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1.1. Introducere
1.1.1. Conceptul rezistentei antimicrobiene

Rezistenta la antibiotice este in prezent una dintre cele mai mari provocari din profesia
medicala si veterinara. Are un impact imens asupra alegerii abordarii tratamentului bolilor
infectioase transmise strict de bacterii si asupra tratamentului infectiilor bacteriene
secundare care se dezvolta ca urmare a infectiilor virale si fungice. Acest fenomen de
rezistentd a fost raportat nu numai Impotriva antibioticelor naturale si semisintetice, ci si a
celor sintetice si a celor care nu patrund nici macar in celule. Raspandirea rapida a
rezistentei la antibiotice este facilitata prin transferul orizontal de gene. Ritmul de
descoperire a noilor compusi antibiotici nu este inca proportional cu rezistenta la
antibiotice emergente. Perceptia actuala a antibioticelor este mai mult ca surse de nutritie
pentru bacterii sau, in egala masura, acestea sunt privite ca agenti de semnalizare
intermicrobiana, mai degraba decat ca arme utilizate impotriva infectiilor bacteriene.

De la introducerea antibioticelor ca instrument terapeutic, antibioticele au reusit sa reduca
mortalitatea, dar nu si persistenta bolilor infectioase. Utilizarea exagerata si utilizarea
necorespunzatoare a antibioticelor sunt principalele cauze ale dezvoltarii rezistentei si este
considerat un mecanism in care bacteriile se adapteaza mediului, de multe ori nou.
Mutatiile cromozomiale si genele importate prin recombinare genetica s-au dovedit a fi
implicate si In mecanismul rezistentei antimicrobiene (El-Halfawy si Valvano, 2012,
Tavares si colab., 2013).

Fenomenul rezistentei antimicrobiene are o importanta semnificativda pentru sanatatea
publica. S-a aratat anterior ca bacteriile pot dobandi rezistenta intr-un mediu natural
precum solurile (Josephson, 2006; Wright, 2007). Cadrul pentru intelegerea ecologiei
rezistentei la scara globala poate fi descris prin conceptul de “resistom” antibiotic. ”
Resistomul” poate fi definit ca ansamblul tuturor genelor de rezistenta la antibiotice,
inclusiv a celor care circula In bacteriile patogene, producatorii de antibiotice si
organismele benigne non-patogene, gasite fie libere in mediu, fie comensale ale altor
organisme (D’Costa, 2006). Acesti asa-numiti producatori de antibiotice trdiesc in soluri si
sunt responsabili de uciderea majoritatii bacteriilor care traiesc In vecinatatea lor. Cu toate
acestea, unele dintre bacterii Incep sa dezvolte rezistenta la aceste produse naturale
(Wright, 2010).

Mai multe strategii diferite sunt cunoscute a fi folosite de bacterii pentru inducerea
rezistentei la antibiotice. Aceasta poate fi dobandita prin mutatie spontana in gena
codificatoare a proteinei tinta. Rezultatul acestor actiuni este reducerea sau blocarea
afinitatii fata de antibiotice. De asemenea, este posibil transferul orizontal al genelor de
rezistentd la antibiotice de la alte bacterii (Hassan si colab., 2012).

Mecanismele in care un produs genic cu rezistentda la antibiotice poate actiona includ
degradarea enzimatica a antibioticului, modificarea situsului tinta al antibioticului sau
pomparea antibioticului care intra din celuld printr-un mecanism de transport. Toate
aceste procese contribuie la producerea unei infectii care este foarte greu de tratat,
deoarece produce bacterii foarte rezistente, cum ar fi Escherichia coli sau Staphylococcus
aureus rezistent la meticilind (MRSA) (Overbye si Barrett, 2005; Reynolds si colab., 2004).
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How Antibiotic Resistance Spreads
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Figura 1. Reprezentarea schematica a raspandirii rezistentei antimicrobiene.

(https://www.biomerieuxconnection.com/2018/07 /12 /explain-antimicrobial-resistance-
friends-family-infographics).

Mecanismul de inactivare a antibioticelor de catre bacteriile care contin enzime speciale
este bine documentat si cel mai bun exemplu este (-lactamaza. Aceasta enzima scindeaza
inelele -lactamice si, prin urmare, inactiveaza antibiotice 3-lactam. Dezvoltarea rezistentei
la fluorochinolone, aminoglicozide si penicilinda duce la capacitatea redusa de a intra in
celula, dar poate fi depasita prin cresterea concentratiei de medicament Bacteriile care
contin gene rezistente la tetracicline produc o eliminare crescuta a acestui antibiotic. De
asemenea, eritromicina, cloramfenicolul si ciprofloxacina au dezvoltat mecanisme similare
de rezistenta.
Activitatea unor antibiotice poate fi blocata de modificari structurale la unele bacterii, de
ex. proteinele responsabile de sinteza peretelui celular al enterococilor au afinitate scazuta
pentru cefalosporine. Genele de rezistenta purtate pe plasmide pot fi, de asemenea,
implicate in eliminarea situsului de legare, ceea ce duce la rezistenta la macrolida si
lincosamidi. In plus, pot fi produse situsuri alternative de cuplare care fac ca bacteriile si
fie rezistente la actiunea antibioticelor (Levy, 2002).

