm_ |
Antibioticele administrate animalelor ajung

A . . ) . . Figura 6. Impactul administrarii antibioticelor pe cale
adesea in sol si apa prin deseurile medicale si orala (A) si sitemica (B)(2)
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Dupa administrarea orala de antibiotice)
microbiota intestinala distala (ce cuprinde
agenti patogeni zoonotici si flora comensala)
va fi expusa la fractia de medicament
neabsorbit in segmentul proximal digestiv,
ceea ce creste presiunea selectiva locala si
astfel creste densitatea bacteriilor si deci,
frecventa genelor rezistentei.

Aceste organisme si genele pot ajunge la
om, prin mai multe cai si, in cele din urma, vor
avea acces la microbiota TGI (tract gastro-
intestinal) uman prin calea metabolica
principala, lantul alimentar.

Dupa administrarea sistemica (vezi fig. 6)

majoritatea  medicamentelor a.u.v. sunt
eliminate, si ajung in TGI, fie prin secretia
biliara, fie prin clearance-ul intestinal, astfel

apar concentratii ale farmaconului capabile sa
selecteze organisme rezistente.

-
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In plus, impactul asupra microbiotei TGl
animal al antibioticelor nu se limiteaza doar la
fractia aeroba aprox. 1-2% din totalul
microbiotei; (de obicei Escherichia coli si E.
faeciens - considerate bacterii santineld)
poate, de asemenea, genera un impact negativ
asupra populatiei anaerobe (care reprezintd o
secventa mult mai mare).

Bacteriile rezistente si genele rezistentei
sunt eliberate Tn mediu (vezi fig.7) prin
intermediul excretiei fecale.

Antibioticele care au fost identificate in
apele de suprafatd au inclus adesea:
macrolide, sulfamide, tetracicline,
cloramfenicoli, clortetraciclina, sulfametazina,
lincomicina, trimetoprimul, sulfadimetoxinul,
sulfametazin
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sea/ | Swmming_|
\_ 3 [
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v » waler
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household
| antibacterial
- nemical
Farm effluents and cnemica’s
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ANIMALS ‘:: . Dirct o
) contact
Figura 7. Mecanismul transmiterii rezistentei in natura
Rezistenta la antifungice a devenit o Rezistenta intrinseca este o caracteristica

preocupare semnificativa pentru medicina
veterinara, rezistenta la medicamentele
antifungice disponibile in prezent se poate
dezvolta secundar mecanismelor dobandite ca
urmare a expunerii la aceste medicamente
(11).

Rezistenta la medicamentele antifungice
poate fi intrinseca sau dobandita.

34

mostenitd a unei specii sau tulpini. fn schimb,
rezistenta dobéanditda apare atunci cand un
izolat, sensibil anterior dezvolta un fenotip
rezistent ca urmare a unui tratament prelungit
cu antifungice (9).

Mecanismul  asociat cu rezistenta
dobéanditda depinde de modul de actiune al
clasei de medicamente antifungice si include
absorbtia redusad de medicamente, eliminarea
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de medicamente prin pompe de eflux sau
afinitatea redusa a enzimelor tinta.

Spre deosebire de celulele bacteriene,
celulele fungice intacte nu preiau usor ADN-ul
exogen. Drept urmare, rezistenta |Ila
medicamente transferabile nu a fost descrisa
printre  taxonii  fungici, iar raspandirea
rezistentei a fost considerabil mai lentad decat
cea observata la bacterii.

Prevenirea aparitiei si raspandirii
ciupercilor rezistente depinde de utilizarea
tratamentului local mai degraba decat cel
sistemic (reducand astfel expunerea generala
a florei fungice a animalului la agentii
antifungici). In plus, terapia antifungica
combinata este o strategie bine recunoscuta
pentru prevenirea aparitiei rezistentei la
flucitozina (8).

Rezistenta la medicamente antifungice
poate aparea prin diferite mecanisme ale
agentilor fungici.

Acestea pot include: mutatii in cadrul
genei care codificd enzima tintd care duce la
modificari in secventa de aminoacizi,
exprimarea crescuta a enzimei tinta prin
transcrierea exagerata a genei pe care o
codifica, concentratii reduse ale antifungicelor
din celulele fungice din cauza efluxului
medicamentos, modificari ale caii de
biosinteza, ceea ce duce la scadere in
producerea tintei medicamentelor antifungice
(12).

Cainii sunt considerati a fi unele dintre
potentialele  rezervoare ale  rezistentei
antimicrobiene care poate fi transmisa la om
prin contact direct sau indirect. Numarul de
persoane care trdiesc cu animale de
companie, Tn special céini, a crescut in
intreaga lume n ultimele decenii (13).

Desi prevalenta rezistentei antifungice nu
este la nivelurile observate pentru unele
bacterii  impotriva  diferitelor  antibiotice,
optiunile de tratament pentru infectile fungice
invazive sunt limitate. In mod clar, sunt
necesare noi strategii de tratament pentru a
rezolva aceasta problema, pe langa depasirea
efectelor toxice / efectelor adverse si a
interactiunilor medicamentoase asociate cu
antifungicele disponibile Tn prezent, care pot
limita eficacitatea terapiei (14).
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Arsenalul nostru limitat de antifungice este
in continuare amenintat de dezvoltarea
tulpinilor de ciuperci rezistente la multe
medicamente si aparitia agentilor patogeni
rezistenti intrinsec (15).

in general, nivelul de rezistenta la agentii
antifungici este relativ scazut, dar ramane o
provocare serioasa a managementului clinic
pentru pacientii individuali, cu risc ridicat si cei
cu micoze persistente (10).

b. Studierea
eficacitatii antimicrobienelor

Pentru determinarea eficacitatii
substantelor antimicrobienelor se cunosc mai
multe teste, considerate ca fiind standard in
multe tari, care permit analizarea antibioticelor.

Cele mai importante testari sunt:

1. Testele biologice

Testele biologice permit o stabilire precisa
si sensibila a antibioticelor.

Metoda difuzimetrica este considerata o
tehnica uzuala pentru B-lactamine, unde
limitele detectabile sunt de ordinul ng./ml. (10°
ng/ml).

Marea majoritate a acestor teste depind de
utilizarea unui mediu cu agar, insamantat cu o
tulpina bacteriana selectionata, peste care sunt
plasate dilutii diferite ale antibioticului 1n
testare.

Placile sunt incubate la 37°C, dupa ce se
face citirea, in funciie de zona de liza
determinata de catre antibioticul testat,
raportatd adesea la un antibiotic standard.

2. Testele fizico-chimice

Metodele cele mai folosite pentru testarea

antimicrobienelor  sunt:  spectrofotometria,
spectrofotofluometria Si mai recent
cromatografia lichidd de inaltd performanta

(HPLC).

Aceste teste sunt in general mai putin
sensibile, comparativ cu testele biologice,
deoarece sunt tributare in mare masura de
metodele de preparare si purificare a probelor.

Dintre acestea HPLC este cea mai
versatila si cu perspective de utilizare.
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3. Testele in vitro

Datorita faptului ca toate antibioticele au
limitari cu privire la activitatea asupra
bacteriilor pe care le afecteaza (fie datorita
activitatii lor intrinsece, fie datoritd rezistentei
acumulate) cel mai adesea este de dorit de a
se determina sensibilitatea unei tulpini izolate
de la animale bolnave, in ideea de a selecta
conduita terapeutica cea mai corecta.

Metoda discului sau Kirby Bauer

Este mai degraba un test calitativ, care se
bazeaza pe aplicarea unor discuri din héartie
impregnate cu antibiotic ( vezi fig. 8), plasate
pe placute Petri inoculate.

No bacterial growth
ermedll.sw-d (Zone of inhibition)

[
. on Petri dish

Bacterialgrowth

Figura 8. Antibiograma — Metoda Kirby Bauer (17)

Dezavantajul metodei este necesitatea
izolarii de culturi pure pentru testare, ceea ce
inseamna o aménare cu 24-36 ore a
rezultatelor. In conditjii de teren acest timp este
deci prea lung, tardiv pentru animalele care au
nevoie de tratamentul optim. Rezolvarea
(frecvent aleasa de practicieni) consta in
inceperea tratamentelor cu antibiotice cu
spectru larg, fara a mai astepta rezultatele.
Testarea difuziei pe disc (Kirby-Bauer) pentru
antifungice se realizeaza pe placute Petri cu
mediul de cultura Mueller-Hinton, de 4 mm
grosime, folosind discuri de hartie impregnate
cu antifungice (CLSI, 2006a, b).

Metodele bazate pe dilutii

Testarea sensibilitatii prin dilutii se poate
face folosind bulion sau agar si furnizeaza date
cantitative (MIC).

Se testeaza dilutii duble de antimicrobiene
(0,12 pg/ml, 0,25 pg/ml, 0,5 pg/ml, 1 pg/ml, 2
ug/ml). Intotdeauna in testare se include un
control fara substante antimicrobiene (8).

36

Medicamentul Veterinar / Veterinary Drug

Vol. 14(1) lunie 2020
Concentratia minim inhibanta (MIC)

Este un test care da masura cantitativa a
unei populati bacteriene la un anumit
antibiotic. Aceasta metoda este considerata
cea mai uzuala metoda standard de analiza a
eficientei unui antibiotic.

MIC se obtine prin cresterea unor
microorganisme Tn concentratii succesive de
antibiotic, astfel cele mai mici concentratii care
vor opri cresterea bacteriilor vor fi considerate
MIC, (vezi fig. 9).

STEP 1:
TUBE DILUTION

ingevlating Lubet -
each with same
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icrobis Feh.
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40
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Figura 9. Metoda dilutiilor seriate si determinarea MIC
pe baza turbiditatii
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7

no mlm;hlal
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Cifra obtinuta nu va fi considerata absoluta
pentru ca e afectata de multe necunoscute (ex.
numarul  microorganismelor inoculate la
inceperea testarii (care trebuie sa fie in jur de
10° bacterii/ml).

Concentratia bactericida minima
(MBC)

In acest caz sunt utilizate concentratii mai
mari, ce mai apoi vor fi adaugate la o noua
serie de antibiotic. Dupa incubare tuburile sunt
reinsamantate in medii potivite si comparate
cu o subcultura a tuburilor martor dinainte de
incubare, putandu-se obtine trei variante:
crestere similara cu tuburile martor =
actiune bacteriostatica
crestere disparata = actiune bactericida
incompleta
mediu steril (nici o crestere) = actiune
bactericida

Cele mai mici concentratii care vor da
acest rezultat vor fi considerate MBC pentru
antibioticul studiat, Tmpotriva unei anumite
populatii bacteriene.
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Concentratia minima de antibiotic (MAC)

Studiile au aratat ca antibioticele in vivo

pot exercita activitate terapeutica la
concentratii mult mai mici decat MIC, si, de
aceea, interpretari ca, de exemplu,

concentratiile serice, nu pot fi luate ad literam
pentru a exprima eficacitatea unui antibiotic.

MAC a fost definit ca fiind concentratia
antibioticului ce va reduce cresterea unui
organism in vitro cu un factor de 10 (ex. 1 log.).
Valoarea MAC trebuie sa fie o patrime sau o
zecime din valoarea MIC, fiind dependenta de
antibiotic si organism.

Existenta efectelor benefice la
concentratiile mici explica de ce doze relativ
mici, sub-terapeutice pot fi neasteptat de
eficiente clinic.

Kituri pentru identificarea si determinarea
rezistentei la antifungice

Exemple de kituri pentru identificarea si
determinarea rezistentei la antifungice sunt
Candifast, Fungifast si Fungitest (3).

Kiturile Candifast si Fungifast combina
identificarea si  testarea rezistentei la
antifungice a principalelor levuri patogene.

Testele se efectueaza in galerii a cate 20
de godeuri, gata de utilizare, care se
insdmanteaza din acelasi inocul (3, 4).

Trusa Candifast (vezi Fig. 10) permite
identificarea principalelor levuri patogene
precum si testarea rezistentei acestora la
diferite antifungice utilizate in tratamentul
micozelor superficiale.

Figura 10. Kit Candifast (4)

Kit-ul de identificare se bazeaza pe teste
de fermentare si pe determinarea prezentei
ureazei. Acest test poate identifica 8 specii de
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Candida si poate preciza daca tulpina testata
face parte din genurile  Trichosporon,
Geotrichum sau Rodothorula, dar fara a putea
preciza genul sau specia (4).

Fungifast (vezi fig. 11) permite
identificarea urmatoarelor levuri: Candida
albicans, C. guilliermondii, C. lusitaniae, C.

parapsilosis, C. kefyr, C. krusei, C. glabrata, C.
tropicalis, Cryptococcus neoformans,
Saccharomyces cerevisiae (4).

Figura 11. Kit Fungifast (4)

Citirea rezultatelor se efectueaza cu
ajutorul schemei de intepretare colorata,
inclusa in trusa, iar pentru interpretare sunt
disponibile un tabel de identificare si un sistem
de codificare [4].

Fungi-Test este un kit care testeaza
sensibilitatea la urmatoarele antifungice:
amfotericina B, ketoconazol, miconazol,
itraconazol, fluconazol si flucitozina.

Testul poate preciza daca tulpina este
sensibila, intermediar sensibila sau rezistenta
prin testarea sensibilitatii la doua concentratii
diferite pt. fiecare antifungic (5).

Figura 12. Kit Fungitest (18)

Etest, (cunoscut Tnainte ca Epsilometer
test) fabricat de bioMérieux, este un kit de
diagnostic in vitro manual, utilizat pentru a
determina MIC  (concentratia ~ minima
inhibitorie) si dacé o tulpina bacteriand sau
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fungica este sau nu este susceptibila Ia
actiunea unui antimicrobian specific (7).

Etest este un strip inert si non-poros din
plastic, cu un gradient de antimicrobian
predefinit, care acopera un interval de
concentratie continua, pentru determinarea
valorilor MIC a unei game largi de agenti
antimicrobieni, in ug / mi (7) (vezi fig. 13).
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Figura 13. Strip E-test
A-scala de citire a MIC, B- Gradientul agentului antifungic cu
concentratie maxima (a) si minima (b)
O parte a stripului (A) cuprinde scala de
citire a MIC in pyg / ml si un cod de doua sau

trei litere pentru a desemna identitatea
agentului antifungic.
Un gradient predefinit, exponential al

agentului antifungic, uscat si stabilizat, este pe
cealaltd parte a benzii (B), cu concentratia
maxima la a si minimul la b

Gradientul acopera wun interval de
concentratie continua pe 15 dilutii de doua ori
ale unei metode MIC conventionale (7).

Tehnicile moleculare

Tehnicile moleculare ofera o evaluare mai
rapida si mai precisa a rezistentei primare si
secundare decat metodele clasice.

Aceste aplicatii Tnlocuiesc treptat sau
completeaza testele bazate pe culturi, testele
biochimice si imunologice pentru detectarea
unei game largi de microorganisme.

Pentru animale si oameni genele care
codifica rezistenta la antimicrobiene au fost
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detectate prin tehnici de biologie moleculara,
respectiv prin: Polimerase Chain Reaction
(PCR) si Real-time PCR (9, 10).
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Rezumat

Rezistenta la antibiotice este semnalata peste tot in lume, aceasta compromite tratamentul bolilor
infectioase si este una dintre cele mai mari amenintari la adresa sanatatii mondiale. Existd doua
modalitati prin care bacteriile patogene pot dezvolta rezistenta la antibiotice: pe verticala, prin
acumularea de modificari genetice in timpul procesului natural de copiere a genomului sau, si pe
orizontala, prin schimbarea genelor rezistente de la un microb la altul. Articolul prezinta diferenta dintre
bacteriile rezistente si cele sensibile la antiinfectioase, modalitatile si manifestarile, fazele si tipurile
rezistentei si toate mecanismele conexe la antibiotice, antifungice si sulfamide.

Abstract

Antibiotic resistance is reported all over the world, it compromises the treatment of infectious diseases
and is one of the biggest threats to global health. There are two ways in which pathogenic bacteria can
develop resistance to antibiotics: vertically, by accumulating genetic changes during the natural process
of copying its genome, and horizontally, by changing resistant genes from one microbe to another. The
article shows the difference between resistant and anti-infective bacteria, the ways and manifestations,
the phases and types of resistance and all the mechanisms related to antibiotics, antifungals and
sulfamides.

Raspunsul microorganismelor la pe verticala, prin acumularea de modificari
antimicrobiene genetice in timpul procesului natural de
copiere a genomului sau, si pe orizontala, prin
1. Rezistenta la antibiotice schimbarea genelor rezistente de la un microb
. R la altul (1).
Este semnalata peste tot in lume, aceasta
compromite tratamentul bolilor infectioase si Yartical iraciermission Horiontal tnsnission
este una dintre cele mai mari amenintari la bacterial transformation

adresa sanatatii mondiale.

Rezistenta poate afecta orice specie,
indiferent de varstd si conduce la costuri
medicale mari si mortalitate crescuta. Bacteriile bacterialtransduction
poseda in permanenta capacitatea de a se
adapta, de a evolua si de a dobandi rezistenta
la antibiotice. release of phage

Literatura de specialitate releva mai multe bacterial conjugation

moduri prin care o bacterie poate sa fie éégéééeé

.'9
G

release of DNA

rezistenta la un antibiotic, mecanismul general
fiind prezentat in fig. 1. RN AR TALE)

Exista doua modalitati prin care bacteriile
patogene pot dezvolta rezistenta la antibiotice: Figura 1. Mecanismul general al rezistentei
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Figura 2. Cele doua modalitati prin care bacteriile
patogene pot dezvolta rezistenta la antibiotice (1)

Cei de la National Institute of Allergy and
Infectious Diseases (NIAID, 2012), prezinta
foarte sugestiv etapele si factorii generali ai
instalarii rezistentei la medicamente, astfel
instalarea rezistentei la antibiotice este
stadiala, cunoscéand trei etape principale:

a) O mutatie genetica poate provoaca
rezistenta la medicamente (vezi fig. 3).

Bacteriile se multiplica logaritmic. Cateva
dintre aceste bacterii vor evolua si vor deveni
mutante.

Unele dintre mutati pot determina
rezistenta bacterilor la medicamente. 1In
prezenta medicamentelor, doar bacteriile

rezistente vor putea supravietui sau chiar sa se
multiplice.

Genetic Mutation Causes Drug Resistance

Non-resistant Bacteria Some mutations Drug resistant
multiply by make the bacterium M bacteria multiply
the billions drug resistant and thrive.

bacteria

exist

Figura 3. Rezistenta determinata de o mutatie
genetica
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b) Modul in care transferul genelor
faciliteaza raspandirea rezistentei (vezi fig 4)

Bacterile se multiplica de ordinul
miliardelor, iar care poseda ADN-ul rezistentei
la medicamente pot transfera o copii ale
acestor gene altor bacterii. Bacteriile non-
rezistente vor primi ADN-ul nou si astfel devin
si acestea rezistente la medicamente. In
prezenta medicamentelor, numai bacteriile
rezistente vor supravietui, acestea se vor
multiplica si vor prospera.

Gene Transfer Faciiitates the Spread of Drug Resistance

Bacterium
multiply by the
billions

Resistant and
non-resistant
bacteria exist

Drug resistant
bacteria multiply
and thrive

Non-resistant
bacteria receive
new DNA

Figura 4. Modul in care transferul genelor faciliteaza
raspandirea rezistentei

c) Diferenta dintre bacteriile non-
rezistente si cele rezistente la medicamente
(vezi fig. 5).

Bacteriile non-rezistente se multiplica, iar
odatd cu tratamentul medicamentos acestea
mor, Tn timp ce bacterile rezistente Ila
medicamente continua sa se multiplice si sa se
raspandeasca si dupa instituirea tratamentului.

Acestea au nevoie de energie Si resurse
pentru a se mentine si reproduce. in

consecintd, un genom mai mare va avea
nevoie de mai multa energie pentru al pastra in
functiune si pentru duplicarea Iui Tn timpul
reproducerii.

Infection occurs
and the bacteria
spread

Exposure
to bacteria
occurs

Drug treatment
is used

Non-reosistant Bacteria

Figura 4. Diferenta dintre bacteriile non- rezistente si
cele rezistente
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Se cunoaste ca bacteriile cresc mult mai
repede si intr-un numar mult mai mare decéat
majoritatea altor organisme.

Intr-un singur pumn de noroi sunt mai
multe bacterii decét intreaga populatie de
oameni din lume.

Populatia mare de bacterii este urmata de
concurenta intensd, si functioneazd pe
principiul ,cel mai adaptat va supravietui”. La
bacterie, ADN-ul n exces 1in aceasta
competitie este considerat ,balast”, fiind rapid
eliminat, in cazul in care o secventa a ADN
ului nu este esentiala supravietuirii sau nu
conferd un avantaj selectiv, va fi rapid mutat si
scos din genomul de evolutie al populatiei
bacteriene. Pentru ca o gena si/sau o parte din
genomul bacteriilor sa ramana functionala pe o
perioada indelungata, acesta trebuie sa ajute
la imbunatatirea supravietuirii si / sau
competitivitatii  bacteriilor. Modalitatile de
raspuns ale microorganismelor la actiunea
antibioticelor si antifungicelor este prezentata
in figura 5.

Germs restrict access
by changing the
entryways or limiting
the number of
entryways.

Germs develop new
cell processes that
avoid using the
antibiotic’s target.

Germs change or destroy
the antibiotics with
enzymes, proteins that
break down the drug.

