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R.1.1.3 Ancheta retrospectiva privind rezistenta microbiana la
produsele antimicrobiene

Intocmirea prezentului raport cu categoria de activitate Cercetare fundamentala,
din cadrul Proiectul 1:

Consolidarea bazei de cunostinte si a dovezilor prin supravegherea consumului
si screening-ului sensibilitatii la produse antimicrobiene, a presupus o anchetare
amanuntita a bibliografiei din domeniul Rezistentei la antimicrobiene (R.A.M.), de la
inceputurile acestui fenomen si pana in prezent.

Plecand de la problemele si ingrijorarile actuale in ceea ce priveste RAM, s-a
mers in trecut pentru o trecere in revista a tuturor elementelor implicate, care au dus
la situatia de astazi.

in timp, rezistenta la antimicrobiene a devenit o problema majoré, iar gravitatea
acesteia este preconizatd sa se inrautateasca in viitorul apropiat. S-a dovedit ca
rezistenta la antibioticele de origine animala contribuie semnificativ la rezistenta
globalad la antibiotice, si in acord cu medicina umana si tinand cont de mediul
inconjurator trebuie luate masuri pentru a face fata acestei situatii alarmante.

Astfel, in ancheta retrospectiva privind rezistenta la antimicrobiene, momentul
de la care am incercat sa privim in spate a fost cel in care impactul RAM este
recunoscut la nivel global, cuprinzand o descriere succinta a celor mai importante
evenimente, cercetari si discutii legate de aparitia si raspandirea RAM, a tuturor
microorganismelor cu rezistenta dovedita la produsele antimicrobiene, precum si
modul cum a evoluat cercetarea acestui fenomen in medicina veterinara si abordarea
One-Health in ceea ce priveste RAM.

IMPACTUL R.A.M.

De céteva decenii, rezistenta la antimicrobiene (RAM) reprezintd o amenintare
tot mai mare pentru tratamentul eficient al unei game tot mai mari de infectii, cauzate
de bacterii, paraziti, virusuri si fungi. RAM are ca rezultat o eficacitate redusa a

produselor antibacteriene, antiparazitare, antivirale si antifungice, ceea ce face ca
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tratamentul pacientilor sa fie dificil, costisitor sau chiar imposibil. Impactul asupra
pacientilor deosebit de vulnerabili este cel mai evident, rezultdnd Tn cronicizarea
bolilor si mortalitate crescuta (112).

Rezistenta la antimicrobiene (RAM) reprezinta capacitatea microorganismelor
de a deveni rezistente la efectul substantelor antimicrobiene (incluzand aici:
antibioticele, medicamentele antivirale, antifungicele si antiprotozoaricele), la care,
anterior, aceste microrganisme au fost sensibile (14, 15, 116).

De fapt RAM este consecinta evolutiei, a selectiei naturale si a mutatiei
genetice, aceasta mutatie prin transmitere conferind rezistenta. Utilizarea pe scala
largéa a medicamentelor, si in special a antiinfectioaselor, exercitd o presiune
semnificativa asupra microorganismelor si astfel amplifica viteza aparitiei si selectiei
de microorganisme rezistente in populatiile umane si animale (8, 30, 31).

Antimicrobienele reprezintd o categorie importantd de substante active folosite
in profilaxia si tratamentul bolilor infectioase, cu scopul de a pastra statutul de
animale sanatoase si totodata productivitatea crescuta (48). In ciuda acestor
aspecte, utilizarea in cantitati mari si pe scara largd a acestor substante a fost
considerata factorul declansator al emergentei, selectiei si multiplicarii
microorganismelor antibiorezistente, atat in medicina veterinara cét si in cea umana
(43, 60, 79, 114).

Unul dintre primele avertismente cu privire la impactul clinic si societal al
rezistentei la antibiotice a fost cel al lui Alexander Fleming in cadrul prelegerii sale
Nobel ,Penicilina” din 1945, dupa cum urmeaza:

.Poate sa vind momentul in care penicilina poate fi cumpdarata de oricine din
magazine. Apoi, existd pericolul ca omul ignorant s& se supuna usor in doza si
expunandu-gi microbii la cantitati neletale de droguri sa le facé rezistente. lata o
ilustrare ipoteticd. Domnul X. are dureri in gat. Cumpéara niste penicilind si o
administreaza, nu suficient pentru a ucide streptococii, ci suficient pentru a-i educa
pentru a rezista penicilinei. Apoi isi infecteaza sotia. Doamna X primeste pneumonie
Si este tratatd cu penicilind. Deoarece streptococii sunt acum rezistenti la penicilind,
tratamentul nu reuseste. Doamna X moare. Cine este principalul responsabil pentru
moartea doamnei X ?” (11).