Un grup de molecule care poate fi utilizat pentru a intensifica lupta cu rezistenta la
antimicrobiene include peptidele antimicrobiene (AMP). In organismele multicelulare,
AMP sunt implicate in prima linie de aparare Impotriva microorganismelor daunatoare, iar
in bacterii sunt mediatori in procesul de anihilare a altor bacterii Exista un numar mare de
microorganisme, inclusiv bacterii Gram-pozitive si Gram-negative, ciuperci si virusi, care
pot fi eliminate cu succes folosind AMP. De asemenea, multe AMP-uri au demonstrat
activitate impotriva bacteriilor rezistente la mai multe medicamente, iar tendinta de

Contract 7PCCDI, COD: PN-III-P1-1.2-PCCDI-2017-0361


https://www.biomerieuxconnection.com/2018/07/12/explain-antimicrobial-resistance-friends-family-infographics
https://www.biomerieuxconnection.com/2018/07/12/explain-antimicrobial-resistance-friends-family-infographics

Raport privind determinatorii infectiei: indicatori genetici.

dezvoltare a rezistentei antimicrobiene este diminuata atunci cand se utilizeaza AMP
(Hassan si colab., 2012)..

Cu toate acestea, efectul peptidelor antimicrobiene pot rezista mai multi agenti patogeni
microbieni. Aceste sisteme de rezistenta includ distrugerea peptidelor antimicrobiene prin
digestia proteolitica, schimbarea tintei peptidelor antimicrobiene precum membrana
microbiana si Indepartarea peptidelor antimicrobiene de la locul lor de actiune folosind
pompe de eflux sau prin modificarea compozitiei suprafetei celulare (Rio-Alvarez si colab.,
2012; Tavares si colab., 2013).

Importanta rezistentei antimicrobiene in mastita bovina

Mastita bovind constituie una dintre cele mai importante boli bacteriene din punct de
vedere economic In fermele de lapte. Boala in sine implica inflamatia glandelor mamare
indusa cel mai frecvent de o infectie intramamara bacteriana cauzata de diverse tulpini
bacteriene, inclusiv Streptococcus, Staphylococcus si Escherichia. Aparitia infectiilor cu
mastita necontrolata creste costul tratamentului si provoaca pierderi in productia de lapte
datorita cresterii numarului de celule somatice si a numarului total de germeni. Utilizarea
antibioticelor in tratamentul mastitei bovine este implicata in crearea de bacterii rezistente
in lantul alimentar si poate duce la reziduuri de medicamente in lapte. Laptele este apoi
consumat de om si se pot observa efecte adverse asupra sanatatii acestuia. Reactiile de
hipersensibilizare pot fi produse persoanelor sensibile prin prezenta reziduurilor de
medicamente si poate fi, de asemenea, indusa rezistenta la antibiotice. Un alt aspect
important al prezentei reziduurilor de medicamente implica schimbarea calitatilor laptelui
crud, in special atunci cand se utilizeaza culturi starter pentru productia de branza si iaurt
(Oliver si colab., 2012).

Tratamentul de pasteurizare ultra-inalt este important in procesul de distrugere a
bacteriilor patologice; cu toate acestea, nu reduce sau Indeparteaza medicamentele
reziduale. Pentru protectia oamenilor impotriva efectelor nocive ale reziduurilor de
antibiotice din lapte, Organizatia pentru alimentatie si agricultura (FAO) si Uniunea
Europeana (UE) au stabilit niveluri maxime de reziduuri (LMR) de 1,5, 0,2 si 4,0 pg / ml
pentru reziduurile din lapte de neomicina , streptomicina si penicilind G (Babapour si
colab., 2012; Park si colab., 2016).

Unele dintre cele mai des utilizate antibiotice utilizate 1n tratamentul mastitei bovine
includ:

i) penicilina G, care suprima proliferarea bacteriana prin interferarea cu ansamblul
peretelui celular,

ii) streptomicina, care inhiba cresterea bacteriana prin interferarea cu sistemele de
sinteza peptidica a bacteriilor,

iii) neomicina, care actioneaza prin legarea regiunii pentru traducerea mARN si
citirea mesajelor si perturbarea functiilor acestuia (Park si colab., 2016).

Prin urmare, este foarte important sa controlam modul in care sunt utilizate antibioticele in
tratamentul mastitei bovine, pentru a proteja atat animalele, cat si oamenii. Mai mult, se
poate Intdmpla adesea ca alegerea aleatorie a antibioticelor utilizate pentru tratament fara

Contract 7PCCDI, COD: PN-III-P1-1.2-PCCDI-2017-0361



Raport privind determinatorii infectiei: indicatori genetici.

teste adecvate sa nu reduca severitatea infectiei si sa creasca doar cantitatea de reziduuri
de medicamente din lapte.

Din punctul de vedere al unui fermier, productia si livrarea cantitatilor maxime de lapte de
inalta calitate este un obiectiv foarte important. Mastita bovina este factorul cel mai agresiv
care duce la pierderea calitatii laptelui. S-a demonstrat anterior ca ugerele sunt mai
sensibile la noile infectii intramamare in repausul mamar timpuriu (cand nu exista
lactatie). Un alt punct critic, cu o susceptibilitate crescuta la mastita, este localizat in
perioada apropiata de fatare. Se presupune ca aceasta se refera la modificarile fiziologice
care apar la nivelul glandei mamare. Prin urmare, perioadele timpurii si tarzii ale
repausului mamar sunt considerate cele mai importante perioade pentru controlul mastitei
bovine (Ruegg, 2013).