®

Germs change the antibiotic’s target so
the drug can no longer fit and do its job.

Germs get rid of antibiotics
using pumps.

U.S.Department of
Health and Human Services

Figura 5. Cai ale microorganismelor de a contracara
efectul antimicrobian (2)

La nivel individual, o persoana poate
dezvolta o infectie rezistenta la tratamentul cu
antibiotice, urmare a tratamentului de durata
sau profilactic, spre deosebire de tratamentele
pe termen scurt, cum este cazul infectiilor
acute. Acest lucru poate inseamna si ca
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bacterile isi pot pierde rezistenta Ila
antibioticele care nu au fost utilizate frecvent.

Dezvoltarea si intretinerea rezistentei la
antibiotice este, de obicei, dependenta de
populatia bacteriana, aceasta fiind expusa
frecvent dozelor non - letale de antibiotice,
desigur fara a uita ca unele bacterii sunt
rezistente natural la unele antibiotice.

In realitate, aceasta inseamnd ca
rezistenta la antibiotice este posibil sa apara in
medii Tn care bacteriile sunt frecvent expuse la
antibiotice.

Bacteriile devin rezistente la un antibiotic
sau grup de antibiotice ca urmare a mai multor
interactiuni specifice:

Inactivarea medicamentului sau deturnarea
de la calea metabolica

Este urmarea degradarii enzimatice a
antibioticului de catre enzimele bacteriene cum
sunt betalactamazele (penicilinazele si
cefalosporinazele). Inactivari pot surveni si la
aminoglicozide, care pot fi acetilate sau
fosforilate (de acetilaze si fosforilaze).

Alterarea {intei sau structurii enzimatice

Receptorul unde actioneaza de obicei
antibioticul, poate sa-si modifice afinitatea
pentru bacterie si, astfel, raspunsul

receptorului amplifica activitatea bacteriana si
implicit sa anuleze pe cea a medicamentului.

Acumularea scazuta a antibioticului in
celulele bacteriene rezistente

Apare de exemplu Tn cazul celulelor
canceroase, cand acumularea tetraciclinei
descreste.

Tipurile de rezistenta

a. Antibiorezistenta naturala
(adaptarea epigenetica)

Se intdlneste la bacterile care se
confrunta in mod constant cu niveluri sub-
inhibitorii ale unui antibiotic. Acestea sunt
concentratii care sunt prea mici pentru a ucide
populatia bacteriana, dar poate dezvolta o
rezistenta temporara la antibiotice. Acest tip de
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rezistentd se numeste adaptare epigenetica, si
nu produce modificari genetice care pot fi
permanent mostenite de generatiile ulterioare
de bacterii. Aceasta poate fi echivalata cu un
atlet care isi ,dezvolta musculatura” prin
pregéitire fizica.

La fel si bacteriile expuse la niveluri sub-
inhibitorii ale unui antibiotic pot mobiliza
mijloace de aparare, cum ar fi pompele de
expulzare a antibioticele, enzime pentru a le
descompune, sau se pot reduce pur si simplu
prin  permeabilitatea peretelui celular la
moleculele de antibiotice.

Dupa cum se poate urmari in figura 5 ,
antibioticele de obicei ucid bacteriile prin
blocarea sau interferarea activitatii enzimelor
necesare metabolismului lor propriu (poz.1).

Bacteriile au ,inventat” mecanismul ply sly,
.,adaptarea vicleana” pentru a se sustrage de
la atacul antibacterian. Astfel bacteriile vor
.Scuipa” afara enzimele proprii pentru a
diminua efectul antibioticului (poz.2).

Apoi acestea vor inchide peretele celular
pentru a preveni patrunderea altor antibiotice
(poz.3) si vor pompa antibioticul in exterior
inainte ca acesta sa poata ucide (poz.4),
bacterile mai pot modifica enzima vizata
pentru a dezactiva medicamentul (poz.5). n
acest mod bacteriile pot trece cu usurinta la

cele mai utile instrumente proprii de
supravietuire Si pentru alte invazii
antibacteriene

Figura 5. Adaptarea epigenetica
b. Antibiorezistenta castigata

Apare la toate antibioticele, mai rapid sau
mai lent. Acesta reprezinta si motivul pentru
care unele antibiotice descoperite, sintetizate,
extrase si cercetate terapeutic nu sunt
introduse n terapeutica.

b.1. Adaptarea genetica
(prin mutatii genetice si selectie)

Numeroase surse, cel mai adesea de
origine exogena pot determina aparitia
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rezistentei. Radiatiile UV pot provoca daune si
modificari permanente ale ADN-ului.

Mutatile genetice sunt defapt mici
modificari ale codului genetic care apar la
intdmplare n timpul replicarii ADN-ului, sau ca
rezultat al expunerii la radiatiile ionizante, ca
factori mutageni (fig. 6).

Mutation

’\/‘5 L)

RESISTANT BACTERIA

w

2

' 4

Bacteria with the resistant Resistant bacteria continue to
mutation have a better chance multiply, even when exposed
of survival against antibiotics.  to antibiotics.

\;

/

SUSCEPTIBLE BACTERIA ANTIBIOTICS

Through the process of cell
replication, some bacteria
develop mutations that make
them resistant to antibiotics.

Figura 6. Adaptarea genetica — prin mutatii

Multe mutatii genetice se petrec in portiuni
ale genomului care nu sunt esentiale pentru
organism si care nu se modificd Tn mod
semnificativ in functionarea organismul.

Unele antibiotice sunt mai predispuse sa
devina mai putin eficace ca urmare a mutatiilor
genetice in bacteriile tinta.

Unele antibiotice au ca tinta enzima
bacteriana denumita ADN-giraza. Antibioticul
se leaga de aceasta enzima, care impiedica
replicarea ADN-ului bacterian.

O mutatie unicad la o anumitd pozitie in
aceasta enzima poate stopa efectul
antibioticului si va permite bacteriilor sa devina
rezistente la antibiotic.

Din aceasta cauza numeroase antibiotice
nu sunt recomandate pe termen lung, partial si
din cauza cresterii probabilitdli ca unele
bacterii sa devina rezistente.

b.2. Achizitionarea genetica

Bacteriile pot dobandi bucati mari de ADN
de la alte bacterii, virusuri si din mediu.

Este aproape imposibil pentru unele
bacterii de a evolua la intamplare si de a intalni
0 gena sau o enzima, care oferd o rezistenta
impotriva unui anumit antibiotic (cel putin intr-
un interval de timp de saptamani, luni si ani).

Bacterile au mai multe moduri de a
achizitiona aceste bucati mari de ADN care
contin de multe ori mai multe gene complete.
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Horizontal Gene Transfer

‘@

ANTIBIOTIC-RESISTANCE GENE |

Antibiotic-resistant genetic material is transferred between different bacteria cells.
This can happen in three different ways: transformation, transduction or conjugation.

Figura 7. Transferul de gene

Plasmidele. Sunt piese mobile a ADN-ului
(adesea circulare) astfel bacterile pot
tranzactiona cu usurintad si le pot dobandi din
mediu, multe bacterii au plasmide multiple.

Plasmide pot contine gene care
inactiveaza un antibiotic. Bacteria capata o
plasmida a rezistentei, adica, un fragment de
ADN care transporta gene extracromozomiale
ce pot modifica rezistenta la antibiotice.
Informatia geneticd prezentd in plasmide
reprezinta un factor important in patogenitatea
si invazivitatea bacteriilor, in viteza de aparitie
a unor tulpini patogene invazive, rezistente la
medicamentele antimicrobiene si in debutul
simptomelor.

Transpozonii. Sunt sectiuni de ADN care
pot sari dintr-un loc in altul Tn codul genetic,
sau chiar la codul genetic unui alt organism

Bacteriofagii. Acestia pot copia si insera
in codul genetic, mai precis in genomul
bacteriilor infectante.

Conjugarea apare n cazul in care exista
doua bacterii care sunt direct adiacente una
fatd de alta, creaza o conexiune directa
impartind ADN-ul.

Naked ADN-ul (liber) bacteriile inglobeaza
ADN-ul liber gasit in mediul inconjurator. Acest
ADN poate fi de la bacterii moarte, sau o parte
a unei structuri de biofilm (unele bacterii
folosesc ADN-ul ca o structura pentru a se
ancora intr-o suprafata). Bacteriile pot utiliza
tehnici pentru a obtine ADN-ul si care le ajute
sa devina rezistente la un anumit tip si / sau
clasa de antibiotice.

Fazele instalarii rezistentei

Transformarea apare atunci céand
fragmente de ADN libere, ca urmare a lizei
unui organism, sunt preluate de catre un alt
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organism. Gena rezistentei la antibiotice poate
fi integratd in cromozom sau plasmida celulei
destinatarului.

Transductia este faza in care genele
rezistentei la antibiotice sunt transferate de la o
bacterie la alta prin intermediul bacteriofagilor
si pot fi integrate in cromozomul celulei
recipiente, fenomen cunoscut sub denumirea
de lizogenie.

Conjugarea e consecinta contactului
direct care are loc intre doua bacterii:
plasmidele vor forma un pod de imperechere si
ADN-ul este schimbat, situatie care poate duce
la dobandirea de gene rezistente la antibiotice
de catre celula destinatar.

a Bacterial transformetion

no' cell

Recidiert cell

b Bacterial transduction

Phage-in‘ected donor cell

HoLTP

Recoent call

Reciviert cell

‘vwsoosor\] Donor cell

Figura 8. Fazele instalarii rezistentei

Mecanismele rezistentei se pot imparti
in patru mari categorii, conform fig. 9:
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Figura 9. Cele patru mecanisme ale rezistentei
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Scaderea permeabilitatii este cea mai

comuna forma de rezistenta naturala. Tn acest
caz, antibioticul nu poate penetra suprafata
bacteriei si deci nu poate ajunge la nucleul
celulei. Tn cazul bacterilor Gram pozitive,
peretele bacterian este mai permisiv la
patrunderea antibioticelor, dar in cazul
bacteriilor Gram negative, aceasta reprezinta o
bariera greu de depasit si care variaza in
functie de specia bacteriana.
De exemplu, peretele celulei este mai
permeabil in cazul speciilor de Neisseria Si
Haemophylus, P. aeruginosa si a tulpinilor de
Proteus indol positive.

In cazul lui Escherichia coli si a altor
enterobacterii, proteina specifica (porina) va
preveni patrunderea antibioticelor hidrofile cu o
greutate moleculara de pana la 650 daltoni.

Exemple: Rezistenta bacililor Gram
negativi datoritd scaderii permeabilitdti  in
cazul penicilinei G, eritromicinei, clindamicinei
si rezistenta la vancomicind. Rezistenta
streptococilor, a lui Pseudomonas aeruginosa
si a altor bacterii anaerobe la aminoglicozide.

Modificarea sau inactivarea
antibioticelor este mecanismul cel mai comun
al rezistentei dobandite si este determinata in
mare masurd de productia enzimelor
betalactamaze.

Betalactamazele reprezinta un grup de
enzime produse de bacterile Gram pozitive,
Gram negative aerobe si anaerobe capabile sa
hidrolizeze inelul beta-lactamic si astfel sa
inactiveze antibioticul corespunzator.

Acest mecanism specific a fost dovedit de
mult a fi un factor important in rezistenta
germenilor ca Staphylococcus aureus, H.
influenzae, N. gonorrhoeae, Bacteroides
fragilis si unele enterobacterii.

Informatile  genetice pentru  sinteza
acestor enzime pot fi continute Tintr-un
cromozom sau pe o plasmida si productia
acesteia poate fi o caracteristicad de productie
constanta a bacteriilor, desi pot fi induse si in
prezenta unui substrat corespunzator.

Betalactamazele, pe baza profilului de
substrat si a raspunsului la inhibitorii enzimatici
sunt clasificate in cinci grupe mari. In practica,
cele mai importante sunt grupurile | si lll.
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Grupa | betalactamazica e produsa in

cantitati semnificative, in prezenta
antibioticelor, codificate de catre genele
cromozomului si distribuite ntre tulpinile

Enterobacteriaceae. Aceste lactamaze sunt
responsabile pentru rezistenta tulpinilor Gram
negative nozocomiale la cefalosporine.

Categoria de enzime Il lactamazice sunt
active asupra penicilinelor si cefalosporinelor si
sunt aproape Tntotdeauna codificate plasmidic,
acest grup include TEM betalactamaza
prezenta in: enterobacterii, H. influenzae si N.
gonorrhoeae. Printre bacteriile producatoare
de betalactamaza anaerobe este de remarcat
Bacteroides fragilis care produce o
cefalosporinaza, inactivata de catre acidul
clavulanic.

Sulbactamul si acidul clavulanic sunt
capabile de a inhiba betalactamazele, in
esentd, cele mediate de plasmide atunci cand

sunt combinate cu anumite antibiotice,
amoxicilina, ampicilina, ticarcilina si altele.
Recent au fost identificate tulpini

bacteriene betalamazice care pot hidroliza
noile betalactamine. Tn acest grup sunt incluse
enzimele izolate din tulpinile plasmidice
mediate de K. pneumoniae care au
capacitatea de a hidroliza cefotaxina si alte
cefalosporine din a treia generatie, precum si

aztreonamul si  enzimele mediate de
cromozomi  prezente Tn  tulpinile  de
Pseudomonas maltophia precum si in

Enterobacter cloacae, Serratia marcense, Si
Bacteroides fragilis capabile sa hidrolizeze
imipenemul si meropenemul.

Modificarea locului de actiune pentru
antibiotic este un mecanism de rezistenta
care se refera la modificarile produse in
structura sau etapele metabolismului, pentru
care medicamentele fsi exercitda actiunea.
Aceasta se va realiza fie prin cresterea
concentratiei unei substante competitive, fie
prin modificarea a diferite structuri alternative
bacteriene.

Toleranta

Nu este consideratd un mecanism clasic
de rezistenta, in practica putandu-se comporta
ca atare. Ea este atribuita selectiei de mutanti
deficitari Tn sisteme autolitice. Probabil ca
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dozele mari concepute pentru a atinge niveluri cadnd e necesara prelungirea duratei
mult peste MIC ale microorganismelor ar tratamentului.
reduce selectia acestor subpopulatii atunci _
Pompele de eflux (vezi tabelul 1/)
Tabelul 1.

Mecanisme de rezistenta, activitate si factorii determinanti ai rezistentei la antibiotice

Mecanism / Clasa

Activitate

Factorul determinant

Specii bacteriene

Alterarea enzimatica

B-Lactami

Penicillinaza

Staphylococcus aureus

Carbapenemaza (KPC-1, KPC-

E.coli, K.pneumonie

el ) -cida 2, KPC-3)
(Inhiba sinteza peretelui celular) Cefalosporinaza E. coli, Salmonella,
Clasa C beta-lactamaza. Klebsiella
Aceasta enzima desface inelul
beta-lactamic si dezactiveaza
antibioticele
Clasa A beta-lactamaza. E. coli
Aceasta enzima desface inelul
beta-lactamic si dezactiveaza
antibioticele
Clasa D beta-lactamaza. E. coli
Aceasta enzima desface inelul
beta-lactamic si dezactiveaza
antibioticele
Aminoglicozide -cida Aminoglicozide-enzime S. aureus,
Agenti care se leaga de subunitatea modificate S. marcescens, E. coli,
ribozomala 30s, inhiband sinteza Acinetobacter baumannii,
proteica bacteriand, ceea ce duce la N-acetiltransferaza (plasmide, K. pneumoniae, K.
moartea celulelor transpozoni, integron) oxytoca,
E.coli, Str. hygroscopicus,
O-fosfo-transferaza S. enterica, P.
aeruginosa, E. coli
K. pneumoniae,
Salmonella spp., E. coli,
K. pneumoniae,
Salmonella spp.
O-nucleotidil-transferaza E. coli, S. epidermidis, E.
faecium, Str. suis, S.
aureus
Lincosamide (Lincomicina) -statica Streptogramina A O- Staphylococcus aureus
Actioneaza asupra unitatilor acetiltransferaza
ribozomale 30s si 50s, rezultand o Streptogramina B hidrolaza
inhibitie reversibila a sintezei
proteice (in general bacteriostatice)
Macrolide -statica Eritromicin esteraza tip | E.coli
Actioneaza asupra unitatilor Eritromicin esteraza tip Il
ribozomale 30s si 50s, rezultand o Aminoglicozid N-
inhibitie reversibila a sintezei acetiltransferaza, care modifica
proteice (in general bacteriostatice) aminoglicozidele‘prin acetilare
ARN adenin N-6-
metilltransferaza - metileaza
adenina la pozitia 2058 din S. aureus
unitate 23S ARN, conferind
rezistenta la eritromicina
Cloramfenicol Principal cloramfenicol acetiltransferaza Salmonella typhimurium
Actioneaza asupra unitatilor bacteriostatic, (CATS) P. aeruginosa
ribozomale 30s $i 50s, rezulténd o devine —cid Grupul A cloramfenicol E.coli
inhibitie reversibila a sintezei impotriva acetiltransferaza, pot inactiva
proteice (in general bacteriostatice) unoragenti cloramfenicolul E.coli
patogeni Grupul B cloramfenicol
acetiltransferaza, pot inactiva S. aureus

cloramfenicolul.
Grupul A cloramfenicol
acetiltransferaza
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Scaderea permeabilitatii

Aminoglicozide (Kanamicina)

Fenicoli (Florfenicol) cida
Cefalosporine
(Prima generatie)
Inhibitori ai acidului folic statica
(Sulfamide)
Macrolide statica
Chinolone si Florochinolone cida DHFR Staphylococcus aureus
Pompe de eflux Sistem de transport al diviziunii
. L . celulelor de rezistenta. E. coli
Aminoglicozide(Streptomicind)  cjg5 Pompa de eflux cu rezistents
multidrog.
Cefalosporina (prima generatie)
Macrolide Statica Plasmide S. epidermdtis
Altereaza subunitatea ARN 23s, Transpozoni Enterococcus fecalis
modificarea structurii
medicamentului sau ribozommilor, Sistem de transport al diviziunii  Str. pyogenes
eflux celulelor de rezistenta. Staphylococcus aureus
Pompa de eflux cu rezistenta E. coli
multidrog. E. coli
Transportor principal pentru S. aureus
superfamilie
Pompa de eflux Macrolide-
Lincosamide-Streptogramina B.
Cloramfenicol Principal Pompa de eflux cloramfenicol E. coli
bacteriostatic
devine —cid
impotriva
unor agenti
patogeni
Chinolone -cida Pompa de eflux cu rezistenta E. coli
multidrog.
Tetracicline -statica/cida Pompa de eflux tetracicline Proteus
Enterobacter
Pseudomonas

Salmonella Escherichia

Trimetroprim

statica singur

S. aureus

-cida asociat
cu sulfamide
Alterarea situsului de
actiune
Aminoglicozide -cida
Alterarea subunitati ARN 16s,
modificarea structurii medicamentului
Cefalosporina prima generatie
Altereaza legaturile penicilina-proteiné
Chinolone s Fluorochinolone  -cida

Mutatii ale situsului de actune (ADN
giraza, topoizomeraza V)

Tetracicline
Mutatii ale situsului de actiune
(ribozomi)

-statica / cida

E. coli

Protejarea situsului de
actiune

Glicopeptide (vancomicina) -cida S. aureus (vanA)
Situs de actiune peretele celular
Chinolone -cida Pentapeptide care protejeaza E. coli
ADN giraza de inhibarea
chinolonelor
Supraproductie Principal
Cloramfenicol bac_terlost_atlc,
Modificarea sau mutatii ale situsului 93"'”9 —cid
de actiune (ribozomi) Impotriva

unor patogeni
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2. Rezistenta la antifungice

Desi prevalenta rezistentei antifungice
nu este la nivelurile observate la unele
bacterii Tmpotriva diferitelor antibiotice,
optiunile de tratament pentru infectiile
fungice invazive sunt limitate. Tn mod clar,
sunt necesare noi strategii de tratament
pentru a rezolva aceasta problema, pe langa
depasirea efectelor toxice / efectelor adverse
si a interactiunilor medicamentoase asociate
cu antifungicele disponibile in prezent, care
pot limita eficacitatea terapiei.

Cresterea incidentei infectiilor fungice
(vezi fig.10) a condus la folosirea masiva a
antifungicicelor, astfel s-au realizat cercetari
masive asupra agentilor antifungici, si o
crestere a rezistentei la antifungice dupa
cum reiese din cresterea numarului de
publicatii incepand cu anii 1960.

i s

Figura 10. Cresterea incidentei infectiilor fungice

Rezistenta la medicamentele antifungice
poate fi intrinseca sau dobandita.

% o —
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Rezistenta intrinseca este 0
caracteristica mostenita a speciei sau
tulpinei. In schimb, rezistenta dobandita
apare cand un izolat sensibil anterior
dezvolta un fenotip rezistent, de obicei ca
urmare a unui tratament prelungit cu
antifungice. Mecanismul precis asociat cu
rezistenta dobéanditd depinde de modul de
actiune al clasei de medicamente antifungice
Spre deosebire de celulele bacteriene, cele
fungice intacte nu preiau cu usurinta ADN-ul
exogen. Arsenalul nostru limitat de
antifungice este in continuare amenintat de
dezvoltarea tulpinilor de ciuperci rezistente
la multe medicamente si aparitia agentilor
patogeni rezistenti intrinsec.

Microorganismele dezvolta mecanisme
pentru a contracara efectele fungicide sau
fungistatice ale tuturor claselor antifungice.

Mecanisme de rezistenta

Fungii se bazeaza pe urmatoarele
mecanisme majore:
e reducerea acumularii
medicamentului in celula fungica
e eliminarea antifungicelor prin pompe
de eflux
e scaderea afinitatii
pentru tinta
e modificari ale metabolismului pentru
a contrabalansa efectul
medicamentului
Mecanismele moleculare ale rezistentei
primare (fig. 11) sunt extrem de diverse si
specifice fiecarui agent antifungic.

medicamentului

W)
@@’w &

gl @@)Target overexpression] [ Biofilm formation (‘

8

Hypermutator

Genomic

Plasticity
s N7 N/
Acquired NI Primary
Stress response .
Resistance @ @ Resistance

Environmemal | Drug transporters
3 ,

Pressure
x o 00 g
v L@_m) Pathway alteration ] [Cell permeability( ‘ S 7

Figura 11. Mecanismele de rezistenta la antifungice




Cristina si col.

In prezent sunt acumulate numeroase
date despre rezistenta fungilor patogeni la
actiunea diverselor preparate
medicamentoase.

Azolii se leaga cu fragmentele ferice ale
zonelor de legare a hemului si blocheaza
substratul natural al enzimei - lanosterol,
perturband astfel procesul de biosinteza
(vezi tabelul 2 si fig. 12).

Tabel 2.
Mecanismele rezistentei la azoli

Agent Situs de Mecanism de
antifungic actiune rezistenta
Azoli  -inhibarea -eflux mediat de
Imidazoli:  functiei transportori
Clotrimazol, citocromului multidrog;
Enilconazol, P450: 14a- -scaderea afinitatii
Ketoconazol, lanosterol asupra Ergllp
Miconazol demetilaza prin mutatii;
Triazoli: (ERG11) - cresterea ERG11;
Fluconazol. -interferarea - alterari ale
Itraconazol, sintezei biosintezei
Posaconazol ergosterolului  ergosterolului;

Mecanismele de rezistenta la azoli care
vizeaza membrana celulara pot aparea prin
superexpresia sau modificarea tintei,
suprareglarea activitatji transportatorilor, sau
inducerea modificarilor celulare care reduc
toxicitatea medicamentului sau induc
toleranta fata de medicament.

} Beta-1,3-glucan
Monomeri de glucozi
: } Beta-1,6-glucan
el —— } chitina

0O 1000 dteid M0 opd
WO 100 ool M 0

Manoproteine

Stratul dublu fosfolipidic
al membranel celulare

} Ergosterol

Inhibarea enzimel
14-aifa demetflazid
(dependentd de
citocromul P450)
Grupa azolilor

ol /_—\0 Ergosterol

Squal poxidaza 14-alfa-d tilaz

-

Figura 12. Inhibarea biosintezei de ergosterol de

catre azoli
Unul dintre cele mai raspandite
mecanisme de rezistentd la actiunea

preparatelor antifungice este supraexpresia
enzimelor implicate in biosinteza

51

Medicamentul Veterinar / Veterinary Drug

Vol. 14(1) lunie 2020

ergosterolului:  enzima lanosterol  14a-
demetilaza  citocrom  P450-dependenta
(cunoscuta ca Erg11 la levuri, de ex. la
Candida albicans Si Cryptococcus
neoformans, si ca Cyp51A la fungii miceliali,
ca de ex. Aspergillus fumigatus).

Levurile din genul Malassezia sunt
foarte susceptibile la itraconazol si
posaconazol si mai putin la fluconazol,
indiferent de specie si de sursa. Toti derivatii
azolici, cu exceptia fluconazolului, prezinta o
buna activitate antifungica in vitro impotriva
M. furfur si M. pachydermatis.

Posibilitatea ca M. pachydermatis sa
dezvolte rezistenta la antifungicele din clasa
azolilor a fost adesea indicata in literatura de
specialitate pe baza testelor in vitro, dar in
Vivo s-au raportat doar doua cazuri.

Flucitozina dupa patrundere in celula
fungica este convertita in 5-fluorouracil
(forma metabolic activd) care inhiba
replicarea ADN-ului si sinteza proteinelor
(vezi fig. 13 si tabelul 3).

S5FC: disrupts
RNA

(via SFUTP)
and DNA

(via SFdUMP)
synthesis

Figura 13. Mecanism de actiune la flucitozina

Mecanismele moleculare de rezistenta
la flucitozind se datoreaza mutatiilor n
enzima permeaza purin-citozinica (codificata
de gena FCY2), care este responsabila
pentru gradul de utilizare a medicamentului

in celula.

Tabelul 3.
Situsurile de actiune si mecanismul de
rezistenta la flucitozina

Agent Situs Mecanism de
antifungic actiune rezistenta
5- Sinteza Defect de permeabilitate

de ADN
si ARN

a citozinei

Deficienta sau lipsa de
enzime implicate Tn
metabolizarea flucitozinei
Dereglarea caii
biosintetice a pirimidinei

floropirimidine
(Flucitozina)
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Polienele (Amfotericina B, Nistatinul)
actioneaza la nivelul biosintezei de
ergosterol, prin legarea ergosterolului din
membrana celulelor fungice si formarea unui
complex capabil sa modifice membrana
celulara, cu formare de pori membranari
care conduc la pierderi de ioni monovalenti
si mai apoi la moartea celulelor. A fost
descrisa rezistenta la izolatele de Candida
spp., C. immitis si Mucor spp.

Echinocandins: disrupt
function of the (1-» 3)-fi-D-
glucan synthase complex

Heel  \
\

Azoles: block biosynthesis
\ of ergosterol, a sterol

\ needed for cell membrane
\ stability

\\ Cytoplasm /

\ Lipid bilayer
\ fungal coll
\ membrane

Figura 14. Mecanismul de rezistenta la poliene

Echinocandinele (Caspofungina —
substanta cea mai importanta) inhiba 3-1,3
glucan sintetaza prin modificarea afinitatii
echinocandinelor pentru sintetaza 8 (1,3) —
glucanului (vezi fig. 15).

Fungal cell wall:
intarwoven polymers
of glucans, chitins, anc
various proteins

Echinocandins: disrupt
function of the (1-» 3)--D- (I
glucan synthase complex

\
Fungalcell  \
\

A Azoles: block biosynthesis
of ergosterol, a sterol

\ needed for cell membrane

\ stabilty

Cytopiasm Amphotericin B: forms

\ P aggregates in cell
\ G membrane with
\ Co)(m) ergosterol, leading to
\ Lipid bilayer = pores tha cause
\ fungel cell leakage of cellular
\ membrane % contents

\
\

o =

Figura 15. Mecanism de rezistenta la
echinocandine

3. Sulfamidorezistenta

Poate fi naturala si  castigata.
Rezistenta naturala (fig. 16) apare la
bacteriile si microorganismele care pot lua
acidul folic preformat din mediu, deoarece
nu pot sa-l sintetizeze singure.

Rezistenta castigata apare mai rapid si
are durata mai lunga.
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Are la baza adaptarea enzimatica a
metabolismului bacterian sau a unei specii a
bacteriilor sau medieri ale factorului R.
Mecanismul de aparitie a rezistentei este
prezentat in fig. 16 si tabelul 4.

Sulfonamide

Drugresistant variations of the folate-forming enzyme

dihydropteroate synthase (DHPS)
MIC
E. coli <0.01 mM
E. coli (sul 1) 2.00 mM
E.coli (sul 2) >4.00 mM
Dihydrofolate reductase

e
‘ ' /'f”’b

Trimethoprim
Figura 16. Rezistenta naturala determinata de

plasmide la sulfamide (sus) si trimetoprim (jos)

Tabel 4.
Mecanism de actiune la sulfamide si
Trimetoprim

Factorul Specii
determinant bacteriene

Substante Activitate

Sulfamide  Statica dihidropteroat E. coli

sintetaza,

(Agenti care care nu poate
actioneaza ca fi inhibata de
antimetaboliti) sulfamide

(Blocheaza
metabolismul

acidului folic
prin inhibarea

dihidrofolat

reductaza)

Trimetoprim  Statica Grupul BR67  E. coli

singur  dihidrofolat

(Agenti care Cida cu reductaza

actioneaza ca sulfamide care nu poate
antimetaboliti) fi inhibata de
(Blocheaza trimetoprim
metabolismul
acidului folic
prin inhibarea
dihidrofolat
reductaza)
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Consumul de antimicrobiene, impactul economic si social al rezistentei

Antimicrobial use, economic and social impact of resistance
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Rezumat

Utilizarea pe scara larga a substantelor antimicrobiene atat in medicina umana, cat si in medicina
veterinard s-a accentuat, ceea ce a condus la o accelerare in aparitia si rispandirea RAM. in medie,
animalele din crescatoriile Europei consuma mai multe antibiotice decat oamenii. Conform studiilor,
carnea de porc are cea mai mare concentratie de antibiotice. Potrivit unor estimari din literatura,
cantitatea de antibiotic de uz veterinar consumat la nivel mondial de efectivele de animalele de ferma este
aproape dubla fatd de cel de uz uman. In prezentul articol sunt prezentate cu date recente efectele
consumului de antimicrobiene, impactul economic precum si cel social al rezistentei.

Abstract

The widespread use of antimicrobials in both human and veterinary medicine has intensified, leading to
an acceleration in the emergence and spread of AMR. On average, animals in European farms consume
more antibiotics than humans. According to studies, pork has the highest concentration of antibiotics.
According to estimates in the literature, the amount of antibiotic for veterinary use consumed worldwide
by livestock is almost double that for human use. This article presents with recent data the effects of
antimicrobial use, the economic as well as the social impact of resistance.

1. Consumul de antimicrobiene In anul 2006 utilizarea antibioticelor ca
promotor crestere era ceva uzual.

De exemplu, in Statele Unite pentru
obtinerea unui kilogram de carne si oud, se
folosesc aproximativ 300 mg de antibiotic.

Pe langa utilizarea in scop terapeutic sau
preventiv a substantelor antimicrobiene, in
multe tari acestea sunt folosite ca promotori de
crestere.

La sfarsitul anilor 1940, fermierii au
administrat antibiotice efectivelor de animale,
de wunde si aparitia tulpinilor bacteriene
rezistente, astfel Uniunea Europeana a interzis
Sunt convingeri ca fara antibiotice industria
zootehnica se va prabusi.

Sunt autori si tari care sustin si
AR demonstreaza contrariul, de exemplu 1in
Danemarca, cea mai mare tard europeana
exportatoare de carne de porc din lume,
exportand aproximativ. 90% din ceea ce
produc, s-a constatat o crestere dupa
Figura 1. Comparativ medicina veterinara siumana —  interzicerea  utilizarii  antibioticelor  pentru

cantitatea de antibiotic consumata la nivel mondial cresterea suinelor.

Utilizarea pe scara largd a substantelor
antimicrobiene atat in medicina umana, céat si
in medicina veterinara s-a accentuat, ceea ce
a condus la o accelerare in aparifia si
raspandirea RAM. Potrivit unor estimari din
literaturd, cantitatea de antibiotic de uz
veterinar consumat la nivel mondial (vezi fig. 1)
de efectivele de animalele de ferma este
aproape dubla fata de cel de uz uman.

30%
consumed
by humans

70%
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Tn anul 2008, ca urmare a unei dezbateri a
Consiliului European cu privire la rezistenta la
antimicrobiene, statele membre UE au decis:

e -consolidarea sistemelor de
supraveghere

e -imbunatatirea calitatii datelor privind
consumul Si rezistenta la

antimicrobiene, atat in sectorul uman
cat si veterinar.

Comisia Europeand a solicitat Agentiei
Europene pentru Medicamente (EMA) sa preia
conducerea in colectarea datelor privind
utilizarea de agenti antimicrobieni de uz
veterinar in statele membre. EMA a solicitat sa
consulte Centrul European de Prevenire si
Control al Bolilor (ECDC), Autoritatea
Europeana pentru Siguranta Alimentara
(EFSA) si Laboratorul de referinta al UE pentru
rezistenta antimicrobiana (EURL-AMR).

In medie, animalele din crescatoriile
Europei consuma mai multe antibiotice decat
oamenii.

Conform studiilor, carnea de porc are cea
mai mare concentratie de antibiotice. De
asemenea, ele sunt prezente in concentratii
mari in crevetii si pestii de crescatorie.

Chiar si unele legume organice sunt
contaminate pentru ca in jur de 75% dintre
antibioticele utilizate pentru animale ajung in
balegarul folosit apoi ca ingrasaméant fin
agricultura. Astfel, bacteriile sunt expuse la
antibiotic Tn mod constant si devin rezistente la
acestea (3).

Conform unui raport ONU publicat anul
trecut, ,mediul natural devine un rezervor al
reziduurilor de antibiotice, agenti patogeni
rezistenti si alte molecule cu proprietati
antimicrobiene care sporesc raspandirea
genelor rezistente Th mediul microbian” (3).

Consumul de antimicrobiene de wuz
veterinar a fost de 259,6 tone substanta activa,
din care 257,2 tone substanta activa au fost
forme  medicamentoase administrate n
principal la animalele de renta (99.1% din
total), si doar 2,4 tone substanta activa sub
forma de tablete administrate in principal la
animalele de companie.

Conform Trends from 2010 to 2015
Seventh ESVAC report in cele 30 de tari UE
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participante consumul preparatelor
antimicrobiene veterinare, exprimate in mg per
unitate de corectie a populatiei (PCU), a variat
dela 2,9 mg/PCU pana la 434,2 mg / PCU.

De asemenea utilizarea claselor de
antimicrobiene a variat substantial in functie de
tara.

Tabel 1.
Consumul de antimicrobiene la nivelul UE

Alte forme

Tablete .
farmaceutice

Tara Tone Procente Tone Procente

Total

din din consum tone
consum total
total
Romania 2.4 0,9% 257.2 99,1% 259.6
UE 2.08 0.7% 276.63 99,3%  278.71
medie/
30 tari

Conform datelor, in Europa, pe parcursul

scurtei existente un pui este tratat cu
antibiotice de 2,3 ori, iar un porc de 5,3 ori.
Tabel 2.

Consumul de antimicrobiene ih Romania si UE
exprimat in mg/PCU

Consum (tone) pentru PCU

animalele de renta 1.000 tone gAY

Romania 257.2 2.559 100.5
UE 276.63 312.9 100.6

In Romania, principalul indicator pentru
consumul de antimicrobiene, si anume mg /
PCU, care ne indica cantitatea de substanta
activa consumata echivalata prin unitatea de
corectie a populatiei, a avut o valoare de 100.5
mg / PCU, fiind aproape identicd cu media
(200.6 mg / PCU) din UE.

Valorile cele mai mari pentru acest
indicator s-au inregistrat in Cipru si Spania cu
valori de 434.2, respectiv 402.0 mg / PCU.

In Romania consumul de tetracicline a
reprezintat cea mai ridicata valoare 27% (vezi
fig. 4), iar alaturi de peniciline si sulfamide au
reprezentat 50% din cantitatea totala de
antimicrobiene utilizata (100.5 mg/UPC) (vezi
fig 2.

in Romania, cele mai utilizate forme
medicamentoase pentru administrarea
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antibioticelor la animalele de rentd au fost:
pulberile orale, solutiile orale si premixurile.
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Figura 2. Proportia vanzarilor totale de antimicrobiene
veterinare (%)

Aceste trei categorii reprezinta aproximativ
87% din totalul formelor (vezi fig 3).
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Figura 3. Procentajul consumului de solutii orale,
pulberi si premixuri in UE

In studiul: Joint Interagency Antimicrobial
Consumption and Resistance  Analysis
(JIACRA) Report. Publicat: EFSA Journal
2017;  15(7): 4872, 135 pp. doi
10.2903/j.efsa.2017.4872.

Pe o perioada de trei ani, 2013-2015,
consumul mediu total estimat de
antimicrobiene exprimate in mg s.a/kgc animal
viu a fost de:

e 124 mg/kgc la om-media 118 mg/kgc
(50-182 mg/kgc)
e 152 mg/kgc la animalele de renta-

media 67 mg/kg; (3-419 mg/kgc).
Valorile consumului de antibiotice au fost
mai mici sau mult mai mici la animalele de
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renta fata de om, in 18 din 28 de tari, in 2 tari a
fost similar, iar in 8 consumul a fost mult mai
mare pentru animalele de renta fata de om.

Clase de antibiotice A.U.V
folosite
in Romania

Pleuromutiine

[}

Alte quinolone
0%

» Tetracicline
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Cefalosporine

F Z(V:Uqu»in(l\\nc » Sulfamide
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= Macrolide

» Lincosamide

» Hosoquinolone

= Aminoglicozide

» Polimixine

» Alte quinolone

» Plewromutiline
Altele

Sulfamide
st

Cefalosporine
0%

Figura 4. Proportia antibioticelor folosite in Romania la
animale

Conform ECDC si EFSA, in Roménia
consumul ridicat de antimicrobiene atat in
medicina umana, care a fost de 29.1 DDD /
1.000 de locuitori, cat si in medicina veterinara,
de 257,2 tone sau 100.5 mg / PCU, ne
situeaza intre primele locuri la nivel european.

Suedia are cea mai scazuta rata de
consum de antimicrobiene de uz veterinar din
UE. La acest lucru a contribuit atentia acordata
sanatatii si bunastarii animalelor, precum si
biosecuritatii in exploatatiile agricole.

Planurile de prevenire si de control al
infectiilor  sunt obligatorii  pentru  toate
exploatatiile agricole, antimicrobienele sunt
utilizate numai pe bazd de retetd si se
colecteazé de multi ani date privind utilizarea
antimicrobienelor de uz veterinar la nivel
national (3).

in Tarile de Jos, in Franta si in special in
Spania, utilizarea antimicrobienelor de uz
veterinar a fost mult timp ridicata.

Atat in Franta, cat si in Tarile de Jos,
utilizarea de antimicrobiene de uz veterinar s-a
redus la aproximativ jumatate intre 2011 si
2016.

Desi Spania a inregistrat o reducere de
13% intre 2014 si 2016, aceasta a ramas unul
dintre statele membre cu un nivel foarte ridicat
de utilizare a antimicrobienelor de uz veterinar.

Desi situatia este diferitd in fiecare dintre
aceste tari, actiunile intreprinse au inclus
stabilirea unor obiective si a unor planuri
nationale de reducere specifice, organizarea
unei cooperari strdnse Tintre agricultori,
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veterinari si producatorii de alimente, precum
si restrictionarea utilizarii antibioticelor de
ultima instanta in sectorul veterinar (3).

Un caz specific: reducerea semnificativa a
utilizarii colistinei in Spania. Colistina este un
antibiotic de ultima instanta, care ar trebui sa
fie utilizat numai in situatii speciale.

In 2014, Spania a Inregistrat cel mai ridicat
nivel de utilizare veterinara a colistinei din UE
(folosind 37 mg/PCU). A fost lansat un plan de
actiune si autoritatile competente au colaborat
cu medicii veterinari si cu profesionistii
reprezentdnd sectorul cresterii porcinelor
pentru a conveni asupra reducerii utilizarii
colistinei.

S-a stabilit un obiectiv cantitativ de 5
mg/PCU pentru o perioada de trei ani,
instituindu-se totodata controale pentru a se

evita utilizarea sporitda a antibioticelor
alternative. Utilizarea colistinei a scazut la 7
mg/PCU péana la Tinceputul anului 2018

(aproape de media UE) (3).

2. Impactul economic si social al
rezistentei

Impactul utilizarii imprudente a
antiinfectioaselor este considerabil si greu de
calculat.

Consumul de medicamente in medicina
veterinara il depaseste pe cel din medicina
umana si este recunoscut faptul cad medicina
veterinara contribuie major la aparitia si
raspandirea rezistentelor la oameni (OMS,
2012). Unul dintre primele avertismente cu
privire la impactul clinic si societal al rezistentei
la antibiotice a fost sunat de Alexander
Fleming n cadrul prelegerii sale Nobel
JPenicilina” din 1945, dupa cum urmeaza:
Poate sa vind momentul in care penicilina
poate fi cumpdrata de oricine din magazine.
Apoi, exista pericolul ca omul ignorant sa se
supund usor in doza si expunéndu-si microbii
la cantitati neletale de droguri sa le faca
rezistente. lata o ilustrare ipotetica. Domnul X.
are dureri in gat. Cumpdré niste penicilind si o
administreaza, nu suficient pentru a ucide
streptococii, ci suficient pentru a-i educa pentru
a rezista penicilinei. Apoi isi infecteazd sofia.
Doamna X primeste pneumonie si este tratata
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cu penicilina. Deoarece streptococii sunt acum
rezistenti la penicilind, tratamentul nu reuseste.
Doamna X moare. Cine este principalul
responsabil pentru moartea doamnei X? (4).

Dupa O'Neill in: The review on
antimicrobial resistance 2016 / Tackling Drug-
resistant Infections Globally: Final Report and
Recommendations
https://amrreview.org/sites/default/files/160518

Final%20paper_with%20cover.pdf mai mult
de 70% din bacteriile care determina infectii
intra-spitalicesti sunt rezistente la cel putin un
antibiotic.

In lume se estimeazi ca, in fiecare an,
infectiile rezistente la medicamente conduc la
decesul a cel putin 700.000 de pacienti (vezi
fig. 5) si genereaza costuri de 1,5 miliarde
Euro / an numai in UE, prin urmare, fenomenul
rezistentei (mai ales la antimicrobiene) a
devenit una din prioritatile C.E.