Se recomanda ca toate sferturile mamare ale tuturor vacilor intretinute impreuna sa fie
tratate cu antibiotice aprobate pentru utilizare la dupa ultima mulsoare a lactatiei.
Acest proces este aplicat pentru eradicarea infectiilor prezente in perioada de lactatie
tarzie si pentru prevenirea noilor infectii in repaus mamar timpuriu, moment cu cea mai
mare susceptibilitate la noile infectii. Controlul mastitei in repaus mamar se realizeaza si
prin terapia cu antibiotice la momentul intarcarii (Ruegg, 2013).

Antibioticele care sunt cele mai frecvent utilizate In fermele de vaci lactante includ
penicilind, cefalosporina, streptomicina si tetraciclind. Administrarea de antibiotice la
intregul efectiv este adesea practicata ca strategie de prevenire. Avantajele generale ale
utilizarii antibioticelor in fermele de vaci lactante implicd vaci mai sandtoase si mai
productive, incidenta scazuta a bolilor, reducerea mortalitatii, scaderea cantitatii de agenti
patogeni si producerea de cantitati mari de lapte de Tnalta calitate destinate consumului
uman. Desi exista multe beneficii ale utilizarii antibioticelor in fermele de lapte, intr-o mare
masurd aceastd abordare este responsabilda pentru aparitia rezistentei antimicrobiene
(Oliver si colab., 2012).

Ca o abordare alternativa, a fost propusa o Incetare completa a consumului de antibiotice in
gestionarea organica a fermelor de vaci lactante. Cu toate acestea, aceastd metoda poate
duce la cresterea incidentei mastitei clinice si la cresterea costurilor pe termen lung. in
plus, poate dura ani buni pana la reducerea numarului de bacterii rezistente in mediu.
Avand in vedere produsele lactate, siguranta alimentara si sanatatea animalelor, utilizarea
antibioticelor in prevenirea infectiilor bacteriene poate fi considerata etica din cauza lipsei
de optiuni alternative la fel de eficiente. Imbunititirea metodelor de adipostire, a
sistemelor de administrare si a ratiilor furajere permit obtinerea unui control mai mare
asupra incidentei mastitei. Vaccinurile, probioticele si alte mijloace terapeutice veterinare
consacrate, inclusiv masurile de biosecuritate, carantinele si practicile de crestere a
animalelor sunt utilizate pentru a preveni si a restrictiona aparitia bolii (Tikofsky si colab.,
2003).

Ipotezele proiectului sunt:

e de a verifica daca probele de lapte de la vacile cu mastita confirmata vor transporta
plasmide bacteriene care contin gene de rezistenta la antimicrobiana la cele mai utilizate
antibiotice,
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e corelarea rezultatelor cu tratamentul utilizat in prezent in fermele de lapte din Romania,
iar rezultatul cercetarii ar putea oferi sfaturi fermierilor cu privire la antibiotice care
trebuie evitate atunci cand se trateaza mastita bovina,

» sa stabileasca un model experimental de mastita (de exemplu, la soarecii de laborator),
care ar putea fi utilizat apoi pentru a testa optiuni alternative de tratament.

1.2. Materiale si metode
1.1.2. Colectarea probelor bacteriene

Probele au fost colectate de la vaci din canalul mamelonar cu eSwab si au fost cultivate pe
mediu de cultura cu sange - Columbia blood agar si incubate la 37 ° C timp de 24 de ore.
Dupa perioada de incubatie, coloniile bacteriene au fost izolate, bacteriile Gram pozitive au
fost repicate pe medii de agar cu sange (5% sange de berbec) - Columbia blood agar si
bacteriile Gram negative pe agar MacConkey. Placile au fost incubate timp de 24 de ore la
37 ° C. Colonia bacteriana a fost introdusa in tuburi Eppendorf cu 0,5 ml de bulion.

1.1.3. Extractia ADN-ului

ADN-ul a fost extras folosind kitul de extractie pentru sange si tesut QIAGEN DNeasy. 1,5 ml
culturi de celule bacteriene au fost centrifugate timp de 10 minute la 7500 rpm.
Supernatantul a fost aruncat si peletul a fost resuspendat in 180 pul de Buffer ALT. S-au
adaugat 20 pl de proteina K si proba s-a amestecat prin vortexare si s-a incubat la 56 ° C
pana cand tesutul a fost complet lizat (timp de cel putin 30 de minute). Esantionul a fost
vortexat ocazional in timpul incubarii pentru a dispersa proba. Dupa terminarea incubarii,
proba a fost din nou vortexata timp de 15 secunde. Dupa aceea, 200 pl de Buffer AL s-au
adaugat la proba si s-au amestecat bine prin vortexare. Apoi, s-au adaugat 200 pl de etanol
si proba s-a amestecat bine, din nou. Amestecul a fost pipetat in DNeasy Mini spin column
plasata intr-un tub de colectare de 2 ml.