Aproximativ 200.000 de oameni/an mor
datorita tulpinilor de antibiotice multi-rezistente.

In India, infectile neonatale antibiotic-
resistente este cauza decesului a aprox.
60.000 de nou-nascuti/an.

Din 40.000.000 oameni/an care se

trateaza cu antibiotice pentru boli respiratorii
doar 13.000.000 au confirmatd necesitatea
prin examene de laborator. Doar in SUA, mai
mult de 2 milioane de infectii/an sunt urmarea
rezistentei bacteriene la antibioticele de prima
linie, tratamentele, costand sistemul de
sanatate american 20 de miliarde de USD in
plus in fiecare an.

Citand surse ECDC si EMA in EU,
consecintele fenomenului de rezistentd sunt
dramatice:

-tulpini multirezistente: aprox. 400.000
tulpini / an;

-zile de spitalizare in plus: 2.500.000
zile spitalizare/an;

-costuri de extra-spitalizare:
milioane euro/an;

-pierderi de productivitate: 600 milioane

900

euro/an.
e anual, aproximativ 4 milioane pacienti
dobadndesc o infectie  asociata

asistentei medicale.


https://amrreview.org/sites/default/files/160518_Final%20paper_with%20cover.pdf
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AMR in 2050
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Figura 5. Impactul RAM acum si in anul 2050

RAM este o problema care nu poate fi
rezolvatd de o singura tard sau regiune.
Estimarile privind costul actiunilor globale
privind RAM ajung la 40 de miliarde USD pe o
perioada de 10 ani (O’Neil, 2016).

Din 40.000.000 de americani care iau
antibiotice pentru probleme respiratorii / an,
27.000.000 le iau degeaba.

Astazi, antibioticele sunt rar prescrise pe
baza unui diagnostic cert.

Diagnosticul poate indica daca este sau nu
este necesara terapia cu antimicrobiene, si
care antimicrobian (pe baza testelor de
sensibilitate).

Rezistenta la antibiotice poate avea si un
impact economic asupra proprietarilor de
animale. Daca este ales tratamentul “sub orice

forma, cu orice pret, efectele pot fi
considerabile.

De exemplu, Foster si col. descrie
tratamentul cu linezolid al unui céine cu

bacteriemie MRSP si discospondilita. Pacientul
a fost sub tratament pentru o perioada de 23
de saptadmaéani, iar judecand dupa dozele
utilizate in raportarea de caz si dupa preturile
din farmaciile suedeze, costurile pentru
antibioticele utilizate au ajuns la 176 000
coroane suedeze, adica 25 600 dolari.

De cele mai multe ori, un asemenea cost
ar fi imposibil de acoperit de un numar foarte
mare de proprietari (1).

De asemenea, si spitalele si clinicile
veterinare pot fi afectate sub aspectul
economic atunci cand se declanseaza un focar
de infectii cu bacterii multirezistente.
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Costurile care au urmat un focar de MRSA
intr-un spital de ecvine din Suedia si care a
afectat 8 cai s-au estimat in jurul sumei de 1.2
milioane de coroane suedeze, aproximativ 170
000 de dolari (1).

Astfel de probleme economice sunt
prezente si in fermele de reproducere sau in
grajdurile pentru cursele de cai atunci cand
sunt prezente infectii cu agenti patogeni foarte
rezistenti la antibiotice si care se raspandesc
cu usurintd. In plus, costurile deja existente
mai sunt completate de pierderea unor animale
tinere, ale nou-nascutilor sau de imposibilitatea
participarii la diferite competitii, de exemplu.

Mai mult, bacteriile precum MRSA se
raspandesc atat la animale, cat si la oameni,
iar persoanele care lucreaza in domeniul
medical veterinar sau in alte domenii care
implicad animalele sunt mult mai expusi la
infectiile MRSA (1).

Datorita fenomenului rezistentei se va
pierde imensul avantaj castigat in ultimul secol
asupra:

e Bolilor infectioase: pneumonia,
tuberculoza, HIV, malarie etc.
e Cancerului: Antibioticele sunt

cruciale pentru a ajuta chimioterapia si
implicit pentru lupta impotriva infectiilor
asociate.
Procedurilor chirurgicale: Transplantul
de organe, operatia de cezariana,
protezarile, abdomenul acut, operatiile
pe tendoane etc.

Rezistenta la antibiotice este o problema
majora care cuprinde interactiunile dintre

oameni, animale si mediu (vezi fig. 6).

Antibiotics |

Figura 6. Interactiunile dintre antibiotice-animale-
mediu-oameni
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Bacteriile rezistente la antibiotice pot fi
contactate de catre oameni:

(i) In mod indirect de-a lungul lantului trofic
prin consumul de alimente contaminate sau
produse alimentare derivate

(i) Tn urma contactului direct cu animalele
colonizate/infectate  sau prin  intermediul
substantelor biologice cum ar fi sdngele, urina,
fecalele, saliva.

Acest fenomen este considerat o problema
trans-sectoriala, deoarece antibioticele sunt
frecvent utilizate Tn acvacultura, in fermele de
animale si in culturile agricole, iar bacteriile
rezistente la antibiotice si genele de rezistenta
se pot raspandi la orice nivel al lantului trofic
(vezi fig. 7).
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Reziduurile de antibiotice, bacteriile
rezistente la antibiotice si genele de rezistenta
sunt considerate ca fiind poluanti de mediu si
responsabili  pentru accelerarea antibio-
rezistentei.

Solul si apa sunt considerate rezervoare
vitale si surse de rezistenta la antibiotice, cu
atat mai mult cu céat acestea sunt afectate de
practicile din agricultura.

Antibioticele care au fost identificate n

apele de suprafatd au inclus adesea:
macrolide, sulfamide, tetracicline,
cloramfenicoli, clortetraciclina, sulfametazina,
lincomicina, trimetoprimul, sulfadimetoxinul,

sulfametazina.

In acest sens s-au efectuat o serie de
studii si rapoarte care demonstreaza o
rezistenta ridicata la ampicilind, sulfamide si
tetracicline pentru Salmonella spp. izolata de la
om, Salmonella si Escherichia coli izolate de la
purceii pentru ingrasare si de la vitei.

S-au identificat proportii ridicate de tulpini
rezistente la ampicilina, sulfamide = si
tetracicline, in timp ce rezistenta la
cefalosporine de generatia a treia a fost mai
putin frecventa.

Astfel, intr-un raport de la nivelul UE,
nivelul de rezistentd pentru E. coli izolat de la
vitei cu varsta sub un an au fost in general mai
mici decét cele de la porcii pentru ingrasat, cu
o proportie de 43,8% la tetracicline, 34,4% la
sulfametoxazol, 29% la ampiclind si 24,7%
pentru trimetroprim.

Referitor la purceii la ingrasat nivelul de
rezistentd pentru E. coli, a fost de 52,1% la
tetraciclina, 42,4 % la sulfametoxazol, 38,5% la
ampiclina si 32,2% pentru trimetoprim.

Legatura AC/AR demonstrata statistic (p
<0,05) pentru:

e fluorochinolone/

sectoare

o cefalosporinele din generatia 3 & 4 la

E.coli la oameni

e tetracicline la E. coli la animale

e carbapeneme si polimixine [/ K.

pneumoniae la om

e macrolidele la animale au fost asociate

cu rezistenta la Campylobacter spp. la
animale si oameni.

E.coli in ambele
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e cefalosporinele generatia 3 si 4
rezistentd la fluorochinolone / E.coli la
om

e fluorochinolonele/ Salmonella spp. si
Campylobacter spp. La om a fost legat
de consumul de fluorochinolone Ia
animale

Bazele sanatatii publice - apa curata,
conditii de igiena, prevenirea, controlul si
supravegherea infectiilor sunt la fel de critice
pentru reducerea impactului rezistentei
antimicrobiene, precum si pentru controlul
bolilor infectioase.

Dr. Keiji Fukuda, reprezentantul special al
directorului general pentru rezistenta la
antimicrobiene la Organizatia Mondiala a
Sanatatii (OMS)

Avand 1n vedere ca tarile din G20
reprezinta 80% din productia mondiala totala a
consumului de carne, o mare parte din
consumul de antibiotice la animale si
probabilitatea de a genera rezistentd Ila
medicamente, le revine acestora n prezent.
(O’Neil, 2016)

in ultimul deceniu s-a Tnregistrat un numar
crescut de infectii cu MRSA si cu bacterii Gram
negative rezistente la cefalosporinele de
generatie a treia sau chiar la carbapeneme la
caini si cai.

De asemenea, la céini a crescut incidenta
infectiilor cu Staphylococcus pseudintermedius
methicilin-rezistent (MRSP) (1).

Staphylococcus pseudintermedius este un
patogen oportunist foarte frecvent izolat de la
caini si reprezinta principala cauza a infectiilor
cutanate, ale urechilor si ale ranilor
preexistente.

Din cazua faptului ca S. pseudintermedius
este rezistent la majoritatea antimicrobienelor
folosite in medicina veterinara si pentru a nu
mai contribui la dezvoltarea rezistentei, n
ultima perioada s-a preferat evitarea
antibioticelor sistemice in afectiunile pielii,
preferandu-se medicatie topicda de genul
sampoanelor cu diverse antibiotice.

Desi imbaierile si samponarile sunt mai
laborioase si de termen lung, aceastad metoda
de tratament a dat de foarte multe ori rezultate
(1). In timp ce piodermitele asociate cu MRSP
la caini pot fi tratate fara medicatie
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antimicrobiand  sistemica, infectile mai
profunde si mai puternice si unele infectii
asociate cu interventiile chirurgicale pot fi
fatale in urma netratarii corespunzatoare, de
multe ori afectdnd bunastarea animalelor,
ajungandu-se la eutanasie.

Aceasta situatie este valabila si in cazul
infectiilor cu MRSA si bacterii Gram-negative
multirezistente la caini, pisici si cai (1).

Antibioticele alternative precum
glicopeptidele, oxazolidinonele Si
carbapenemele sunt la ora actuala mentionate
in cadrul unor studii si cazuri clinice, insa
aceste substante nu sunt autorizate pentru
uzul veterinar, iar informatile legate de
farmacocinetica, eficacitate si siguranta la
diferite specii sunt limitate (1).

Si mai important este faptul ca medicul
veterinar este pus in fata unei mari dileme
etice: substantele care sunt critice pentru
tratarea infectiilor cu bacterii multirezistente la
om ar trebui folosite si la animale, luand in
calcul riscul dezvoltérii rezistentei la bacteriile
patogene si cele comensale, rezistenta ce s-ar
putea transmite si la oameni?

Majoritatea oamenilor care studiaza acest
aspect evidentiaza faptul ca aceste substantte
ar trebui limitate si le recomanda a fi folosite in
medicina veterinard numai in cazurile in care
nu exista o alta varianta de tratament.

in unele tari precum Finlanda si Suedia,
medicii veterinari nu au voie sa prescrie aceste
substante medicamentoase, ceea ce
inseamna ca exista situatii in care eutanasia
este singura optiune, acesta fiind un exemplu
cum afecteaza pe plan social rezistenta la
antimicrobiene (1).

Putine studii au incercat sa coreleze direct
factorii socioeconomici cu ratele de rezistenta
nationale. Un astfel de studiu a constatat ca
ratele de rezistentd pentru trei bacterii
importante:  Escherichia  coli, Klebsiella
rezistenta la 3GC si Staphylococcus aureus
rezistent la meticilindé (MRSA), au scazut pe
masura ce venitul national brut (VNB) pe cap
de locuitor a crescut.

Cu toate acestea, VNB nu a contabilizat
toata variatia ratelor detectate intre grupurile
de venituri, iar pentru S. aureus a reprezentat
mai putin de jumatate (2).
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Tarile din acelasi grup de venit au rate de
rezistentd extrem de variabile.

De exemplu, conform celor mai recente
date disponibile, ratele de MRSA au fost mai
mari in Statele Unite (44%) decét in Australia
(18%), Canada (16%) si UE (17%).

Ratele de rezistentd din UE au variat de la
un nivel scazut de 0% in Islanda la un maxim
de 57% in Roméania (2).

Ratele raportate de MRSA de la tarile cu
venituri mici si mijlocii sunt adesea derivate din
mai putine izolate si s-ar putea sa nu fie la fel
de fiabile ca cele din tarile cu venituri mari.

Ratele MRSA raportate au fost de peste
80% in unele parti din Africa de Vest si in mare
parte din America Latina si peste 40% in mare
parte din Asia de Sud si de Sud-Est, dar raméan
intrebari despre fiabilitatea si comparabilitatea
acestora.

Ratele de rezistentd pentru mai multe
combinatii antimicrobiene-patogene sunt mai
mari si cresc mai repede in tarile cu venituri
mici si mijlocii decat in tarile cu venituri mari
(2). A

In general, tarile cu venituri mari folosesc
mai multe antimicrobiene pe cap de locuiror
decat in cele cu venituri mici si mijlocii, dar
ratele de consum de antimicrobiene cresc cel
mai rapid in tarile cu venituri mici si mijlocii.

Utilizarea antimicrobienelor la animale
creste, de asemenea, in multe tarile cu venituri
mici si mijlocii, ca raspuns la cresterea
veniturilor si a cererii consumatorilor de
proteine animale.

Unele tari cu venituri mari, in special n

Europa, si-au redus consumul de
antimicrobiene dupa ce au introdus limite
privind  utilizarea  antimicrobianelor ca

promoteri de cresterea la animale, in timp ce
altele, precum Germania si Statele Unite, au
fost printre cei mai mari consumatori de
antimicrobiene Tn agricultura in 2010 (2).

Situatia din Romania este din pacate una
severd; avem o cunoastere limitatd a
dimensiunilor sale in tara noastra, ceea ce
stim este extrem de ingrijorator si au fost
parcursi prea putini pasi (in comparatie cu
celelalte state europene) catre controlul
rezistentei microbiene.
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Explicatile acestei neglijari prelungite a
rezistentei microbiene sunt multiple; este utila
identificarea lor pentru a defini obstacolele ce
trebuie depasite in cadrul unui program de
actiune  national destinat combaterii
fenomenului (5).

Preocuparile fatd de riscul reprezentat de
utilizarea nejustificatd a antibioticelor i
consecintele acesteia exista in cadrul Uniunii
Europene de aproape doua decenii; principalul
document aflat in vigoare este Recomandarea
Consiliului  European 77/2002 (15.11.2001)
privind utilizarea prudenta a antibioticelor.

Una dintre modalitatile de actiune indicate
in acest document este coordonarea fntre
domeniile sanatati umane, veterinare si
cresterea animalelor, inclusiv infiintarea unui
comitet  interministerial care sa aiba
responsabilitatea elaborarii / actualizarii
strategiei nationale si a planului national de
actiune pentru combaterea rezistentei la
antibiotice (5).
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Utilizarea responsabila a antimicrobienelor, noi mijloace si strategii impotriva
fenomenului RAM

Responsible use of antimicrobials, new means and strategies against AMR

Romeo Teodor Cristina, Razvan Florin Moruzi, Eugenia Dumitrescu, Florin Muselin,
Alexandru Octavian Doma

Facultatea de Medicina Veterinara Timisoara
rtcristina@yahoo.com
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Rezumat

Administrarea antibioticelor trebuie sa fie complementara cu bunele practici de management, multe stari
de boala putand fi evitate sau reduse la minimum prin: utilizarea practicilor de management care reduc
semnificativ expunerea la bacteriile generatoare de boli; optimizarea mediului pentru animal, inclusiv o
buna igiena, nutritie si programe de vaccinare coerente. Sanatatea animalelor este rezultanta unei palete
largi de factori grupati in: factori legati de animal, sistemul de crestere si management. Articolul prezinta
noi mijloace si strategii impotriva fenomenului RAM.

Abstract

The administration of antibiotics must be complementary to good management practices, many disease
conditions can be avoided or minimized by: using management practices that significantly reduce
exposure to disease-causing bacteria; optimizing the animal environment, including good hygiene,
nutrition and coherent vaccination programs. Animal health is the result of a wide range of factors
grouped into: animal-related factors, breeding and management system. The article presents some new
means and strategies against the phenomenon of AMR.

Utilizarea responsabila a » utilizarea practicilor de management
antimicrobienelor: PrInCIpII generale care reduc semnificativ expunerea la
bacteriile generatoare de boli;

e optimizarea mediului pentru animal,
inclusiv. o buna igiend, nutritie si
programe de vaccinare coerente.

Sanatatea animalelor este rezultanta unei
palete largi de factori grupati in:

1. Factori legati de animal

2. Sistemul de crestere

3. Management

Acesti factori se evalueaza separat, dar si
in corelatie, din interdependenta acestora
rezultdnd cel mai adesea complexitatea
situatiilor clinice. Deci, fiecare situatie poate
avea specificul ei terapeutic.

Atitudinea profesionala trebuie sa se
concentreze pe pastrarea eficientei agentilor
antimicrobieni si include:

e Acumularea de informatii privind

strategiile de prevenire, de gestionare
si de diminuare a bolilor;

Antiinfectioasele a.u.v. constituie mijloace
importante in  prevenirea si tratamentul
afectiunilor bacteriene, Vvirale, fungice si
parazitare fiind esentiale pentru pastrarea
sanatatii si bunastarii animalelor.

Principalele obiective ale uzului de
antiinfectioase la animalele de renta:

e Protectia sanatati publice si a

animalelor.

e Utilizarea responsabila si optimizarea
eficacitatii  fiecarui antibiotic / boli
relevante, acum si Tn viitor.

e Instruirea permanenta a partilor
interesate: fermieri, profesionisti ai
domeniului.

Administrarea antibioticelor trebuie sa fie
complementara cu bunele practici de
management, multe stari de boala putand fi
evitate sau reduse la minimum prin:
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e Evaluarea capacitatii agentilor
antimicrobieni de a selectiona la
animale, microorganismele rezistente
si importanta relativa a acestei
rezistente pentru sanatatea publica si
sanatatea animal3;

e Respectarea recomandarilor privind
utilizarea responsabila a agentilor
antimicrobieni, in cresterea animalelor,
in  conformitate cu  prevederile
autorizatiilor de introducere pe piata;

e Depozitarea corespunzatoare a
antiinfectioaselor si metodele adecvate
de eliminare a produselor.

Responsabilitatea medicului veterinar este

de a:

e efectua o examinare clinica adecvata.

e administra / prescrie agenti
antimicrobieni doar cand este necesar,
luand in considerare lista OIE a agentilor
antimicrobieni importanti ih medicina
veterinara;

e alege agentii antimicrobieni, pe baza
experientei clinice si acolo unde este

posibil, a informatiei legate de
diagnostic, furnizate de un laborator (ex.
izolarea / identificarea  agentului

patogen, antibiograma) (vezi fig. 1);
easigura un protocol de tratament
complet, incluzand: masurile  de

precautie, timpi de asteptare, mai ales
atunci cand se prescrie extra-label ori
off-label.

Sursd Imagine: EPRUMA. 2008

Figura 1. Criterii in alegerea agentilor antimicrobieni

Solutia integrata

e Controlul eficient al antibiorezistentei
prin elaborarea unor kit-uri moderne de
analize microbiologice si moleculare pe
gene specifice cel mai frecvent intalnite.
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e Realizarea unor baze de date virtuale
(de tip gene bank), pentru speciile
identificate.

e Conceperea unor formule terapeutice
noi, cu eficientd antimicrobiana fata de o
gama larga de microorganisme.

e Detectarea precoce a
antibiorezistentelor, cu identificarea
factorilor de risc, va duce la utilizarea
rationala Si in siguranta a
antiinfectioaselor la om si animale.

e Monitorizarea constantd a fenomenului
rezistentei va duce la cresterea calitatii
vietii, prin adaptarea la realitatile
intalnite, in urma utilizarii metodologiilor
preconizate.

Noi mijloace si strategii impotriva
fenomenului RAM

Pe masura ce rezistenta la
antimicrobienele conventionale creste, sunt
cercetate diferite alternative la antimicrobiene,
inclusiv produse obtinute din principii activi din
plante, vaccinuri, anticorpi,  probiotice,
bacteriofagi, peptide antimicrobiene,

nanoconjugate (vezi fig. 2 si tabelul 1) etc.
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Figura 2. Alternative la antimicrobiene

Lupta impotriva RAM este constanta, iar
descoperirea de noi antimicrobiene este critica.
Desii antibioticele au servit omenirii in ultimii
70 de ani, capacitatea bacterilor de a se

adapta rapid, a determinat cautarea altor
optiuni. Pentru a creste eficacitatea
antifungicelor se doreste obtinerea unor
substante cu toxicitate redusa,

biodisponibilitate crescuta, cu un spectru
antifungic TImbunatatit, la care se adauga in
prezent planuri de combatere a rezistentei.
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Elucidarea modului de actiune al unui
compus antifungic potential poate scurta timpul
pana la obtinerea medicamentului ideal.

Moleculele antifungice mici obtinute din
produse naturale pot reprezenta modele
structurale pentru studiul relatiei structura-
activitate, oferind astfel mai multe informatii
pentru potentialii agenti antifungici noi.

Limitarile medicamentelor de azi:

¢ biodisponibilizare nesatisfacatoare

o efect limitat

o citotoxicitate potential mare

e tratamente lungi si frecvente

In acest context sunt necesare
caracteristici  specifice care pot reduce
morbiditatea si mortalitatea. Lupta impotriva
rezistentei antimicrobiene necesitd o gama
larga de abordari si dezvoltarea de alternative
la antibiotice, la oameni si animale, este
esentiald pentru lupta. Vaccinurile au un rol
vital In combaterea rezistentei la medicamente,
prin prevenirea infectilor in primul rand.
Alternative atractive la vaccinuri (fig. 3), ar mai
putea fi:
anticorpii patogeni specifici,
agentii imunomodulatori,
bacteriofagii,
peptidele antimicrobiene si
produsele pro-, pre- sau simbiotice.

Phage therapy

Natural or engineered viruses

that attack and kill bacteria
f ? i
Antibodies

Bind to particular bacteria or
their products, restricting
their ability to cause disease

Lysins
Enzymes that directly and
quickly act on bacteria

Probiotics
Prevent pathogenic
bacteria colonising
the gut

Immune stimulation
Boosts the patient's natural
immune system

Peptides
Non-mammalian
animals’ natural defences
against infection

Figura 3. Alternative - combatere RAM

Exemple de reducere a consumului de
antibiotice:
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e un vaccin eficient pentru prevenirea

furunculozei in Norvegia (Midtlyng et

al., 2011).
e utilizarea unui vaccin pentru a preveni
enterita  produsda de  Lawsonia

intracellularis la porci.

Bacteriofagii

Bacteriofagii sau virusurile care ,mananca”
bacterile au fost folositi pentru a trata
animalele infectate inainte ca antibioticele
conventionale sa fie utilizate in acelasi scop.

Acestia se fixeaza pe suprafata celulei
bacteriene si apoi injecteaza materialul genetic
in citoplasma bacteriana (vezi fig. 4).

Acesta preia ulterior controlul celulelor
gazda, ceea ce duce la sinteza componentelor
fagului si la asamblarea de noi fagi in bacteriile
infectate. Se produce liza bacteriana si
eliberarea descendentilor fagului care pot
incepe un al doilea ciclu de infectie.

Bacteriofagii sunt o abordare alternativa,
dar selectiva, pentru a tinti bacteriile patogene
si a, ignora ” bacteriilor comensale.

Figura 4. Mecanism de actiune la bacteriofagi

Medicamentele eco-green

Medicamentele lipofile sunt selectionate in

medicina veterinra din motivele:

e -necesitatea retardarii si corelarea cu
timpul de Tnjumatatire.

e -dezvoltarea de noi farmaconi potenti si
eco-green: ceftarolina, telavancina, si
dalbavancina.

Nanobiotehnologia si nano-dispozitivele

cuprind urmatoarele avantaje:

terapie invaziva minimala

o functii cu densitate inalta
concentratii in volume foarte mici
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maximizeaza activitatea
(vezi fig.5)

minimizeaza efectele toxice secundare
tintesc celule specifice si nu tesuturi

terapeutica

Antibiotics

s 4
d’a"; 4

Stabilized NP with
Antibiotic

Y 4

Normal Bacteria

C

Figura 5. Modul de actiune al unui antibiotic stabilizat
cu nanoparticule

MDR bactena /

P
3

*ém

Harmful bacteria Gut bacteria Mammalian Cells

> '\

Nanoparticulele de argint (NA) au fost
dezvoltate recent ca o noud clasa de agenti
antimicrobieni, Tmpotriva a numeroase
microorganisme patogene.

Nanoparticulele sunt purtatoare eficiente
de medicamente (fig. 6) si sunt asociate cu
cresterea biodisponibilitatii medicamentelor si
minimizarea inhibarii actiunii unor substante.

y 2 s ineticsof
s tetracydine
J L1 45 803 3 / binding
£ Wt = A Ak S
21 functionalization < © 7 v - '
st oty + ey & -, s
LS O
i s
s al s i y N, timicrobiol
it
! 4 AN

silver nanoparticles. tetraccline silver nanocomplexes

Figura 6. Nanoparticule de argint asociate cu
tetracycline

Nanoparticulele de argint in terapie
singulara prezinta un spectru larg de activitate
antimicrobiana, incluzand: Candida albicans,
C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata,
Trichophyton rubrum, Trichosporon asabhii,
Aspergillus niger, Rhizoctonia  solani,
Curvularia lunata, Colletotrichum spp. si
Fusarium spp.

Nanoparticulele de argint conjugate cu
nistatina si flucitozina:
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o efectele fungistatice asupra Candida

albicans ale nistatinului si flucitozinei
sunt de numai 30%, respectiv 33%,
comparativ cu un procent de 50%,
respectiv. 62% cand cele doua
substante antifungice au fost conjugate
cu NA, la aceeasi concentratie.

datele indica faptul ca o conjugare cu
NA imbunatateste potenta antifungica
a diferitelor substante asupra C.
albicans.

In tratamentul asupra A. brasiliensis cu
nistatind si nistatina-NA se observd o
deformare usoara pana la severa, respectiv o
suprafatd neregulatd (Figura 7. b-c), in
tratamentul cu flucitozina, a suferit modificari in

comparatie cu controlul (Figura 7-d).

Complexul flucitozina-NA a condus la o
modificare morfologica severa (Figura 7-e), iar
combinatia de nistatin-NA si flucitozina-NA in
amestec 1:1, a distrus complet celulele fungice
(Figura 7-f).

Figura 7. Tratamentul asupra A. brasiliensis cu
nistatina si nistatina-NA

Nanoparticulele de argint, pe langa
conjugarea cu diferite substante active, sunt

incorporate in Tmbracaminte, incaltaminte,
vopsele, pansamente pentru rani, diferite
aparate, produse cosmetice si materiale

plastice, datorita proprietatilor antibacteriene.
Nano-dispozitivele sunt:
Nanotubii,
Nanofirele,
Nanostructurile,
Nanosferele,
Nanoporii,
Fulerenele.
Tot mai sofisticate datorita studiilor la nivel
molecular, acest fapt permitdnd acestora sa:
tinteasca, identifice, elibereze precis substanta
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activda si  sd& monitorizeze eficacitatea
terapeutica in timp real.

ADLib este o cale noua de a produce
anticorpi. Se deschide calea aplicatiilor n
domeniul produselor de diagnostic in vederea

tratamentelor personalizate.

Lipozomii

Liposomes seek out and destroy anthrax

Bacteriocinele

Bacteriocinele sunt peptide bacteriene,
stabile la temperaturi ridicate, sintetizate
ribozomal, care prezintd activitate inhibitorie
impotriva unor microorgansime patogene (3).

Purified or semi-purified bacteriocins

I

Animal feed

Bacteriocin-producing bacteria

-~

Inoculation of animals

Poultry and swine production

Poultry pathogens
Swine pathogens
Foodborne pathogens

Antibiotic resistant bacteria
Economic losses
Negative impact on human health

Bacteriocinele au fost descrise pentru
prima data in anul 1925, dar abia in ultimele
doua decade au oamenii de stiintd au inceput
sa arate un interes deosebit pentru acestea.
Bacteriocinele sunt produse atat de bacterii
Gram-pozitive cat si de ele Gram-negative (3).

Mai des se utilieaza bacteriocine derivate
din bacterii Gram-pozitive, bacterii lactice si
bacterii folosite in mod normal in fermentatia
alimentelor. Bacteriile lactice produc doua
clase de bacteriocine (3).

Clasa | include peptide modificate
cunoscute ca bacteriocine care contin
lantionina, de exemplu nisina, linardina,
azolina, cianobactina si glicocina) (3).
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Clasa a-ll-a de include bacteriocine care
nu contin lantionina, acestea la randul lor fiind
grupate in alte 4 subclase (a,b,c,d) in functie
de dimensiunea lor (3)

Peptidele antimicrobiene

Peptidele antimicrobiene sunt peptide
naturale care se gasesc atat in organismul
animal, cat si in plante, fungi si bacterii.

Sunt cunoscute mai bine de 4.500 de
sevcente de peptide antimicrobiene (1).

Peptidele antimicrobiene, in functie de
structura sunt impartite in patru grupuri:
1. Peptide a-helicoidale
2. Peptide B-helicoidale, care de obicei
contin doua sau mai multe legaturi
bisulfidice

3. Peptide cu conformatie de ans3,
stabilizate Tn prezenta unei singure
legaturi bisulfidice si/sau ciclizarea
lantului peptidic

4. Peptide scurte cu conformatie

extinsa.In general, peptidele contin 10-
50 de amino acizi, dintre care
aproximativ jumatate sunt hidrofobici

D).

Veninul de scorpion contituie o sursa
importantd de susbstante biologic active cu
potential terapeutic crescut si  aplicatii
biotehnologice care pot fi folosit ca prototipuri
pentru dezvoltarea unor medicamente noi (2).

in veninul diferitelor specii de scorpioni au
fost identificate  peptide cu activitate
antimicrobiana, care nu contin legaturi
sulfurice, care au un caracter hidrofobic, ceea
ce permite interactiunea cu mebranele celulare
ale microorganismelor. Din veninul de scorpion
s-au obtinut doua peptide analoge, Stigmurin,
numite StigA25 si StigA31 (2).
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ceea ce ar putea duce la noi metode de
combatere a rezistentei la antibiotice.
Mecanismul folosit pentru eliminarea genelor
de rezistentd la antibiotice este proteina
specializata, CRISPR-Cas9 care poate face "
taieri " aproape oriunde la nivelul ADN.

Alaturi de CRISPR-Cas9 (vezi fig. 8), s-au
adaugat secvente de ARN omologe ADN-ului
din gena de rezistenta la antibiotice la
plasmida proiectata. Aceste ARN-uri ghideaza
CRISPR-Cas9 pentru a face reducerile in
locurile potrivite.

I

Others
(Bacteriophages,
Clay)

Genetica

Cercetatorii au reprogramat genetic un
serotip de E. coli. Acesta poate ucide chiar si
alte grupuri de bacterii responsabile pentru
infectile greu de tratat prezente in: plamani,

e/l

Enzymes

Phytogenics
(Essential oils,
Oleoresins)

O CRISPR-
Cas9 phage

r

9RNA 2

Cas9 binding +

DNA cleavage +

vezica urinara ori de pe dispozitivele medicale \

implantate.

CRISPR-Cas9

- Yy,

Cell death

Cercetatorii au conceput o plasmida care

poate elimina o gena de

rezistenta la

antibiotice din bacteria Enterococcus faecalis,

Structura

Bacteriofagi

Targeted bacterial cell

Figura 8. CRISPR-Cas9

Tabel 1.

Principalele alternative - avantajele si dezavantajele acestora

Avantaje

Produse farmaceutice autoreplicante
Selectiv pentru tulpinile specifice de bacterii
Potrivit ingineriei genetice

Posibile dezavantaje

Imunogenitatea. Farmacocinetica
Eliberarea de endotoxine bacteriene
Dezvoltarea rezistentei

Lizina

Potrivit ingineriei genetice
Selectiv pentru tulpinile specifice de bacterii
Nu este predispusa la dezvoltarea rezistentei

Producerea
Insuficiente date

CRISPR/Cas9

Poate fi reglat pentru o varietate de aplicatii
antimicrobiene

Scaderea consumului de antibiotice
Specificitate pentru tulpinile patogene

Productie pe scara larga scumpa
Toxicitate

Peptide
antimicrobiene

Nu este predispus la dezvoltarea rezistentei
Activitatea cu spectru larg

Productie pe scara larga scumpa
Sensibile la proteoliza. Toxicitate

Bacteriocina

Specificitate pentru tulpinile patogene de bacteria.

Rezistenta la caldura si la UV

Productie pe scara larga scumpa
Sensibile la proteoliza

SMAMPsa (Peptide
antimicrobiene

Usor de sintetizat
Nu este predispus la dezvoltarea rezistentei

Toxicitate
Calea de administrare

sintetice)  Activitatea cu spectru larg
Probiotice  Disponibilitate usoara Folosit mai ales pentru infectii intestinale
Anticorpi  Selectiv pentru tulpinile specifice de bacterii Cost ridicat de productie

Microflora protejata

Perioada de valabilitate

72



Cristina si col.

Plantele reprezinta o sursa primara pentru
obtinerea de produse medicinale noi
(Hostettman, 1999). Principii activi ai plantelor
au diverse actiuni farmacodinamice, cum ar fi
antiinflamatoare, anticarcinogene si  anti-
aterosclerotice, antibacteriene, antifungice,
antivirale, antimutagene si antialergice (lkken
si colab., 1999; Noguchi si colab., 1999;
Mishra si colab., 2009)

Plante si produsele naturale cu
activitate antifungica

Utilizarea  plantelor  medicinale 1in
tratamentul afectiunilor cutanate, inclusiv
asupra infectiilor micotice, este o practica
veche in multe parti ale lumii. Aceasta utilizare
a fost sustinutd de izolarea compusilor
antifungici activi din extractele plantelor. Se
cunoaste faptul ca uleiurile esentiale ale multor
plante au activitate atat antibacteriand céat si
antifungica (vezi tabelul 2).

Tabel 2.
Plante cu activitate antifungica

Kaempferia galanga
(ghimbir aromat)

Saprolignea parasitica (pesti)

Aspergillus fumigatus,
Histoplasma capsulatum,
Coccidioides immitis, Candida
albicans

Salvia texana

Nigella sativa
Melaleuca alternifolia
(arbore de ceai)
Daucus carota
(morcov)
Anacardium
occidentale (arborele
de caju)
Caryophyllus
aromaticus

Centella asiatica

Aloe vera
Hypericum perforatum
(Sunétoare)

Mentha spicata

Rosmarinus officinalis

Artemisia sieberi

Dermatofiti

Aspergillus spp., Dermatofiti
Candida albicans
Cryptococcus neoformans,
Dermatofiti

Cryptococcus neoformans

Dermatofiti

Candidoze

Candida albicans, Aspergillus
flavus, Aspergillus niger
Trichophyton verrucosum
Dermatofiti, Malassezia furfur,
Candida albicans

T.rubrum

M. gypseum

Microsporum canis

T. rubrum, T. verrucosum,

T. schoenleinii, T. mentagrophytes,

M. canis, M. gypseum

Caryophyllus aromaticus (arborele ce
produce cunoscutele ,cuisoare”) este renumit
pentru uleiul volatil bogat in eugenol cu certe
proprietati  antibacteriene  si  antifungice
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destinat tratamentului dermatofitozelor la
animale.
O alta specie recunoscutd pentru

proprietatile antimicrobiene este Malaleuca
alternifolia, ce produce un ulei volatil (tea tree
oil) bogat in terpineol, terpinen si cineol, cu
spectru de actiune atat bacterian cat si fungic
larg. Gelul cu 5% ulei volatii de Malaleuca
alternifolia (Tea Tree Anti-Fungal Gel, vezi fig.
topic

9) destinat tratamentului al

dermatofitozelor.

-~
Thursday
Plantation

The Origimst

Figura 9. Tea Tree Anti-Fungal Gel cu ulei de
Malaleuca alternifolia

Usturoiul ~ (Allium  sativum)  prezinta
activitate antibacteriena si antifungica, asfel
uleiurile esentiale, extractele in apa si etanol
inhiba cresterea in vitro a speciilor Bacillus
spp., Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Pasteurella multocida, Proteus, Pseudomonas
aeruginosa, Candida spp. si Cryptocococcus
spp. 1

ntr-un studiu realizat de Hassan si Hany s-
a demonstrat activitatea antifungica a gelului
de Aloe vera asupra dermatofitilor, respectiv
Tricophyton verrucosum, prin aplicari topice
zilnice, rezultatele fiind comparate cu efectele
aplicarii unui unguent cu 10% iod pt. 20 de
zile.

Dupa 6 zile de tratament cu gelul de Aloe
vera activitatea dermatofitilor a fost redusa
semnificativ.

Leziunile au inceput sa scada treptat si, in
doua saptdmani, parul a inceput sa creasca. in
grupul tratat cu iod, leziunile s-au retras dupa
zece zile de tratament si regresia parului a
inceput dupa doud saptdmani. In termen de o
lund a existat o recuperare completa in
ambele grupuri tratate
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Propolisul

Principalele componente sunt rasinile si
balsamurile (50 - 55%), ceara (25 -35%),
uleiurile aromate si eterice (10%), polenul (5%)
si substante organice si minerale (5%)

Activitatea biologica este direct legata de
continutul de fenoli si flavonoide, acesta este
utilizat pe scara largda n industria
farmaceutica, cosmetica, veterinara  si
alimentara.

Pe langa actiunea antibacteriana,
antivirala, citotoxica, imunomodulatoare si
anestezica, propolisul manifesta si importante
proprietati antifungice, mai ales fata de speciile
genului Candida si dermatofiti, desi inhiba si
dezvoltarea altor specii fungice la concentratii
destul de mici, acesta potenieaza substantele
medicamentoase antifungice, actionand
sinergic cu acestea.

Extractele de 5-10% 1in propilenglicol,
manifesta un efect antimicotic cert, chiar fara
asocierea cu alte antifungice

Plante cu activitate antibacteriana:
Angelica (Angelica archangelica L.),
Anghinarea (Cynara scolymus L, Cynara
cardunculus L.), Arnica (Arnica montana L.),
Cimbrisorul (Thymus serpyllus L.) antibioticul
saracului, larba mare (omanul) (Inula helenium
L.), Schinelul (Cnicus benedictus L.), Coada
calului (Equisetum arvense L.), Urzica (Urtica
dioica L., Urtica urens L.), Cuisoare (Syzygium
aromaticum), Usturoiul (alicina), Salvia,
Rozmarinul, Cimbrul si Oregano.

Apa activata cu plasma rece (PAW)

Apa activata cu plasma rece sau non-
termicad face parte din o noud generatie de
antimicrobieni, extrem de eficienti Tmpotriva
microorganismelor de interes medical.

Plasma rece poate fi produsa de diferite
tipuri de descarcari electrice de laborator si se
incadreaza 1n categoria procedeelor de
oxidare avansata.

Tehnologia Glid Arc, de producere,
cuprinde urmatoarele avantaje cum ar fi
timpul de activare (20 min) este mult mai mic
decét prin alte tehnologii, eficienta activarii
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este mult mai bund si implementarea sa
practica este relativ usoara.

Gruparile prezente in plasma reactorului,
in principal radicalii OH si NO (oxizii de azot),
cand aerul umed este gazul de lucru, sunt
precursori de H202, HNO3 (acid azotic) si
HNO2(acid azotos) in apa, cu un efect de
acidificare temporard a solutiei activate,
ajungandu-se pana la un pH < 3,5.

Peroxidul de hidrogen (H»O;), gruparile
nitrati (NO3) si nitriti (NO,), sunt responsabile
de degradarea peretelui bacterian, prin efectul
oxidant asupra proteinelor, lipidelor si ADN-
ului.

Durata de activitate chimica a acestor
compusi este de péna la 48 de ore prin
intermediul unor reactii secundare de difuzie
controlatd pe care le produc si de aceea
tratamentul cu apa activatd este eficient si
dupa intreruperea producerii plasmei, deci fara
un consum suplimentar de energie, fenomen
numit TPDR (reactii post-descarcare in timp).

Intr-un studiu s-a incercat o formulare care
sa incorporeze PAW, sub forma de hidrogel
(pe bazéd de acrilamida) si s-a urmarit
eficacitatea acestui hidrogel activat cu plasma
non-termica, si posibilitatea folosirii acestuia
ca un nou produs cu activitate antifungica.
Rezultatele au relevat ca abilitatile antifungice
ale PAH-15 min si PAH-30 min au fost mai
bune decét cea a grupului fluconazol.

Acest lucru sugereaza ca PAH are
capacitati de inhibare mai bune decat unii
agenti antifungici traditionali

Unele alternative au avut consecinte
negative pt. sanatatea publica

Suplimentarea cu oligoelemente, ex. Zn si
Cu, ca alternativa la controlul colibacilozei
suine (Fairbrother, 2005;. Hojberg 2005), a
crescut semnificativ proportia de E. coli
multirezistente in vivo Tn microbiomul enteral al
porcilor si o rezistenta crescuta la meticilina n
cazul stafilococilor.
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Cuantificarea lizozimului din extracte apoase de albus de ou hiperimun si din
produse biologice prin testul ELISA Sandwich

Quantification of lysozyme in hyperimune egg white aguous extracts and in
biological products by Sandwich ELISA test
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Rezumat

Lizozimul este o proteina biologic activa prezenta in albusul de ou, avand rol esential in apararea
imunitara a embrionului. Datorita proprietatilor sale antimicrobiene, acesta se extrage si se utilizeaza in
prepararea diferitelor produse cu rol de conservant si/ sau de ingredient bioactiv. Analiza calitativa si
cantitativa a acestuia poate fi efectuata prin variate metode de testare prezentate pe larg in literatura de
specialitate. Lucrarea de fata prezinta rezultatele obtinute in urma evaluarii continutului de lizozim din
solutii apoase derivate din albus de ou hiperimun si din produsele biologic active in care acesta a fost
inclus folosind tehnica ELISA sandwich.

Abstract

Lysozyme is a biologically active protein present in egg whites, having an essential role in the immune
defense of the embryo. Due to its antimicrobial properties, it is extracted and used in the composition of
various products as a preservative and/or a bioactive ingredient. Its qualitative and quantitative analysis
can be performed by various test methods widely presented in the literature. The present paper presents
the results obtained in assessing the lyzozyme content of aqueous solutions derived from hyperimmune
egg white and from biologically active products in which it was included by using the sandwich ELISA
technique.