Proba a fost centrifugata la 8000 rpm timp de 1 minut. Tubul de colectare cu fluxul a fost
aruncat. Coloana de centrifugare DNeasy Mini a fost plasata intr-un nou tub de colectare de
2 ml, s-au adaugat 500 pl de Buffer AW1, iar proba a fost centrifugata la 8000 rpm timp de
1 min. S-a aruncat din nou tubul de colectare impreuna cu lichidul. Coloana de centrifugare
DNeasy Mini a fost plasata intr-un nou tub de colectare de 2 ml, s-au adaugat 500 pl de
Buffer AW2 si s-a centrifugat proba la 14000 rpm pentru a usca membrana DNeasy.
Coloana de centrifugare DNeasy Mini a fost plasata intr-un tub Eppendorf curat de 1,5 ml si
200 pl de DNase free water a fost pipetata direct pe membrana DNeasy. Proba a fost
incubata la temperatura camerei timp de 1min, apoi centrifugata timp de 1 min la 8000
rpm pentru a se exprima. Probele au fost pastrate la -202C. Concentratia de ADN a fost
cuantificata folosind o placa NanoQuant (Tecan) si absorbtia la 260nm / 280 nm a fost
madsurata pentru a indica puritatea ADN-ului (1,6-1,8 indica ADN relativ pur).

1.1.4. Derularea reactiei qPCR:

Reactiile PCR cantitative au fost efectuate cu ajutorul unui termocicler Agilent. Pentru
fiecare 20 ul din reactia totald, s-au adaugat 12,5 pul de amestec SYBR Green (Agilent), 1 pl
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din fiecare primeri inainte (FW) si invers (RV) (tabelul 1), 25ng de ADN bacterian si apa.
Amestecul principal constituit din primerii SYBR Green, FW si RV a fost realizat pentru
fiecare set de primer. Apa a fost ajustata in functie de concentratia de ADN a probei date.
Genele care au fost testate pana in prezent au inclus:

ampC - rezistentd la antibiotice beta lactam, cefalosporine,
blaZ - rezistenta la antibiotice beta lactam,

ermB - rezistenta la lincosamida, macrolida,

ermC - rezistenta la eritromicina,

mecA - rezistenta la meticilina,

tetK - rezistenta la tetraciclina.

Alte gene de rezistenta care vor fi testate In urmatoarele saptamani:

cfr - rezistenta la fenicol, lincosamida,
aac(6’)aph (2”) - rezistentd la aminoglicozid,
msrA - rezistenta la meticilina,

vanA - rezistenta la vancomicina.

Tabel 1. Seturi de amorsare a genelor cu rezistentd antimicrobiana (AMR) utilizate in

proiect.
Nume Secventa
cfr_ FW ATGAATTTTAATAATAAAACAAAG
cfr_ RV TACACCCAAAATTACATCCG
ampC_FW TGAGTTAGGTTCGGTCAGCA
ampC_RV AGTATTTTGTTGCGGGATCG
blaZ_FW ACTTCAACACCTGCTGCTTTC
blaZ_RV TGACCACTTTTATCAGCAACC
aac(6’)aph (2”")_FW | GAAGTACGCAGAAGAGA
aac(6’)aph (2”)_RV ACATGGCAAGCTCTAGGA

tetK_FW

GTAGCGACAATAGGTAATAGT

tetK_RV GTAGTGACAATAAACCTCCTA
msrA_FW GCAAATGGTGTAGGTAAGACAACT
msrA_RV ATCATGTGATGTAAACAAAAT
ermC_FW ATCTTTGAAATCGGCTCAGG
ermC_RV CAAACCCGTATTCCACGATT
ermB_FW CATTTAACGACGAAACTGGC
ermB_RV GGAACATCTGTGGTATGGCG
mecA_FW CTGATGGTATGCAACAAGTCG
mecA_RV TGAGTTCTGCAGTACCGGATT
vanA_FW ATAAAGCGCTCGGCTGTAGA
vanA_RV GAAACCGGGCAGAGTATTGA
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In stadiul actual al proiectului, probele sunt prelucrate doar pentru identificarea
secventelor de gene cu rezistenta antimicrobiana. Cu toate ca, tehnica cantitativa de
biologie moleculara PCR este utilizatd, in aceasta etapa ne concentram asupra faptului ca
esantioanele sunt doar genele de rezistenta AMR pozitive sau negative. Dupa finalizarea
screeningului initial al probelor pentru prezenta genelor AMR, se vor realiza analize
suplimentare ale genomului S. aureus si E.coli folosind sistemul microarray cu tintele care
contin cel mai mare numar de gene AMR.

1.3. Rezultate

Primele etape ale proiectului au implicat crearea de protocoale pentru tehnicile de biologie
moleculara care urmau sa fie utilizate.

Pasii esentiali au inclus:

e extragerea cu succes a ADN-ului bacterian dintr-un volum relativ mic de proba,
e pregatirea echipamentelor pentru evaluarea concentratiei si calitatii ADN-ului,
e obtinerea unui volum suficient de ADN si ADN de calitate acceptabil3,

e testarea primelor pentru genele de rezistenta antimicrobiana,

» testarea protocolului gPCR.

Dupa efectuarea extractiei de ADN bacterian, pentru a verifica randamentul si calitatea
probelor analizate In proiect, spectrofotometrul Tecan NanoQuant a fost testat folosind
probe de ADN cu concentratii cunoscute, masurate anterior de NanoDrop in alt laborator.
Calibrarea aparatului a fost confirmata de citirile similare ale concentratiei de ADN si a
calitatii ADN-ului.

Testarea amplificarii qPCR a fost efectuata utilizdnd proba de ADN standard de
Staphylococcus aureus (furnizat de compania ATCC) cu primerii genei cu rezistenta la
aminoglicozide (aac (6 ”) aph (2”)). S-a aratat anterior ca Staphylococcus aureus este
rezistent la medicatia aminoglicozidica, acesta fiind motivul alegerii acestei tehnici pentru
validarea protocolului.