Introducere De aceea, lizozimul este folosit drept
conservant in industria alimentard si in
produsele farmaceutice (Kerkaert si col.,
2010). Cercetatorii au utilizat o serie de
metode de cuantificare a lizozimului, una
dintre ele avand la baza actiunea litica a
acestei enzime asupra peretelui celular al
Micrococcus lysodeikticus. Alte metode de
cuantificare a lizozimului se bazeaza pe
evidentierea proteinei prin tehnici
electroforetice, cromatografice Si
imunoenzimatice (MacKay si col., 1984).
Tehnica ELISA, varianta sandwich, datorita
sensibilitatii  si  specificitatii  ridicate, se
utilizeaza pentru determinarea cantitativa a
lizozimului, fiind aplicabila pentru o gama
variata de probe (ser, plasma, lapte, lizate

Lizozimul (N-acetilmuramid
glicanhidrolazd sau muramidaza) este o
enzima omniprezenta intr-o varietate de lichide
biologice si tesuturi atat la animale céat si la
plante. Acesta este considerat o proteina-
model utilizata Tn  studii imunologice,
structurale, fiziochimice, cristalografice si de
evolutie (Vidal si col., 2005). Sursa principala
de lizozim este albusul de ou, acesta
reprezentand 3,4% din totalul proteinelor. De
altfel, lizozimul reprezinta un factor cheie al
sistemului imunitar al embrionului, avand rol
protector Tmpotriva agresiunii  bacteriene
(Schneider si col., 2010). Sunt binecunoscute
proprietatile sale antibacteriene, dar si cele
antivirale, antitumorale si imunomodulatoare.
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celulare, omogenate tisulare, produse
biologice care contin albus, alte lichide
biologice) (Kerkaert si col.,, 2010; MacKay si
col., 1984; Thonar si col., 1988).
Departamentul de Cercetare-Dezvoltare
al Companiei Romvac a demarat un
experiment care a vizat obtinerea de produse
terapeutice pe baza de lizozim, desfasurat in
mai multe etape: extractia acestuia din albus
de ou hiperimun, purificarea, caracterizarea si
incorporarea in produse variate si evaluarea
acestora privind confinutul de lizozim.
Prezenta lucrare descrie experimentele in care
8 probe constand in solutii apoase de albus de
ou hiperimun si produse biologic active cu
continut variabil de lizozim sunt analizate
cantitativ prin tehnica ELISA sandwich.

1. Material si Metoda

Cuantificarea lizozimului a fost efectuata
prin tehnica ELISA sandwich utilizand kit-ul de
reagenti Chicken LYZ / Lysozyme ELISA Kit
(LifeSpan BioSciences, Inc.), descris 1in
Tabelul 1. Acesta presupune o detectie
colorimetrica la o lungime de unda de 450 nm,
substratul cromogenic utilizat fiind TMB
(3,3',5,5'-tetrametilbenzidina).

Capacitatea de detectie a kit-ului este de
0,625-40 ng/mL, iar sensibilitatea este de
obicei pana la valoarea de 0,262 ng/mL.

Tabelul 1. Componentele kitului Chicken LYZ /
Lysozyme ELISA (Sandwich ELISA)

Componente Cantitate

Placa ELISA cu 96 stripuri

“ . 1 buc.
captusite

Standard liofilizat 2 flacoane

Diluant pentru probe 1 flacon cu 20 mL

Diluant de analizd A 1 flacon cu 12 mL

Diluant de analizd B 1 flacon cu 12 mL

Reagent de detectie A 1 flacon cu 120 pL

Reagent de detectie B 1 flacon cu 120 pL

Tampon de spalare (30x) 1 flacon cu 20 mL

Substrat TMB 1 flacon cu 9 mL

Solutie de spalare 1 flacon cu 6 mL

Folii adezive pentru placa 4 buc.

Probele testate au fost urmatoarele:

e P1 - Lizozim extras in solutie apoasa,

e P2 - Lizozim extras in solutie apoasa si
concentrat,
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e P3 - Proteine bioactive extrase din
galbenus si albus de ou hiperimun in
solutie apoasa,

o P4 - Lizozim liofilizat si reconstituit la
concentratia de 1 mg/ mL,

e P5 - Lizozim extras in solufie apoasa
din oua hiperimune recoltate de la
gaini  hiperimunizate cu antigenul
monovalent Staphylococcus aureus,

e P6 - Gel cu 46% solutie apoasa de
lizozim,

e P7 - Gel cu 40% solutie apoasa de
lizozim,

e P8-Crema cu lizozim.

Proba 5 contine lizozim extras din oua
recoltate de la gaini hiperimunizate cu
antigenul Staphylococcus aureus; celelalte
probe contin lizozim extras din oua recoltate
de la gaini hiperimunizate cu antigen multiplu:

e Pseudomonas aeruginosa,

¢ Klebsiella pneumoniae,

e Salmonella spp.,

e Escherichia coli,

e Enterococcus faecalis,

¢ Salmonella enteritidis,

e Salmonella typhimurium,

e Streptococcus mutans,

e Staphylococcus aureus,

e Streptococcus grup B,

e Proteus mirabilis,

e Acinetobacter baumannii,

e Helicobacter pylori,

e Clostridium difficile,

e Candida albicans,

e Candida glabrata,

e Candida krusei.

1.1. Prepararea probelor

Pentru a putea calcula concentratia de
lizozim din probe, valorile densitatii optice
(DO4sonm) Obfinute in  urma citirii  la
spectrofotometru trebuie sa se incadreze in
gama de valori DO obtinute pentru lizozimul
standard. In acest scop, probele sunt pregétite

in dilutii seriale, conform recomandarilor
producatorului  kitului, respectiv urmarind
Tabelul 2.
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Tabelul 2. Prepararea de dilutii seriale
pentru probele testate

Tub Dilutia Preparare
Tubl 11 250 pL proba
ORI ek A
T 110° D e din Tubs.
Tubs 1:107 225 ML tampon dilutie +

25 L solutie din Tub 7

1.2. Prepararea lizozimului standard

Se resuspenda lizozimul standard liofilizat
in 1 mL diluant pentru probe. Se obtine astfel o
solutie a acestuia de concentratie 80 ng/mL.
Solutia respectiva se prepara in dilutii seriale
(Tabelul 3), care se folosesc imediat pentru
testare.

Tabelul 3. Prepararea lizozimului standard
in dilutii seriale

Tub  Dilutia  Preparare

Tub1l 40 ng/mL ﬁﬁostuatnée;rrdpon dilutie + 250
e com OS2
e om0 R Se2
s srom. E0ULor e 0
T s SOl
Tub6 1,25 ng/mL ﬁfosglb;aergri)r?r% diufe + 250
Tub7 0,625 ng/mL ﬁfosglbéin;?r?r% die +250
Tub8 0ng/mL 250 yL tampon dilutie

1.3. Prepararea reagentilor

Toti reagentii se aduc la temperatura
camerei nainte de utilizare.

Reagentii de detectie A si B. Se
pregatesc cantitati suficiente de reagenti
necesari testarii probelor.

Se dilueaza Reagentul de detectie A
intr-o dilutie de 1:100 utilizdnd Diluant de
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analiza A. Se dilueaza Reagentul de
detectie B intr-o dilutie de 1:100 utilizédnd
Diluant de analiza B.

Solutia de spalare. Se prepara 600 mL
Solutie de spalare prin diluarea a 20 mL
solutie concentrata de 30x cu 580 mL apa
deionizata. Solufia de spalare se
depoziteaza apoi la 4°C.

Substratul TMB. Se extrage cantitatea
necesara utilizand materiale sterile.

1.2.1. Tehnica de lucru

Reagentii si probele se aduc Ia
temperatura camerei fara incalzire
suplimentara si se amesteca usor prin agitare,
evitdind spumarea. Se prepara reagentii,
standardul si probele.

1. Se aplica cate 100 pL de lizozim standard,
martor negativ si probe in godeuri, se
acopera cu folie si se incubeaza 1 h la
37°C.

. Se aspira lichidul din fiecare godeu, nu se

spala.

Se adauga 100 pL solutie de Reagent de

detectie A in fiecare godeu, se acopera cu

folie si se agita usor pentru amestec. Se
incubeaza 1 h la 37°C.

Se aspira lichidul din fiecare godeu si se

spala de 3 ori. A se lasa fiecare spalare sa

stea 1-2 minute inainte de a fi aspirata
complet. Dupa ultima spalare, a se aspira
pentru indepartarea tamponului de spalare

ramas, apoi a se rasturna placa sa atinga o

hartie absorbanta curata.

Se adauga 100 pL solutie de Reagent de

detectie B in fiecare godeu si se acopera cu

o alta folie. Se incubeaza 30 min la 37°C.

Se aspira lichidul din fiecare godeu si se

spala de cate 5 ori in mod similar pasului 4.

. Se adauga 90 yL TMB, se acopera cu o

alta folie si se incubeaza 10-20 min la

37°C. A se feri de lumina si a se urmari
periodic virarea culorii.

Se adauga 50 pL solutie de stopare in

fiecare godeu. Se adauga in aceeasi ordine

in care s-a adaugat TMB.

Se citeste imediat densitatea optica (DOusg

nm)-
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2. Rezultate si Discutii

Lizozimul extras din albus de ou
hiperimun si cel integrat in produse biologice a
fost cuantificat prin metoda ELISA sandwich
utilizand kit-ul de reagenti Chicken LYZ/
Lysozyme ELISA Kit (LifeSpan BioSciences,
Inc.).

Lizozimul standard din kit (80 ng/mL)
aplicat in dilutii seriale (40 ng/mL; 20 ng/mL;
10 ng/mL; 5 ng/mL; 2,5 ng/mL; 1,25 ng/mL;
0,625 ng/mL) a fost utilizat pentru a realiza
curbe de calibrare (Figura 1 si Figura 2) pe
baza valorilor DOysp,m masurate.

0,900 -
0,800 -
0,700 -
0,600 -
0,500
0,400
0,300

K3 y = 0,0267x + 0,2358
0,200 14 R2 = 0,8976
0,100 -
0,000 : : : :

0 5 10 15 20 25

Conc. lizozim (ng/mL)

Figura 1. Curba de calibrare utilizata pentru
determinarea cantitativa a lizozimului din probele P1-
P4, reprezentand solutii apoase

Pentru prima curbd de calibrare s-a
obtinut ecuatia dreptei y = 0,0267x + 0,2358
cu un coeficient de corelatie R?*= 0,8976,
ilustrata in Figura 1.

Medicamentul Veterinar / Veterinary Drug

Vol. 14(1) lunie 2020

Utilizdnd aceasta ecuatie s-au calculat
concentratiile de lizozim din probele P1-P4.

1,200 ~

1,000 -

DO450 nm

0,800 -
=0,0355x + 0,2932

ELUS R2 = 0,9269
0,400 -
0200 |
0,000 : : : :
0 5 10 15 20 25

Conc. lizozim (ng/mL)

Figura 2. Curba de calibrare utilizata pentru
determinarea concentratiei de lizozim din probele P5-
P8 reprezentand produse biologice

Pentru a doua curba de calibrare s-a
obtinut ecuatia dreptei y = 0,0355x + 0,2932,
cu un coeficient de corelatie R? 0,9269,
ilustrata in Figura 2.

Utilizdnd aceastd ecuatie s-au calculat
concentratiile de lizozim din probele P5-P8,
reprezentand produse biologice.

Tindnd cont de tehnica de extractie a
lizozimului din albus si de modul de preparare
a produselor in care a fost incorporat, probele
P1, P2, P4 au fost diluate serial Thcepand cu
dilutia 1:10% P3 si P5 incepand cu dilutia
1:10% P6 si P7 diluate incepand cu 1:10, iar
P8 incepand cu dilutia 1:2 (Tabelele 4 si 5).

Rezultatele obtinute sunt prezentate in
Figurile 3 si 4 si in Tabelele 6 si 7.

Tabelul 4.
Configurarea placii ELISA nr. 1
Standard | Standard| Probe Probe | Probe Probe

1 2 3 4 5 6 7| 8| 9| 10| 11| 12
A Stdill1 | Stdill |P11:10° |P11:10° |P31:10°| P3 1:10° A
B Stdil2 | Stdil2 |P11:10"|P11:10" |P31:10°| P31:10° B
C | Stdil3 | Stdil3 |P11:10°|P11:10° |P31:10%| P31:10" C
D Stdil4 | Stdil4 |P11:10°|P11:10°|P31:10°| P31:10° D
E| Stdil5 | Stdil5 |P21:10° |P21:10° |P4 1:10°| P4 1:10° E
F | Stdile | Stdile |P21:10* P2 1:10* |P4 1:10%| P4 1:10° F
G | Stdil7 | Stdil7 |P21:10° |P2 1:10° |P4 1:10°| P4 1:10° G
H Blank Blank |P21:10° |P2 1:10° |P4 1:10°| P4 1:10° H

1 2 3 4 5 6 71 8] 9| 10| 11| 12
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Tabelul 5.
Valorile densitatilor optice obtinute pentru lizozimul standard si Probele testate P1-P4

Standard | Standard | Probe | Probe | Probe | Probe

Se remarca valori medii ale DOXx =1,171 ridicate decéat valoarea medie a DO pentru
pentru proba P 1 six =1,216 pentru P2 mai lizozimul standard (X=0,840) la aceeasi dilutie.

Tabelul 6.
Configurarea placii ELISA nr. 2

Standard Standard| Probe Probe | Probe Probe

Stdill | Stdill
Stdil2 | Stdil2
Stdil3 | Stdil3
Stdil4 | Stdil4
Stdil5 | Stdils
Stdil6 | Stdil6
Stdil7 | Stdil7
Blank Blank

Figura 4. Imaginea placii ELISA nr. 2
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Tabelul 7.
Valorile densitatilor optice obtinute pentru lizozimul standard si Probele testate P5-P8

Standard | Standard | Probe | Probe | Probe | Probe
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12
A 1.053 1.053 1.366 1.334 | 1.440 1.390 A
B 0.976 0.916 1.242 1.352 | 0.960 | 0.966 B
C 0.759 0.691 1.561 1503 | 0.305 | 0.382 C
D 0.560 0.551 1.075 1.234 | 0.202 | 0.284 D
E 0.471 0.364 1.428 1.405 1.523 1.211 E
F 0.283 0.246 1.217 1.246 1.030 1.119 F
G 0.274 0.226 0.917 0.825 | 0.474 | 0.626 G
H 0.199 0.181 0.294 | 0.289 | 0.204 | 0.558 H
Tabel 8.
Rezultatele concentratiei in lizozim din probele P1-P8 obtinute prin testul ELISA sandwich
Concentratie
Proba lizozim
(mg/ 100 mL)
P1  Lizozim extras in solutie apoasa 42,547
P2 Lizozim extras in solutie apoasa si concentrat 1674,906
P3  Proteine bioactive extrase din galbenus si albus din ou hiperimun in solutie apoasa 0,182
P4  Lizozim extras liofilizat reconstituit la concentratia de 1 mg/mL 0,397
p5 Lizozim purificat extras din oua hiperimune recoltate de la gaini hiperimunizate cu 386 856
antigenul Staphylococcus aureus '
P6  Gel cu 46 % solutie apoasa de lizozim 1,628
P7  Gel cu 40 % solutie apoasa de lizozim 0,141
P8 Crema cu lizozim 0,072
EProba 1 Proba2 = Proba 3 =m Proba‘ﬁl|
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Figura 5. Valorile densitatilor optice ale probelor P1-P4 obtinute prin testul ELISA sandwich
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Figura 6. Valorile densitatilor optice ale probelor P5-P8 obtinute prin testul ELISA sandwich
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Se remarca faptul ca valoarea medie a
DO pentru proba P 5 este de 1,350 mai mare
comparativ cu valoarea medie a DO pentru
standard (X=1,053) la aceeasi dilutie.

In Tabelul 7 si Figurile 5 si 6 sunt
prezentate concentratile de lizozim obtinute
pentru probele analizate.

Se remarca o valoare ridicata a lizozimului
in proba concentrata (1674,906 mg/100 mL)
pentru P2 si o valoare scazuta (0,397 mg/100
mL) in proba P4 liofilizata si ajustata la 1 mg
pulbere liofilizatd/ mL. In produse, concentratia
lizozimului variaza in functie de procentul de
lizozim adaugat.

3. Concluzii

e Metoda ELISA sandwich a fost utilizata
pentru determinarea concentratiei de
lizozim extras din albus de ou hiperimun din
diferite probe constand in solutii apoase si
produse biologic active.

e Rezultatele au relevat valori ale
concentratiei de lizozim extras variabile Tn
functie de probele testate. in produsele
biologice, concentratia lizozimului a avut
valori mai mici comparativ cu solutiile
apoase din care au fost preparate.

e Metoda s-a dovedit a fi sensibila si
specifica, putand fi utilizata Tn mod curent in
cuantificarea lizozimului prezent in diferite
produse.
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Rezumat

Lizozimul obtinut din albus de oua hiperimune PC2, provenind de la gaini imunizate cu un complex de
antigene bacteriene si fungice, a fost purificat prin cromatografie de schimb ionic pe Amberlite FPC 3500.
Puritatea lizozimului a fost analizata prin electroforeza in gel de poliacrilamida in sistem denaturant
(SDS-PAGE). Pe baza modelului de migrare a marker-ului molecular s-a constatat prezenta unei singure
benzi cu masa moleculara de 14,1 kDa. Prin testul de imunodifuzie in gel de agar (IDGA) s-a evidentiat
prezenta lizozimului care s-a testat in dilutii de la 1/2 la 1/32 comparativ cu lizozimul standard (Sigma) si
cu cel obtinut din oua de la gaini libere de germeni specifici (SPF) si conventionale (CV). S-a stabilit
identitatea imunologica intre lizozimul standard si lizozimul PC2 prin testul IDGA. Lizozimul PC2 a
evidentiat reactii de aglutinare cu aspect de flocoane fata de cultura de Micrococcus lysodeikticus si cu
aspect granular fata de cultura de Staphylococcus aureus. Activitatea antimicrobiana a lizozimului a fost
intensa asupra bacteriilor Gram pozitive si mai putin intensa asupra celor Gram negative. Concentratia
lizozimului s-a pus in evidenta prin testul de determinare a lizei in placa fata de cultura de Micrococcus
lysodeikticus. S-au obtinut valori medii ale lizozimului purificat cuprinse intre 12,5 mg/ml si 14 mg/ml. S-
au determinat unitatile litice (mg/ml) in produse imunologic active care contin lizozim  (geluri, emulsii,
solutii, pulberi). Valorile medii (xtds) sunt cuprinse intre 49,0+0,34 si 60,5%0,84. Acest studiu sugereaza
ca lizozimul PC2 prezinta activitate imunologica avand un rol important in mecanismele de aparare
nespecifica a organismelor.

Abstract

Lysozyme obtained from PC2 hyperimmune egg whites, originating from hens immunized with a complex
of bacterial and fungal antigens, was purified by ion exchange chromatography on Amberlite FPC 3500
resin. The purity of lysozyme was analysed by polyacrylamide gel electrophoresis in denaturing system
(SDS-PAGE). Based on the migration pattern of the molecular marker, the presence of a single band with
a molecular mass of 14.1 kDa was found. The agar gel immunodiffusion test (AGID) showed the presence
of lysozyme which was tested in dilutions from 1/2 to 1/32 as compared to standard lysozyme (Sigma)
and that obtained from eggs from chickens free of specific germs (SPF) and conventional (CV). The
immunological identity between the standard lysozyme and the PC2 lysozyme was established by the
AGID test. The PC2 lysozyme showed agglutination reactions with flaky clumps in the presence of
Micrococcus lysodeikticus cultures and with granular clumps in the presence of Staphylococcus aureus
cultures. The antimicrobial activity of lysozyme was intense against Gram-positive bacteria and less
intense against Gram-negatives. The concentration of lysozyme was assessed by the lysoplate method
against a Micrococcus lysodeikticus culture. Mean values (X * ds) of purified lysozyme were obtained ,
ranging between 12.5 mg/mL and 14,0 mg/mL. Lythic units (mg/mL) were determined in immunologically
active products containing lysozyme (gels, emulsions, solutions, powders). The mean values (X *ds)
were between 49.0+0.34 and 60.5+£0.84. This study suggests that PC2 lysozyme exhibits an immunologic
activity with an important role in the mechanisms of non-specific defence of organisms.
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Introducere
Lizozimul este o glicozid-hidrolaza cu rol
important Tn  mecanismul de aparare

antibacterian. Principala sa actiune este liza
polizaharidelor din peretele celular al
bacteriilor prin scindarea legaturii glicozidice -
1,4 dintre acidul N-acetilmuramic (NAM) si N-
acetilglucozamina (NAG). Din aceste motive

se mai numeste N-acetilmuramid
glicanhidrolaza sau  muramidaza. S-a
demonstrat activitatea sa bacteriostatica,

bacterioliticd si bactericida, in special fatd de
bacteriile Gram pozitive, printre ele fiind si un
numar mare de patogeni prezenti in hrana [7].
Lizozimul din albusul de ou are proprietati
deosebite fiind considerat un bun conservant
pentru alimente [5, 11]. Molecula modificata de
lizozim este folosita in multe domenii, de
exemplu  pentru prevenirea  infectiilor,
actiondnd ca un antibiotic natural sau ca
stimulator nespecific al sistemului imun [9]. Tn
industria farmaceutica, s-a extins folosirea
lizozimului in diferite formulari (creme, picaturi
oftalmice, geluri etc.) [5]. Albusul de ou de
gaina reprezinta sursa cea mai importanta de
lizozim (3,5%). Lizozimul din albus este un
polipetid cu 129 aminoacizi avand o masa
moleculara de 14 kDa [6]. Punctul izoelectric
este cuprins intre 10-11. Lizozimul a fost prima
proteind secventializatd, a carei structura
tridimensionala a fost complet analizata. Este
0 molecula constand din doua domenii legate
printr-un a-helix [2].