Dupa efectuarea reactiei qPCR, curba de amplificare a ADN-ului incepand cu cel de-al 12-
lea ciclu in timpul etapei de normalizare a reactiei PCR a confirmat acuratetea si
corectitudinea setdrii experimentale (figura 2.).

Dupa testarea initiala a protocolului, ADN-ul bacterian a fost extras din culturile de probe
prelevate din canalul mamelonar, iar concentratia de ADN obtinuta a fost satisfacatoare in
scopul stabilirii reactiei cantitative in lant a polimerazei. Orice proba cu amplificare
incepand cu cel de-al 40-lea ciclu al etapei de normalizare a reactiei PCR au fost
considerate negative (Figura 3.).
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Figura 2. Testarea protocolului qPCR folosind ADN-ul Staphylococus aureus (ADN-ul
bacterian standard furnizat de compania ATCC) cu ajutorul unui set de primeri aac (6 ”)
aph (2”). A avut loc si amplificarea prevazuta a genei cu rezistenta la aminoglicozide
prezentata anterior in literatura de specialitate publicata.

Figura 3. Graficul de amplificare reprezentativ al probelor testate pentru prezenta
urmatoarelor gene AMR (ampC- beta lactam, cefalosporine, blaZ-beta lactam, ermB -
lincosamida, macrolida, ermC - eritromicind, mecA - rezistenta la meticilina, tetK -
rezistenta la tetraciclina).
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In majoritatea probelor testate pana in prezent (n = 42, de la trei ferme lactante diferite),
genele de rezistenta ampC (36 din 42) si blaZ (40 din 42) au evidentiat rezistenta la
tratamentul cu antibiotice beta lactam si cefalosporine. A fost evidentiata o prezenta
variabila a altor gene AMR testate inclusiv ermB, care arata rezistenta la lincosamida si
macrolida (15 din 42), ermC (12 din 42), mecA rezistent la meticilina (18 din 42) si tetK,
rezistent la tetraciclina (33 din 42) (figura 4.).

Antimicrobial genes detected
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Figura 4. Imagine reprezentativa a genelor AMR detectate in primul lot de identificare a
genei AMR a culturilor de lapte mastitic.

in aceasti etapa a proiectului, nu includem analiza statisticd a rezultatelor noastre,
deoarece va fi adaugat un numar semnificativ de probe si acest lucru ar putea provoca
concluzii eronate. Cu toate acestea, putem confirma acum ca fenomenul de rezistenta
antimicrobiana este foarte prezent la vacile lactante si in laptele lor, reprezentand o
amenintare semnificativa pentru sanatatea umana.
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1.4. Concluzii si activitati viitoare

Avand in vedere ca proiectul este inca in desfasurare, nu putem trage concluzii definitive in
acest moment. Cu toate acestea, ceea ce am confirmat pana acum este faptul ca fenomenul
de rezistenta antimicrobiana este foarte prezent in fermele de vaci lactante din Romania si
ca se regasesc in numar foarte mare genele de rezistenta antimicrobiana in probele deja
testate. Mai mult decat atat, rezistenta la antibiotice beta lactam si cefalosporine este cel
mai frecvent Intalnita in probele noastre.

In urmatoarea etapi a studiului nostru de cercetare, vom creste numarul de vaci cu cazuri
de mastita testate si vom creste numarul de ferme de unde sunt colectate probele. De
asemenea, vom testa gene suplimentare de rezistenta antimicrobiana care au fost anterior
validate in alte studii publicate In literatura. Probele cu cel mai mare numar de gene de
rezistenta prezente vor fi selectate pentru analiza microarray de rezistenta antimicrobiana
unde mult mai multe gene pot fi testate simultan.

Una dintre cele mai mari provocari ale proiectului nostru implica dificultatea de a include
controale pozitive si negative la fiecare pas al analizei. Prin urmare, este extrem de
important ca tehnicile utilizate in proiect sa fie realizate la cel mai Tnalt nivel de acuratete si
cu cel mai mic risc de contaminare incrucisata intre probe.

Un alt obstacol este acela ca s-a dovedit dificil sa se gaseasca probe de ADN standard cu
rezistentd confirmata la toate antibioticele selectate. Prin urmare,un procent din
determinadri sunt neconfirmate pana cand se gasesc sau sunt disponibile metode mai bune
de validare a tehnicilor noastre. De asemenea, suntem inca in fazele incipiente de a realize
contacte internationale si de a dezvolta colaborari de cercetare cu alti oameni de stiinta
,aici, in Romania si in strdindtate si, odata acestea stabilite, este posibil sa putem obtine
cateva probe de control care au fost utilizate in rezultatele publicate de alte laboratoare de
cercetare.

Cu toate acestea, etapele parcurse pana in prezent demonstreaza ca suntem capabili sa
generam date de inalta calitate si noi si, odata incheiat studiul nostru, putem oferi indicatii
si indrumari fermierilor in ceea ce priveste alegerea celor mai bune optiuni de tratament si
prevenire a mastitei.

Experimentul suplimentar la care suntem in prezent in procesul de proiectare include
stabilirea modelului de mastita de soarece. Acest model s-ar dovedi util in situatia in care
sunt Incercate noi abordari terapeutice si de diagnostic ale mastitei bovine precum si
atunci cand testarea acestora la vaci lactante este imposibila din punct de vedere fizic si
economic.

Modelul experimental presupune administrarea unui agent care induce mastita la glanda
mamara atunci cand un soarece alapteaza. Evolutia bolii va fi observata impreuna cu
examinarea gazda- raspuns imun.

Pot exista unele dificultati tehnice asociate cu crearea modelului, in special in ceea ce
priveste marimea soarecilor, manipularea tesutului si prelevarea de probe, in mod deosebit
cu asigurarea accesului la canalul mamelonar si inocularea bacteriilor pentru a induce
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experimental mastita. Aceste potentiale obstacole pot fi depasite cu ajutorul unui numar
suficient de mare de repetari.

Un alt avantaj al creadrii acestui model la soareci este eficientizarea costurilor si reducerea
timpului in comparatie cu celelalte animale mai mari. Utilizarea tulpinilor consangvinizate
cu profilul lor genetic identic ajuta la furnizarea de rezultate semnificative statistic cu un
numar mai mic de animale (Ingman si colab., 2015).

Datorita faptului ca modelele de boala sunt deseori configurate la soareci, exista un numar
mare de anticorpi disponibili impotriva antigenelor de soarece precum si tehnici de
imunohistochimie / imunofluorescenta pentru a studia expresia diferitelor proteine
asociate glandei mamare.
Exista mai multe protocoale disponibile atunci cand se iau in considerare modelele
experimentale de soareci folosite pentru a studia mastita. In unele dintre acestea,
intarcarea descendentilor are ca rezultat involutia glandei mamare. Mai mult, unele
protocoale necesita administrarea de produse bacteriene care stimuleaza inflamatia fara a
provoca infectia activa, In timp ce altele administreaza agenti patogeni vii (Catalani si
colab., 2013; Thompson si colab., 2013).

Exista anumite cerinte ale modelului experimental al mastitei la murine care trebuie
indeplinite pentru a avea succes. Puii trebuie indepartati de la femela care aldapteaza in
momentul inducerii mastitei, deoarece suptul lor poate provoca o inductie variabila a bolii
daca agentul care induce mastita este inclus intr-o solutie apoasa.

O alta abordare experimentala pentru studierea procesului de involutie implica intarcarea
fortata care presupune indepartarea permanenta a progeniturilor de la mama care
alapteaza. Aceasta actiune provoaca o acumulare rapida de lapte in glanda mamarag, care la
randul sau produce moartea celulelor epiteliale alveolare.

Prin inducerea proceselor intense de remodelare a tesuturilor, arhitectura glandei mamare
revine la starea anterioara lactatiei si se pot observa cresteri ale nivelului de molecule
precum kappa B si oxidul nitric, impreuna cu infiltrarea macrofagelor. Totusi, aceasta
intarcare fortata poate fi considerata o complicatie serioasa a analizei inductiei mastitei din
cauza Incetarii lactatiei. Atunci cand laptele nu mai este produs, nu este posibila studierea
evolutiei sau rezolvarii bolii (Ingman si colab., 2015).

De asemenea, evaluarea functionalitatii glandei mamare impreuna cu evaluarea impactului
bolii asupra alimentatiei cu lapte nu mai sunt posibile.

Cu toate acestea, exista si multiple beneficii ale intarcarii fortate. Odata cu Indepartarea
brusca a descendentilor de la mama3, exista o acumulare de lapte in canalele galactofore, iar
acest lapte retinut poate fi un factor predispozant la mastita (Amir, 2014).

Exista un numar mare de bacterii care pot fi utilizate pentru a induce experimental mastita
la murine incluzand Escherichia coli si Staphylococcus aureus, care sunt tulpinile de interes
din proiectul nostru. Metodologia obisnuita aplicata la modelele de mastita la soareci
necesita administrarea de bacterii vii in glanda mamara si studierea raspunsului acut peste
24 pana la 48 de ore dupa infectie. Utilizarea bacteriilor vii pentru a induce mastita la
soareci necesita o monitorizare foarte atenta a stdrii de sanatate, deoarece starea generala
a unui animal poate fi rapid compromisa de infectia in curs de dezvoltare. Socul septic a
fost raportat anterior intr-o infectie experimentala cu tulpini de S. aureus. S-a raportat o
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scadere brusca a temperaturii corpului (chiar o scadere de 82C) in primele 24 de ore dupa
infectie, impreunad cu un raspuns inflamator sistemic urmat de o stare de suprimare a
raspunsului imun (Doi si colab., 2009; Ingman si colab., 2015).

Administrarea produselor generate de catre bacterii, spre deosebire de utilizarea
bacteriilor vii, nu prezinta acelasi risc de reactie sistemica si nu ar compromite sanatatea
soarecilor, dar nu este posibila studierea reactiei sistemului imunitar la infectia cu bacterii
active. Aceasta abordare experimentald poate fi de mare ajutor in studierea raspunsului
inflamator al gazdei care include modificari ale comportamentului celular si in expresia
citokinelor si a mediatorilor inflamatori intracelulari. In plus, noi strategii terapeutice pot fi
studiate folosind aceastd abordare (Amir, 2014).