Lizozimul este prezent in secretii, toate
lichidele corpului si tesuturile organismului
uman si animal. De asemenea, a fost izolat din
plante, bacterii si bacteriofagi fiind o enzima
foarte stabila [8]. Reprezinta un factor cheie de
aparare naturalda a oului impotriva agresiunii
bacteriene. Actiunea litica a lizozimului asupra
peretelui celular al culturii de Micrococcus
lysodeikticus reprezinta una dintre metodele
utilizate la evaluarea activiatii enzimatice [7].

Datorita folosirii enzimei 1n diferite
domenii, studiile de purificare ale acesteia au
devenit esentiale. Diferite metode precum
cristalizarea si precipitarea [4], filtrarea prin
membrana [6], cromatografia de afinitate [11],
cromatografia pe schimbatori de ioni [1] si
ultrafiltrarea [5] sunt utilizate in procesele de
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purificare a lizozimului. Cercetarile efectuate
au avut ca scop purificarea, caracterizarea Si
determinarea concentratiei de lizozim din
albus de oua hiperimune PC2 si din produse
imunologic active care contin acesta proteina.

1. Materiale si metode

Studiul a fost efectuat in Departamentul
de Cercetare-Dezvoltare al Romvac Company
S.A.

1.1. Ouale hiperimune PC2

S-au obtinut dupa metodologia descrisa
de Chiurciu si col. (2014) si provin de la gaini
din rasa Rhode Island Red, clinic sanatoase in
varstda de 20-23 saptamani, imunizate cu
antigene bacteriene si fungice [3,10].

1.2. Ouale de la gaini libere de
germeni specifici (SPF) si oua
conventionale (CV)

Au fost obtinute din fermele companiei.

1.3. Cultura de Micrococcus
lysodeikticus ATCC 4698 (Sigma Aldrich)

S-a obtinut pe mediu BHI imbogatit cu 8%
ser fetal. Cultura obtinuta s-a spalat de trei ori
cu tampon fosfat pH=6,2 prin centrifugare la
3400 xg timp de 20 minute. Suspensia s-a citit
la  spectrofotometru SpectraMax 190
(Molecular  Devices LLC) stabilindu-se
densitatea optica (DO)=2,4.

1.4. Lizozim din albus de ou, pulbere

liofilizata (Sigma Aldrich)

S-a utilizat ca standard Tn experimentele
efectuate.

1.5. Serul anti-lizozim

S-a preparat in Romvac Company S.A
prin imunizarea iepurilor cu lizozim standard.
S-au efectuat trei inoculari cu 5 mg/ml lizozim
emulsifiat Tn adjuvant Montanide ISA 70
(SEPPIC). Prima inoculare s-a facut pe cale
intradermica cu 2 ml antigen administrat in 3-4
puncte pe laturile corpului.
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A doua inoculare s-a efectuat la 21 zile de
la prima administrare pe aceeasi cale si
aceeasi doza similard primei inoculari. A treia
s-a facut la 14 zile dupa a doua administrare.

1.6. Separarea lizozimului din albus de
oua hiperimune PC2 pe schimbatori de
ioni

Lizozimul s-a preparat dupa metoda lui
Abeyrathne si colab. (2014) cu anumite
modificari.  Purificarea s-a  facut prin
cromatografie pe schimbatori de cationi
utilizand  Amberlite FPC 3500 (Acros
Organics). Albusul s-a diluat cu un volum egal
de apa deionizata 1:1 calculandu-se 0,5 g
Amberlite (styrene-divinylbenzene total
exchange capacity >2,6 mEq/g) la 10 ml albus;
amestecul s-a omogenizat timp de 12 hla 4 °C
folosind un agitator magnetic (Stuart US152)
cu viteza scazutd. Solutia s-a centrifugat la
3400 x g timp de 20 minute la 4 °C; Amberlite-
ul s-a colectat si s-a spalat de cateva ori cu
apa deionizata apoi cu tampon glicina — NaOH
0,1M, pH=9,3. Lizozimul s-a eluat cu tampon
glicina — NaOH 0,1 M, pH=9,3 continand NaCl
0,5 M. Eluatul s-a desalifiat prin ultrafiltrare pe
casetd de 30 kDa (Millipore) si s-a liofilizat
utilizadnd aparatul Zirbus Sublimator 150 DKS.

1.7. Testul de imunodifuzie in gel de

agar (IDGA)

S-a efectuat in placi Petri de 90 mm
diametru, utilizand gel de agar Noble (Difco)
1% preparat in tampon borat pH = 8,6. S-au
efectuat 7 godeuri, de 6 mm diametru, unul
central si sase periferice. in godeul central s-
au repartizat 40 pl ser anti-lizozim, iar in
godeurile periferice 40 ul lizozim purificat lucrat
integral si in dilutii binare de la 1/2 la 1/2048.
Ca martor de reactie s-a utilizat lizozim
standard (20 mg/ml). Reactiile s-au citit la 24
ore prin vizualizarea liniilor de precipitare.

1.8. Electroforezain gel de
poliacrilamida in sistem denaturant (SDS-
PAGE)

Electroforeza s-a efectuat dupa metoda
Laemmli la un aparat OmniPAGE
Electroblotter (Cleaver Scientific Ltd.). Probele
de lizozim s-au diluat la o concentratie finala
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de proteina de 2 mg/ml folosind tampon
Laemmli cu 2-mercaptoetanol si albastru de
bromfenol (Sigma Aldrich).

Dupa incubarea probelor timp de 10
minute la 96 °C s-au adaugat cate 5 pl din
fiecare proba in gelul de migrare 10% si de
concentrare 4%. S-a utlizat un marker de
proteine VI (AppliChem) contindnd un amestec
de 12 proteine cu mase moleculare de la 10
pana la 245 kDa. Electroforeza s-a realizat la
90 mV si 185 mA, timp de 90 minute;
colorarea s-a efectuat cu Comassie Brilliant
Blue (Sigma Aldrich).

1.9. Reactia de aglutinare rapida

(RAR)

Testul s-a efectuat in placi de sticla cu 12
godeuri de 16 mm diametru si 1,5 mm
adancime (Marienfeld). Cultura de
Micrococcus lysodeikticus s-a utilizat ca martor
pozitiv de reactie. Pentru efectuarea testului s-

au folosit culturi bacteriene inactivate
(Staphylococcus aures, Staphylococcus
epidermidis, Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,

Salmonella typhimurium) lizozim standard ca
martor pozitiv si lizozim provenit din albus de
oua SPF ca martor negativ.

1.10. Metoda difuzimetrica de
determinare a lizei in placa

Sase ml suspensie de Micrococcus
lysodeikticus s-au adus la temperatura de 56
°C si s-au amestecat cu 6 ml agar Noble 2%
preparat in tampon fosfat pH=6,2.

Amestecul s-a turnat in placi Petri de 90
mm diametru si s-a lasat la termperatura
camerei pentru solidificare.

In gel s-au efectuat godeuri de 5 mm
diametru la distanta de 1 cm. in godeul central
s-a repartizat lizozim standard iar in godeurile
laterale probele de lizozim de analizat; citirea
reactiei s-a facut la 24 ore. Diametrele zonelor
de liza s-au citit in mm cu ajutorul unui subler
digital cu afisaj electronic (Digital Caliper).

Valorile concentratei 1in lizozim se
interpreteaza pe o curba etalon si se exprima
n mg/ml.
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2. REZULTATE $I DISCUTII

Purificarea lizozimului PC2 din albus de
oua hiperimune, SPF si CV s-a realizat prin
cromatografie pe schimbatori de ioni, utilizand
Amberlite FPC 3500. Folosind aceasta
metoda, lizozimul poate fi obtinut in cantitati
apreciabile si cu grad de puritate ridicat.
Probele analizate sunt prezentate in fig. 1.
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Prin tehnica SDS-PAGE, pe baza
modelului de migrare a marker-ului molecular
s-a constat prezenta unei singure benzi ceea
ce demonstreaza puritatea lizozimului testat.
Calculul maselor moleculare a evidentiat ca
lizozimul obtinut din albus de la gaini SPF,
PC2 si CV este pur si prezintd aceeasi masa
moleculara (14,1 kDa). Rezultatele sunt
prezentate in fig. 1, tabelul 1 si fig. 2.

1

- OTf

<«— OVA

Liz

SDS-PAGE 10%, 5 ul proba/goden

Marker Protein VI, Applichem

Fig. 1. SDS-PAGE- Testarea puritatii lizozimului (Liz) obtinut prin cromatografie pe schimbatori ioni
(Amberlite FPC 3500) din albus de oua PC2, CV si SPF: M- marker proteine; 1- lizozim standard (20 mg/ml),
dilutia 1/20; 2- lizozim SPF (10 mg/ml), dilutia 1/10; 3- lizozim PC2 seria | (10 mg/ml), dilutia 1/10; 4- lizozim PC2
seria Il (10 mg/ml), dilutia 1/10; 5- lizozim PC2 seria Il (10 mg/ml), dilutia 1/10; 6- lizozim CV (10 mg/ml), dilutia
1/10; 7,8,9- fractiunile ovotransferina (OTf) si ovoalbumina (OVA) din albus PC2 dupa separarea lizozimului.

Tabelul 1.

Calculul maselor moleculare (M) ale lizozimului din albus oua PC2, CV si SPF

Masa moleculara M

Gel 1 dp Rf Log M M) (kDa)
1- lizozim standard 20 mg/ml 62 0.9841 4.150967 14157 14.15
2-lizozim SPF 10 mg/ml 62 0.9841 4.150967 14157 14.15
N . 47 0.7460 4.404502 25381 25.38
3-lizozim PC2 seria 1 10 mg/ml —a5—1 6841 4.150067 14157 14.15
4- lizozim PC2 seria ll 10 mg/ml 62 0.9841 4.150967 14157 14.15
5- lizozim PC2 seria lll 10 mg/ml 62 0.9841 4.150967 14157 14.15
6- lizozim CV 10 mg/ml 62 0.9841 4.150967 14157 14.15
7-OTf 20 0.3175 4.860866 72588 72.58
OVA 33 0.5238 4.641136 43766 43.76
8-OTf 20 0.3175 4.860866 72588 72.58
OVA 33 0.5238 4.641136 43766 43.76
9-OTf 20 0.3175 4.860866 72588 72.58
OVA 33 0.5238 4.641136 43766 43.76
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Dupa izolarea lizozimului din albu§ au proteice ramase in albus dupa izolarea lizozimului
ramas fractiunile majore: ovotransferina (OTf si OVA)
(M=72,58 kDa) si ovoalbumina (M=43,76 kDa). Prin testul IDGA s-a pus in evidenta

Acestea sunt prezente in fig. 1 si tabelul 1 prezenta lizozimului PC2, SPF si CV lucrat im
(fractiunile 7,8 si 9) si pot fi separate secvential  gjjytii de la 1/2-1/32 comparativ cu lizozimul
folosind tehnici de precipitare si tratament gtandard. in fig. 3 sunt prezentate rezultatele
termic. care au evidentiat dilutile optime de lucru
pentru lizozim PC2 de 1/4, iar pentru lizozim
SPF si CV de 1/2

& 0,9 1
08 -
0,7 -
0,6 -
05 -
04 -
03 -
0,2 -
01 -

0

y =-0,8598x + 4,5175
R2=0,9901

4 4,5 Log (M) 5 5,5

Fig. 2. Calculul maselor moleculare ale seriilor de
lizozim SPF, PC2 si CV precum si a fractiunilor

Fig. 3. Testul IDGA: (a)- lizozim standard; (b)— lizozim din albus de oua PC2; (c)- lizozim din albus de oua SPF,
(d)— lizozim din albus de oua CV; godeul 1 — lizozim integral; godeurile 2-6 — lizozim in dilutii de la 1/2 — 1/32;
godeul central — ser anti-lizozim

Lizozimul PC2 s-a testat comparativ cu
lizozimul standard prin testul IDGA.

Rezultatele indica identitatea dintre
lizozimul standard (godeurile 3 si 5) si
lizozimul PC2 (godeurile 2 si 6).

Testul s-a efectuat utilizadnd ser de iepure
anti-lizozim. Linia de precipitare dintre cele
doua probe prezintd continuitate ceea ce
demonstreaza identitatea imunologica a
acestora (fig. 4).

Fig. 4. Testul IDGA: stabilirea identitatii intre lizozimul

standard (godeurile 3 si 5) si lizozimul PC2 (godeurile

2 si 6); in godeurile 1,4 si central s-a repartizat ser de
iepure anti-lizozim
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Fig. 5a evidentiaza aglutinarea cu aspect
de flocoane dintre lizozimul PC2 si cultura de
Micrococcus lysodeikticus. Aglutinarea dintre
lizozimul PC2 si cultura de Staphylococcus
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aureus a prezentat aspect granular (fig. 5b).
Martorul negativ cu aspect omogen a fost
reprezentat de cultura de Micrococcus
lysodeikticus si solutia de NaCl 0,15M (fig. 5c).

Fig. 5. Reactia de aglutinare rapida pe lama (RAR): (a)- lizozim PC2 si cultura de Micrococcus
lysodeikticus (reactie pozitiva, cu aspect de flocoane); (b)- lizozim PC2 si cultura de Staphylococcus
aures (reactie pozitiva cu aspect granular); (c)- cultura de Micrococcus lysodeikticus si solutie NaCl

0,15M (reactie negativa)

Aspectul  culturii  de  Micrococcus
lysodeikticus pe mediu agar cu sange este
redat in fig. 6.

Fig. 6. Cultura de Micrococcus lysodeikticus de 24
ore pe mediu agar cu sange

Activitatea aglutinanta a lizozimului PC2 a
fost evidentiata fatd de bacterii Gram pozitive
si Gram negative. Rezultatele prezentate au
demonstrat ca lizozimul aglutineaza bacteriile
Gram pozitive iar bacterile Gram negative
sunt partial aglutinate (tabelul 2).

Concentratia lizozimului purificat s-a facut
prin metoda difuzimetrica a lizei Tn placa.
Actiunea litica a lizozimului asupra culturii de
Micrococcus lysodeikticus este redata in fig. 7.
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Tabelul 2.

RAR- testarea activitatii antimicrobiene a
lizozimului PC2, CV si SPF fata de bacterii Gram
pozitive si Gram negative

Specii Lizozim Lizozim Lizozim
bacteriene PC2 CV SPF
Bacterii Gram pozitive
Micrococcus i + )

lysodeikticus
Staphylococcus
aureus
Staphylococcus
epidermidis
Bacterii Gram negative
Pseudomonas
aeruginosa
Escherichia coli - - R
Klebsiella
pneumoniae
Salmonella
typhimurium

++

I+
1

++ - -

+ - -

Lizozimul PC2 liofilizat s-a testat in
concentratiile de 20 mg/ml, 10 mg/ml, 5 mg/mi
si 2,5 mg/ml obtindndu-se valori ale lizozimului
de respectiv 60,5 mg/ml, 50,5 mg/ml, 37,0
mg/ml, 25,5 mg/ml.

Lizozimul provenind din albus de ou de la
doua loturi de gaini CV (lot | — n = 30; lot Il -
n=30) a prezentat concentratii medii de 12,5
mg/ml, respectiv 14,0 mg/ml (tabelul 3).

Valorile medii ale concentratei de lizozim
SPF (lot | - n=30) au fost de 4,4 mg/ml si de
4,6 mg/ml pentru lizozim SPF (lot Il - n=30). Se
remarca valori ridicate ale concentratiei de
lizozim PC2.
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Figura 7. Dozarea lizozimului prin metoda
difuzimetrica de determinare a lizei in placa
Godeuri: 1- lizozim PC2 (20 mg/ml); 2- lizozim PC2
(20 mg/ml); 3- lizozim PC2 (5 mg/ml); 4- lizozim PC2
(2,5 mg/ml); 5- lizozim CV lot I; 6- lizozim CV lot Il; 7-
lizozim SPF lot I; 8- lizozim SPF lot II; 9- lizozim
standard 20 mg/ml.

In fig. 8 sunt prezentate valorile medii
(xxds) ale diametrelor zonelor de liz& (mm) si
unitatile litice mg/ml (X+ds) ale lizozimului PC2
din unele produse imunologic active care au in
compozitie numai lizozim (gel, emuslie) si
proteine din ouad hiperimune PC2 (solutie,
pulbere).

Diametrul zonelor de liza (valori medii) a
variat in functie de cantitatea de lizozim
adaugata in formula de preparare a produsului
astfel: gel cu lizozimx  =16,6+0,27 mm si
55,5+0,31mg/ml unitati litice; solutie de
proteine din oua hiperimune PC2 x=14,5+0,34
mm si 50,0+0,70 mg/ml unitati litice ; emulsie
cu lizozimx =13,9+0,37 mmsi 49,0+0,34
mg/ml unitati litice  ; pulbere din albus
x=17,7£0,54 mm si 60,5+0,84 mg/ml unitati
litice.

Tabel 3.

Testarea concentratiei de lizozim PC2 din produse
imunologic active prin metoda de determinare a

lizei in placa
Diametrul  Unitati litice
Preparate loturi zonei de liza (mg/ml)
(mm) x*ds X*ds
Gel cu lizozim 5 16,6+0,27 55,5+0,31
Solutie de
proteine dinoua 33 14,51£0,34 50,0%0,70
hiperimune PC2
Emusiecy 4 139+0,37  49,0:0,34
izozim
Pulbere din ¢ 17,7+054  60,5:0,84
albus
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Fig. 8. Dozarea concentratiei de lizozim PC2 din
produse immunologic active prin metoda de
determinare a lizei in placa / Godeuri: 1- Emulsie cu
lizozim lot I; 2- Pulbere din albus; 3-Emulsie cu lizozim lot II; 4-
Gel cu lizozim; 5- Lizozim SPF; 6- Solutie NaCl 0,15M; 7-
Solutie de proteine din oua PC2 lot 32; 8- Solutie de proteine
din oua PC2 lot 33; 9- Lizozim PC2

Rezultatele obtinute demonstreaza ca
lizozimul poate fi izolat din albus de ou, prin
cromatografie pe schimbatori de ioni utilizdnd
Amberlite FPC 3500. Rezultatele prezentate
sunt in acord cu date din literatura privind
purificarea si caracterizarea lizozimului din
albus de gaina [1, 4, 9].

Lizozimul PC2 purificat are capacitatea de
a liza membrana celulara a unor bacterii Gram
pozitive datorita stratului de peptidoglican

(substrat pentru lizozim). Bacterile Gram
negative sunt mai putin susceptibile la
actiunea bacterioliticda a acestei enzime

deoarece au o structura mai complexa a
peretelui celular [8].

Datorita proprietatilor antimicrobiene ale
lizozimului, acesta poate fi folosit in industria
alimentara (pentru conservarea carcaselor,
branzeturilor, vinului), in industria farmaceutica
(lizozimul fiind inclus Tn diverse preparate
terapeutice) si in medicina (sub forma de
aerosoli, profilactic pentru tratarea cariilor
dentare, pentru protectia si repararea unor
leziuni distrofice si inflamatorii ale pielii si
tesuturilor moi) [5, 7].

3. CONCLUZII

Lizozimul reprezinta un component
biologic activ al albusului de ou hiperimun PC2
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ce poate fi obtinut in cantitati apreciabile si
purificat prin tehnici cromatografice.
Specificitatea lizozimului PC2 consta in faptul
ca reactioneaza cu epitopii antigenelor utilizate
la imunizarea gainilor. Acesta are un rol
important in aparare fiind considerat parte a
sistemului imunitar.

Lizozimul scindeaza componentul
peptoglican al peretelui celular bacterian, care
pierzandu-si integritatea determind moartea
celulei. Tn plus, produsele de hidrolizd sunt
capabile de a spori secretia de
imunoglobuline, de activare a macrofagelor si
de eliminare rapida a bacteriilor patogene.

Aceste date indica faptul ca lizozimul
poate fi o alternativa viabila la antibiotice
putand fi adaugat in hrana animalelor (Oliver si
col., 2015). Datorita proprietatilor sale,
lizozimul PC2 poate fi utilizat in industria
alimentara pentru prelungirea valabilitatii
produselor, cat si in aplicatii biomedicale ca
preparat cu potential imunoterapeutic.

Rezultatele acestei cercetari ar putea fi
considerate de referintd pentru alte studii
viitoare.
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managementul terapeutic in afectiuni ale discului intervertebral la caini
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Rezumat

Boala discului intervertebral (BDIV) este un termen larg, ce implica degenerarea structurilor discului
intervertebral si hernierea ulterioara a materialului discului in canalul vertebral, dar si boala neurologica
clinica datorata herniei de disc. Sindromul de compresiune al maduvei spinarii se soldeaza cu
manifestari ce pot varia de la hiperestezie locala pana la paralizia trenului posterior sau/si disfunctie
genito-urinara. Dependent de tabloul clinic si de localizarea afectiunii, abordarea terapeutica variaza de la
tratamentul de tip conservator pana la cel chirurgical. De cele mai multe ori medicina clasica nu este
suficienta pentru normalizarea pacientului, motiv pentru care se recomanda si metode alternative, printre
care si acupunctura (AP). in urma efectuarii sedintelor de acupunctura la 6 caini cu hemilaminectomie
sau laminectomie consecutiv bolii degenerative a discului intervertebral (Hansen I; Hansen Il) efectele
observate au fost de la nesemnificative pana la recuperarea motricitatii, dependent de gradul de afectare
a maduvei si de implicarea proprietarilor in recuperarea post-operatorie. Rezultatele s-au evidentiat, in
general, dupa cateva sedinte de acupunctura si au fost influentate de caracteristicile fiecarui pacient.