Un alt aspect important al infectiei cu mastita experimentala este alegerea unei substante
purtdtoare in care sunt incluse bacteriile. Cand se utilizeaza un diluant apos (de exemplu,
ser fiziologic), raspandirea acestei substante in glanda mamara produce un raspuns imun
acut care poate provoca o reactie sistemica sau septicemie. Utilizarea Matrigel (amestec
gelatinos de proteine, care este lichid la 42C si devine solid la temperatura corpului) ca
agent de inducere a mastitei a prezentat mai multe avantaje in comparatie cu solutiile
apoase. Matrigel ramane localizat in regiunea specifica glandei mamare, deoarece formeaza
un dop solid in canalul mamelonar. Cu aceasta substanta nu este nevoie de intarcarea
fortata a puilor, deoarece acestia pot continua sa suga. Un alt beneficiu al utilizarii Matrigel
este posibilitatea de a studia intregul curs al bolii, de la infectie pana la rezolutie, fara
incetarea lactatiei si inducerea remodelarii glandei mamare (Glynn si colab., 2014).

Stabilirea cu succes a generdrii unui model experimental de mastita la murine In
laboratorul nostru s-ar dovedi utila, nu numai in caracterizarea raspunsului imun la diversi
germeni care induc mastita, ci si in scopul dezvoltarii unor optiuni alternative de
tratament, de ex. cu bacteriofagi. Sunt cateva moduri de testare a eficacitatii modelului
pornind de la evaluarea tulpinilor bacteriene utilizate in aceasta infectie experimentala.
Bacteriile trebuie evaluate pentru capacitatea lor de a forma biofilm si pentru capacitatea
lor de motilitate.

Toate procedurile efectuate pe animale, planificate In acest proiect, vor fi efectuate cu
aprobarea Comitetului etic si in conformitate cu Directiva UE 2010/63 / UE ,privind
protectia animalelor utilizate in scopuri stiintifice”. Infectia experimentala va fi realizata cu
atentie, cu concentratii minime de cultura bacteriana descries in lucrari stiintifice publicate
anterior si fara a depasi limitele de gravitate prevazute in Directiva UE. Sanatatea
animalelor va fi monitorizati constant pentru a evita compromiterea bunistirii lor. In
cazul oricaror semne de reactie sistemica la infectie sau suferinta severd, animalele vor fi
sacrificate inainte de incheierea experimentului.

Una dintre propunerile experimentale ale modelului de mastita la soareci poate implica
utilizarea tulpinii de soarece Balb/c (consangvinizat). In acest protocol, soarecii care
alapteaza sunt anesteziati cu ketamina 10% si xilazina 2% si se practica ulterior o operatie
chirurgicala a mamelei prin tdierea canalelor mamelonare ale ultimelor doua glande
mamare abdominale (cele mai caudale, stanga si dreapta) (Duarte si colab., 2018).

Evaluarea raspunsului imun se va face prin masurarea nivelurilor de citokine implicate in
mastitd in glandele mamare recoltate prin procedeul mai sus mentionat (de exemplu IL-6,
TNF-q, IL-2, IFN-y, IL-4, IL-10 si IL-17) (Duarte si colab., 2018).
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Un alt pas foarte important al proiectului nostru va fi utilizarea tehnologiei ADN
microarray. Aceasta tehnica de biologie moleculara va facilita testarea prezentei sau
absentei genelor de rezistentd simultan, in timp ce se utilizeaza marcaje multiple. Cel mai
mare avantaj al acestei tehnici este reprezentata de faptul ca o cantitate semnificativa de
date privind rezistenta la antimicrobiene pot fi obtinute intr-un timp relativ scurt.

Cu toate acestea, este o tehnica destul de costisitoare in special datorita pretulului cipurilor
de ADN, iar orice eroare din timpul derularii experimentale poate genera rezultate fals
pozitive sau fals nagative. In plus, fiecare cip ADN poate fi utilizat o singurd dati, ceea ce
face imposibila corectarea eventualelor erori.

Pentru aceasta parte a proiectului, cautam oportunitati de instruire a cercetatorilor in
laboratoare cu experienta in tehnologia microarray, astfel Incat nici o greseala sa nu
intervind In timpul instaldrii experimentale si odata ce protocolul de lucru este stabilit,
acesta poate fi repetat fara erori.

Cel mai important obiectiv al studiilor care incorporeaza tehnologia microarray ADN este
reprezentat de evaluarea structurii populatiei, a modelelor de rezistenta fenotipice si
genotipice si a profilurilor genice de virulenta si rezistenta ale izolatelor bacteriene din
laptele bovinelor cu mastita pentru a furniza datele necesare in scopul adecvarii
tratamentului si prevenirii mastitei bovine.

In principiu, tehnologia microarray ADN este o colectie de secvente microscopice de ADN
atasate pe o suprafata solida care constituie un cip ADN (sau biocip). ADN Microarray
masoara nivelurile de exprimare ale unui numar mare de gene simultan sau genotipeaza
mai multe regiuni ale unui genom. Fiecare secventa ADN de pe un cip contine picomoli ai
unei secvente specifice de ADN, cunoscuti sub numele de markeri (numite si reporteri sau
oligonucleotide). Acesti marker ot contine o sectiune scurta a unei gene sau a unui alt
element ADN care sunt utilizate pentru hibridizarea esantionului tintd de ADN in conditii
foarte stricte (Shafee si Lowe, 2017).

Concentratia relativa a secventelor de acizi nucleici in celulele tinta se stabileste pe baza
hibridizarii markerului din celulele tinta si este detectata si cuantificata In mod curent prin
inregistrarea intensitatii emisiei de fluoroflor, argint sau a chemiluninescentei celulelor
marcate.

Tehnologia microarray ADN a fost utilizata pe larg 1In studiul rezistentei
antimicrobiene.Tehnica amplificarii liniare multiple a ADN-ului si hibridizarea microarray
permite caracterizarea markerilor specifici speciilor, genele conferind rezistenta la
substantele antimicrobiene, Impreuna cu determinanti de virulenta, cum ar fi genele care
codifica enterotoxine, leukocidine, hemolizine si componente de suprafata microbiana care
recunosc molecule de matrice adezive. Profilurile de microarray ADN obtinute sunt de
obicei convertite In siruri asemanatoare secventei “si programe de computer speciale sunt
disponibile pentru a prezenta datele” de secventd moleculara sub forma de retele
filogenetice (Kappeli si colab., 2019).

Protocolul detaliat pentru configurarea microarray ADN in laboratorul nostru va fi finalizat
in urmatoarele luni si vom putea utiliza aceasta tehnica de ultima generatie pentru analiza
probelor care deja s-au dovedit ca au gene de rezistenta in urma parcurgerii reactiei in lant
a polimerazei cu seturi de primeri AMR.
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1.5. Observatii finale

Rezistenta antimicrobiana reprezinta o amenintare reald pentru sanatatea oamenilor si a
animalelor. De asemenea, industria produselor lactate sufera pierderi economice
considerabile datorita cresterii rezistentei si erorile pot aparea la alegerea protocoalelor de
tratament si prevenire potrivite. Prevalenta mastitelor la bovine este asociata cu
deficientele In muls si igiena mediului de viata a vacilor. Infectiile cauzate de tulpini extrem
de patogene, cum ar fi S. aureus sau E. coli, sunt greu de tratat si sunt foarte dificile din
cauza cronicizadrii si a tendintei lor de a reaparea. Utilizarea de rutina a tratamentului cu
antibiotic in mastita este destul de controversata si discutabila din punct de vedere
economic (Peton si Le Loir, 2014).

In ciutarea optiunilor alternative de tratament, eforturile sporite sunt acum concentrate pe
vaccinuri. Unele studii sugereaza ca descrierea extinsa a fondului genetic al germenilor
izolati din mastita bovina ar putea fi de ajutor in identificarea proteinelor esentiale pentru
colonizare si infectie care ar putea servi drept biomarkeri in identificarea tintelor
vaccinului (Fluit, 2012; Klein si colab., 2012).

Tulpinile bacteriene strans inrudite impartasesc frecvent tiparele genelor de rezistenta si
s-a aratat ca buna cunoastere a epidemiologiei locale este esentiala si pentru alegerea
tratamentului antimicrobian in absenta datelor de sensibilitate bacteriana la actiunea
antibioticelor (Sakwinska si colab., 2011).

Importanta dezvoltarii stategiei de tratament pentru mastita bovina este relevanta in
contextul

intoxicatiei bacteriene transmisa prin alimente catre oameni. Mai ales cand infectia este
cauzata de bacteriile producadtoare de enterotoxine, care duc la simptome clinice violente.
Se impune luarea In considerare a multor aspecte legate de igiena atunci cand ne
propunem Inbunatatirea strategiilor de control al mastitelor la vaci (Kappeli si colab.,
2019).

In proiectul nostru de cercetare, profitim de o multitudine de tehnici de biologie
moleculara care pot fi utilizate In studiul rezistentei antimicrobiene. Combinarea
demersurilor bazate pe tehnici de laborator cu stabilirea unui model experimental in-vivo
pe soarece va genera un progres semnificativ al demersului nostru.

Cu toate ca aceste tehnici sunt utilizate pe scara larga de laboratoarele din intreaga lume,
este foarte important pentru noi sa stabilim protocoale fiabile si reproductibile pentru
utilizarea lor in unitatea noastra de cercetare. S-ar putea apoi realiza colaborari intre
diverse departamente si oameni de stiinta din diferite medii care s-ar familiariza cu
tehnicile disponibile.

Un alt avantaj al strategiei noastre de cercetare este accesul la mai multe site-uri (ferme) de
unde sunt colectate probele si prin includerea unui numar mai mare de animale, vom putea
furniza date valide cu privire la distributia pe scara larga a genelor de rezistenta
antimicrobiand la fermede de vaci de lapte din Romania.
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In ciuda faptului cd multe unititi mici si traditionale producitoare de lapte ar putea si nu
fie foarte deschise sa primeasca indrumari cu privire la tratamentul mastitei pe baza
datelor obtinute din cercetarile noastre si ar putea fi sceptice atunci cand sunt sugerate
abordari alternative si noi ale tratamentului, este obligatia noastra sa incercam sa
consolidam abordari moderne pentru pastrarea sanatatii umane si animale.

lapte precum si cresterea numarului de ferme de vaci de lapte In Romania si, in consecinta,
de a creste bundstarea animalelor. Aceste modificari ar contribui, de asemenea, la
furnizarea de lapte si produse lactate mai sanatoase si la reducerea riscului zoonotic
pentru fermieri si ingrijitori care pot determina raspandirea in randul populatiei.

Vom urmari utilizarea tuturor optiunilor oferite in cadrul acestui proiect de cercetare
pentru a obtine rezultate de cea mai inalti calitate posibili. In etapa finald a proiectului,
vom corobora toate datele si vom efectua o analiza extinsa a datelor cu scopul publicarii
manuscrise Intr-o publicatie ISI.
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