Abstract

Intervertebral disc disease (IVDD) is a broad term, involving the degeneration of intervertebral disc
structures and subsequent herniation of disc material in the spinal canal, but also clinical neurological
disease due to disc herniation. Spinal cord compression syndrome results in symptoms that can range
from local hyperesthesia to rear limbs paralysis and / or genitourinary dysfunction. Depending on the
clinical signs and the location of condition, the therapeutic approach varies from conservative to
surgical. Classical medicine is often not enough to normalize the patient, which is why alternative
methods are recommended, including acupuncture (AP). Following acupuncture in 6 dogs that
underwent hemilaminectomy or laminectomy consecutive of thoracolumbar IVDD (Hansen I; Hansen II)
the observed effects ranged from insignificant to motor recovery, depending on the degree of spinal cord
damage and the involvement of the owners in the post-surgery recovery. The results were generally
evident after a few acupuncture sessions and were influenced by the characteristics of each patient.

Introducere compresive la céini, afectand toate rasele si
varstele (9).
Boala discului intervertebral (BDIV) este Cele mai predispuse rase sunt cele

un termen larg, ce implicd degenerarea condrodistrofice (2, 9, 21) la care apare cu
structurilor discului intervertebral si hernierea incidenta ridicata intre trei si sase ani. 85% din
ulterioard a materialului discului in canalul afectiunile  discului intervertebral  sunt
Vertebral’ dar si boala neurologicé clinica localizate la nivelul T11-T12 §| L2'L3, iar 50%

datorata herniei de disc (17, 20). BDIV este suntintre T12-T13 si T13-L1.

cea mai frecventd cauza a mielopatiei La rasele de talie mare cea mai mare
incidenta este la nivelul L1-L2 (14, 22).
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Extruzia discului intervertebral (Hansen tip
I) sau protruzia acestuia (Hansen tip 1) duc la
comprimarea maduvei spinarii  (5), cu
manifestari ce pot varia de la hiperestezie
locala sau modificari de comportament pana la
durere in zona toraco-lombara, deficit
somatosenzorial, paralizia trenului posterior
sau/si disfunctie genito-urinara (22).

Diagnosticul BDIV se bazeaza pe
examenul neurologic, asociat sau nu cu
examene complementare: mielografia,

tomografia computerizata (CT) si examenul de
rezonanta magnetica nucleara (MRI) (2, 20).

Dependent de tabloul clinic si de
localizarea afectiunii, abordarea terapeutica
variaza, bazandu-se foarte mult pe

cunostintele clinice ale medicului veterinar. In
mod frecvent, tratamentul nechirurgical al
BDIV este repaosul in cusca timp de 4 pana la
6 saptamani (9).

Tratamentul chirurgical poate fi profilactic
(fenestratia) sau terapeutic (tehnica santului
ventral, hemilaminectomia si laminectomia) (7,
25).

Interventia chirurgicala are 90% succes in
formele acute ale afectiunii, daca pacientii
prezinta sensibilitate profunda.

In majoritatea cazurilor in care interventia
se realizeaza dupa saptamani pana la luni de
la debutul semnelor clinice, céainii se
recupereaza partial, din cauza efectelor
compresiei medulare cronice (31).

Colaborarea proprietarilor este esentiala
pentru reusita, daca acestia sunt clar instruiti si
informati cu privire la riscurile nerespectarii
instructiunilor

De asemenea, proprietarii trebuie sa
monitorizeze in permanentd pacientul pentru
disurie si semne neurologice (9).

De cele mai multe ori medicina clasica nu
este suficienta pentru normalizarea pacientului
si de aceea se recomanda un ansamblu de
metode alternative, printre care si acupunctura
(AP) (13).

Acupunctura este o metoda medicala
microtraumatica, cu rol in stimularea tesuturilor
vii.

Excitarea, cu ajutorul acelor de
acupunctura, a unor puncte cutanate cu
rezistentd  electricd  scazuta, provoaca
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modificari sanogenetice
stimularea propriillor mecanisme
homeostatice (6, 11).

Studii recente au confirmat faptul ca
meridianele si acupunctele au proprietati
electrice, termice, acustice, optice, magnetice
si mioelectrice diferite fatd de cele ale zonelor
nonacupunctura (15).

AP poate fi utilda n conditii patologice
variate (29), dar efectele ei sunt urmarite mai
ales 1in afectiuni ostearticulare Si
neuromusculare, pentru managementul durerii

(4).

in organism, prin
adaptiv-

De asemenea, s-a demonstrat ca AP este
o metoda de succes in tratarea problemelor
neurologice ale animalelor de companie, cu o
eficacitate clinica semnificativa in tratamentul

bolilor neurologice, in special a bolilor
neurodegenerative.
Prin  introducerea  acului fin de

acupunctura in anumite puncte, prin rasucire
sau direct, se stimuleaza nervii periferici si se
protejeaza tesuturile neuronale prin cresterea
expresiei factorilor neurotrofici (3, 23).

Desi AP este folosita ca tratament
complementar de multi ani (12, 13) efectele
benefice ale acesteia Tnca sunt controversate
(12, 19).

Avand Tn vedere ipoteza ca AP este
eficientd in ceea ce priveste Tmbunatatirea
functiei neurologice si recuperarea functiei
motorii la céini cu afectiuni ale maduvei
spinarii, prin acest studiu ne-am propus sa
aducem o contributie la fundamentarea utilitatii
acupuncturii ca terapie alternativa.

1. Material si Metoda

Studiul a fost realizat la o clinica
veterinara din Timisoara, Romania, pe 6 caini
cu probleme locomotorii. Cainii au avut varste
cuprinse Tntre 2 si 13 ani si au apartinut raselor
Beagle, Shih-tzu si metis (Tabelul 1).

Examenul clinic /neurologic al pacientilor
a evidentiat pareza sau paraplegie, cu reflexe
slabe sau abolite, cainii avand grade diferite
de disfunctie neurologica (Tabelul 2), asociate
sau nu cu incontinenta urinara sau/si fecala.
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Tabelul 1
Repartizarea pacientilor in functie de caracteristicile individuale, localizarea afectiunii si metoda
chirurgicala
Nr. Rasi Vasta Sex Greutate Localizare Tip a;:ascctlune Terapie
crt. (ani) (Kg) intervertebral chirurgicala
1 Metis 9,0 Mascul castrat 17,3 T13-L1 Hansen tip Il Hemilaminectomie
2 Beagle 8,0 Mascul necastrat 16,5 L2-L3,L4-L5 Hansentipl Hemilaminectomie
3 Metis 6,0 Mascul castrat 10,0 T12-13 Hansen tip Il Hemilaminectomie
4 Shih-tzu 2,3 Mascul necastrat 7,2 T13-L1 Hansen tip | Laminectomie
5 Metis 5,0 Femela castrata 5,0 T12-T13 Hansen tip | Laminectomie
6 Metis 13,0 Femela castrata 8,8 L7-S1 Hansen tip Il Tratament conservator
Tabelul 2 Dupa stabilirea “tiparului” de boala, s-a
Clasificarea pacientilor in functie de examenul  glaborat strategia de tratament si s-au ales
neurologic punctele de AP.
_ Grad Manifestare clinica Pacient Durata sedintelor de AP a fost cuprinsa
disfunctie* N 15 30’ L t fi t3 d
1 Durere . intre 15 minu e“, vcuh ? recventa de
2 Parapareza - capabil de 1, aproximativ una pe saptamana.
- |tieplc':lsare . — - Acele utilizate au fost ace de tip
d:;?;:;feza - Incapabil de 4 chinezesc, cu maner de argint, cu dimensiuni
4 Paraplegie 3 variabile, in functie de talia animalului.
5 Paraplegie cu pierderea 56 Acele au fost sterile si de unica folosinta,

sensibilitatii profunde
* dupa Sharp, 2005 (22)

in urma investigatiilor imagistice Rx si
RMN sau CT, s-a stabilit diagnosticul si s-a
ales conduita terapeutica.

Astfel, pentru 5 pacienti s-a decis
abordarea chirurgicala prin hemilaminectomie /
laminectomie (13) si pentru unul s-a adoptat
tratamentul conservator (Tabelul 1).

Postoperator, s-au administrat analgezice
(Metamizol / Buprenorfind) si antibiotic
(Amoxicilina / Acid clavulanic), pe o perioada
de 3-7 zile, dupa care pacientii nu au mai
primit nici un tratament medicamentos.

Complementar, s-a recomandat AP, ca
terapie de recuperare si paliativa.

Pentru fiecare pacient a fost intocmita fisa
de evaluare specifica Medicinii Traditionale
Chineze (MTC) si s-a identificat “tiparul”
afectiunii (Bian Zheng).

La examinarea specifica MTC s-a
apreciat: starea generala a animalului, limba
(culoare, depozit, umiditate), pulsul
(profunzime, viteza, caracteristici) si urechile
(temperatura). De asemenea, s-au consemnat
si alte atribute specifice, cum ar fi
personalitatea, preferinte, boli existente,
sensibilitatea la punctele “reper” (Back Shu si
Front Mu) etc. (28).

conform normelor europene 93 /42 /EEC.

Evolutia fiecarui pacient a fost apreciata
atat din punct de vedere al medicinei clasice
cat si din punct de vedere al MTC, la fiecare
sedinta de acupunctura.

2.Rezultate si discutii

In functie de caracteristicile fiecarui pacient in
parte, abordarea terapeutica a variat.

Astfel, fiecare pacient a beneficiat de
sedinte de acupunctura pe perioade diferite de
timp (Tabelul 3), cu puncte de AP selectate
personalizat.

Rezultatele observate au fost de la
ineficientd pana la recuperare motorie.

Tabelul 3
Repartizarea pacientilor in functie de timp si
numarul de sedinte de acupunctura efectuate

. Grad Numar sedinte Interval de
Pacient . . o 5 . .

disfunctie acupunctura timp (zile)

1 2 4 20

2 3 9 42

3 4 5 37

4 3 8 37

5 5 6 37

6 5 5 20

Pacientul 1 a avut in antecedent multiple
fracturi (humerus, bazin, vertebra L6) in urma
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unui accident rutier, precum si uretrostomie,
consecutiv prezentei de calculi ureterali.

In urma unei extruzii discale bruste la
nivelul T13-L1 (Hansen tip 1l) s-a intervenit
chirurgical.

Acest pacient s-a prezentat cu deficit
neurologic de gradul 1 si cu blocaj urinar.

Dupa doar 2 sedinte de acupunctura s-a
reluat mictiunea si  mersul, functiile
imbunatatindu-se continuu pe parcursul a 20
de zile de terapie.

Pacientul 2 (Figura 1) a prezentat
compresiune medulara la nivelul L2-L3,
consecutiv careia s-a intervenit chirurgical prin
hemilaminectomie.

Postoperator s-a recuperat foarte bine,
deplasandu-se independent dupa 3 zile de la
interventie. La o lunad postoperator a devenit
paraplegic, consecutiv unei sarituri.

In urma examenului RMN a fost
identificatéd protruzie discald in spatiul L4-L5
(Hansen tip I).

Datorita perioadei foarte scurte de la
ultima operatie si a riscului de destabilizare a
coloanei vertebrale, s-a recomandat AP, o
noua interventie chirurgicala fiind exclusa. Tn
urma a 9 sedinte de AP (42 zile) pacientul s-a
recuperat motor (mers spinal), fiind capabil de
o viata normala.

Fig. 1. Acupunctura pe meridianele Vezica si Vasul
Guvernator la pacientul 2.

Pacientul 3 a fost operat de extruzie T12-
T13 (Figura 2) in anul 2018. Postoperator s-a
recuperat foarte bine dar fenomenul a recidivat
dupa un an, efectudndu-se o noua interventie.

Postoperator a beneficiat de
ozonoterapie. In decembrie 2019, pentru a
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treia oara a prezentat paraplegie, deficit
proprioceptiv si incontinenta urinara si fecala.

De aceasta datd nu s-a mai intervenit
chirurgical, datoritd riscurilor crescute de
destabilizare ale coloanei vertebrale, dar s-a
recomandat AP.

in urma a 5 sedinte, asociate cu
manopere de recuperare neuromusculara
(masaj, exerciti de recuperare) nu s-a
observat imbunatatirea starii pacientului.

Fig. 2.Imagine RMN cu evidentierea extruziei discale
la nivelul T12-T13 (sageata) la pacientul 3.

Pacientul 4 a suferit laminectomie
consecutiv protruziei discului intervertebral
T13-L1. Postoperator, amiotrofia asociata cu
laxitatea ligamentarda cronica au dus la
acutizarea disfunctiei locomotorii.

Acesta a prezentat incontinenta urinara si
fecala. Medicul veterinar a diagnosticat
displazie rotuliand genetica bilaterala si a
recomandat masaj, exercitii de recuperare
neuromusculard si AP, care au debutat la
doua luni postoperator.

Pe parcursul a 6 sedinte de acupunctura
(50 zile) si exercitii recuperare la domiciliu,
starea pacientului s-a ameliorat progresiv.
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Pacientul s-a ridicat singur, a alergat
ajutdndu-se de membrele anterioare, timp n
care a utlizat trenul posterior pentru un
interval scurt de timp.

Pacientul inca prezenta
urinara si fecala.

La aproape 2 luni de la inceperea terapiei

incontinenta

complementare  starea  pacientului  s-a
deteriorat brusc (paraplegie) in timp ce
pacientul era in TIngrijirea unei persoane

straine, care nu era la curent cu manoperele
de manipulare specifice.

Examenul CT a evidentiat protruzie
discala tip 1 cu lateralizare in partea dreapta,
in spatiile intervertebrale T11-T12 si T12-T13,

dar si mineralizari discale multiple in
segmentul toraco-lombar.
Dupa efectuarea CT-ului pacientul a

decedat Tn urma unui stop cardio-respirator.

Fig. 3. Imagine RMN cu evidentierea protruziei discale
la nivelul T13-L1 (sageata) la pacientul 4.

Pacientul 5 a fost adus la cabinet pentru

laminectomie, Tn urma unei protruzii pe
segmentul T12 - T13.
La 2 luni postoperator pacientul inca

prezenta paraplegie cu incontinentd urinara si
fecala.

S-a recomandat terapie prin AP, masaj si
gimnastica de recuperare.
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Dupéa 4 sedinte, ameliorarea observata a
fost aparitia sensibilitatii la introducerea acelor
in punctele Liu Feng.

Datorita nesesizarii progresului,
proprietarul a decis Intreruperea terapiei.

Acesta a revenit dupa 3 saptamani,
deoarece a observat ca pacientul adopta
pozitia sezadnd si parea dornic sa se
deplaseze, chiar daca era inca paraplegic.

Dupa alte 2 sedinte, proprietarul nu a mai
dorit continuarea terapiei, desi la pozitionarea
in pozitie patrupodald pacientul isi mentinea
pozitia si, sustinut, facea cativa pasi.

Acesta a afirmat ca nu aplica procedurile
de recuperare recomandate si ca prefera
caruciorul ajutator.

Pacientul 6 a fost adus la veterinar cu
gradul 5 de disfunctie neurologica, cu
incontinentd urinarad si fecala. La examenul
imagistic s-a evidentiat protruzie L7-S1 cu
prezenta de osteofite la nivelul vertebrei T12.

Dupa o saptamana de terapie
medicamentoasa, cu usoare semne de
recuperare, simptomele au recidivat brusc.
Datorita varstei pacientului (13 ani), interventia
chirurgicala ar fi fost riscanta, astfel ca a fost
recomandata AP.

Pe o perioada de 20 de zile, dupa 5
sedinte de acupuncturd, nu s-a observat nici o
modificare fatd de situatia antericara. La o
lund postoperator a fost luata decizia
eutanasierii, deoarece starea pacientei s-a
degradat in mod evident.

Din punct de vedere MTC, pacientii au
fost diagnosticati cu sindrom Bi/Wei, cu tipare
de tip Spinal Cord Qi/ Blood stagnation,
Kidney Qi/Yang Deficiency, Kidney Yin si
Qi/Yang Deficiency (26, 27).

Punctele de AP utilizate au fost alese in
functie de diagnostic si conform principiilor
MTC (28), urmarindu-se remedierea “stagnarii”
si a “deficitului”.

Astfel, cel mai frecvent s-au utilizat: GV
20, GV 3/4, Bai-hui, BL 23, SP 6, KID 3/6/7/10,
dar si BL 11/20/21/22, SP 9, ST 40/36, GB 34,
Hua-tuo-jia-ji, Liu Feng, LIV 3, LI 4.

Avand in vedere ca AP este o metoda de
terapie care se aplica personalizat, unicitatea
pacientului  si  istoricul acestuia  sunt
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determinante  in
terapeutic i,
rezultatelor.

S-a observat ca, pacientul 1, care a avut
grad redus de disfunctie neurologica, s-a
recuperat mai rapid (20 zile) si dupa doar doua
sedinte de acupunctura.

De altfel, literatura de specialitate descrie
o ratda de imbunatdtire de 90% in cazul
discopatiilor de gradul | si Il si scaderea
rezultatelor acupuncturii  proportional cu
severitatea leziunii medulare (13).

Pacientii cu gradul 3 de disfunctie
neurologica au manifestat semne de
recuperare intre 37-42 zile. In formele mai
avansate (4 si 5), pacientii nu s-au recuperat.

Un rol important in evolutia pacientului I-a
avut prezenta afectiunilor asociate ale
aparatului locomotor.

Astfel, pacientul 4, diagnosticat cu laxitate
ligamentara si displazie de rotula, a avut
nevoie de mai mult timp pentru recuperarea
functiei motorii comparativ cu pacientii 1 si 2.

Raportat la faptul ca pacientii 2, 3 si 4 s-
au prezentat cu recidiva, evolutia diferita a
acestora poate fi pusa doar pe seama
caracteristicilor individuale, acestia avand
varste diferite si beneficiind de un numar diferit
de sedinte AP.

S-a observat ca efectele vizibile ale
acupuncturii au aparut, in general, dupa
cateva sedinte, efectul acupuncturii fiind
cumulativ, dupa cum se mentioneaza si in
literatura de specialitate (18).

Unele studii in domeniu sustin ca AP
imbunatateste calitatea vietii la céinii care

alegerea
bineinteles, 1n

protocolului
obtinerea

sufera de boli neurologice si musculo-
scheletale (10, 14).

Activarea unor mecanisme locale si
sistemice consecutiv. AP este atribuita

eliberarii de neurotransmitatori ca: endorfine,
encefaline, dinorfine, serotonina,
norepinefrina, dopamina si acetilcolina.

De asemenea, se are in vedere Si
posibilitatea implicarii  mecanismelor de
semnalizare la nivel celular, a modularii
receptorului N-metil-D-aspartat, a reducerii
hiperalgeziei si alodiniei la pacientii care
sufera de dureri cronice si neuropatice (8, 16,
30).

Medicamentul Veterinar / Veterinary Drug

Vol. 14(1) lunie 2020

AP regleaza procesele inflamatorii si
factorii de crestere prin intensificarea circulatiei
sanguine in zonele afectate (16).

Totodata, AP poate contribui Ia
recuperare in caz de deficiente functionale
consecutive afectarii creierului, prin stimularea
sau/si facilitarea proliferarii/diferentierii
celulelor stem neurale (23).

Nuno, 2017, afirma ca AP, singura sau in
combinatie cu analgezice sau alte adjuvante
analgezice, este un tratament conservator
relevant pentru ameliorarea durerii i
imbunatatirea calitatii vietii la cainii cu boli
neurologice si / sau musculo-scheletale (24).

in studiul de fatd nu au fost urmérite
efectele de tip analgezic, deoarece majoritatea
pacientilor au fost adusi pentru acupunctura in
stadiul Tn care nu mai prezentau dureri mari.

Oricum, acestia au beneficiat de toate
efectele atribuite AP (29).

Un aspect ce trebuie subliniat este rolul
proprietarului in recuperarea pacientului, dupa
cum afirma si alti autori (9).

Astfel, la pacientul 5, desi s-au observat
semne de progres, lipsa de implicare si
nerdbdarea proprietarilor a limitat evolutia
acestuia.

De asemenea, nesupravegherea stricta a
pacientilor de catre proprietari a dus la recidive
ale afectiunii discale (pacientul 2), uneori cu
efecte ireversibile (pacientul 4).

In acord cu Griffin, 2009, se poate spune
ca, in pofida multiplelor studii realizate pana in
prezent, eficacitatea multor metode comune
de terapie ramane inca necunoscuta (9).

3. Concluazii

In urma efectudrii sedintelor de
acupunctura la 6 caini cu hemilaminectomie
sau laminectomie consecutiv bolii
degenerative a discului intervertebral (Hansen
I; Hansen Il) efectele observate au fost de la
nesemnificative pana la recuperarea
motricitatii, dependent de gradul de afectare a
maduvei si de implicarea proprietarilor in
recuperarea post-operatorie.

Rezultatele s-au evidentiat, in general,
dupa cateva sedinte de acupunctura si au fost
influentate de caracteristicile fiecarui pacient.
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