Conform datelor de specialitate in Europa, un pui este tratat cu antibiotice de

2,3 ori pe parcursul scurtei sale existente, iar un porc de 5,3 ori.
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\in ferme, administrarea constantd de antibiotice duce la achizitia si la
amplificarea rezistentei bacteriilor la antibioticele folosite fara masura. Transferate la
om, in principal prin consum de carne, bacteriile rezistente vor impiedica eventualele
tratamente cu antibiotice ale acestora (39, 107, 110).

In Germania se arata ca peste jumatate din carnea de pui din supermarket-uri
este contaminata cu bacterii rezistente la antibiotice. Multi oameni nu pot nici macar
constientiza ca industria zootehnica se numara printre cei mai mari consumatori de
antibiotice (41).

Conform unor studii, 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
ingrasamant in agricultura. Astfel, bacteriile sunt expuse la antibiotic in mod constant
si devin rezistente la acestea. 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”(115).

Amploarea si impactul RAM la nivel mondial pentru sanatatea umana, precum
si asupra costurilor pentru sectorul asistentei medicale, dar si impactul social, sunt
inca In mare parte necunoscute. Au fost incercate unele estimari ale efectelor
economice ale RAM, iar constatarile sunt: costul anual pentru sistemul de sanatate
din SUA a fost estimat intre 21 si 34 miliarde USD, cu peste 8 milioane de zile
suplimentare de spitalizare (112).

Din datele EMEA si ale Comisiei Europene, rezistenta la antimicrobiene este
responsabila, in UE, de 25.000 morti in fiecare an (35), costurile crescute pentru
sistemul medical si scaderea productivitatii atingadnd cel putin 1,5 miliarde de euro
(100).

In India, infectile neonatale antibiotic-resistente sunt cauza decesului a
aproximativ 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 confirmata 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
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american cu 20 de miliarde de USD in plus, in fiecare an (77).

in lume se estimeaza c4, in fiecare an, infectiile rezistente la medicamente
conduc la decesul a cel putin 700.000 de pacienti (vezi fig. 1) si genereaza costuri de
1,5 miliarde euro / an numai n Uniunea Europeana. Prin urmare, fenomenul
rezistentei a devenit una din prioritatile de la nivel european. Aproximativ 200.000 de
oameni/an mor datorita tulpinilor de antibiotice multirezistente. RAM este o problema
care nu poate fi rezolvata de o singura tara sau regiune. Estimarile privind costul
actiunilor privind RAM ajung la 40 de miliarde USD pe o perioada de 10 ani (77).

AMR in 2050
10 million
Tetanus
60,000
Road traffic
accidents Cancer
1.2 million 8.2 million
AMR now
700,000
(low estimate)
Measles Cholera
130,000 100,000-
120,000
Diarrhoeal
disease Diabetes
1.4 million 1.5 million

Figura 1. Impactul RAM in anul 2016 si in anul 2050 (77)

Se estimeaza ca rezistentd antimicrobiana la nivel global va ucide aproximativ
10 milioane de oameni anual, pana in 2050, din cauza infectiilor rezistente la
antibiotice, din care doar in Africa cu aproximativ 4,15 milioane.

Acest lucru va costa economia globala aproximativ 100 de miliarde de dolari, cu
aproximativ 28,3 milioane de persoane impinse spre saracie extrema. Rata
alarmantad a RAM in tarile in curs de dezvoltare poate fi atribuita utilizarii gresite a
antimicrobienelor la om si animale (5, 20, 76, 77).

Citand surse ECDC si EMA, in Uniunea Europeana consecintele fenomenului
de rezistenta sunt dramatice, astfel:

e -tulpini multirezistente: aprox. 400.000 tulpini / an;
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e -zile de spitalizare in plus: 2.500.000 zile spitalizare/an;

e -costuri de extra-spitalizare: 900 milioane euro/an;

e -pierderi de productivitate: 600 milioane euro/an,

e -anual, aproximativ 4 milioane pacienti dobandesc o infectie asociata
asistentei medicale.

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. tratamentul cu linezolid al unui céine cu
bacteriemie MRSP si discospondilita. Pacientul a fost sub tratament o perioada de 23
de saptamani, iar judecand dupa dozele utilizate in raportarea de caz 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 (12).

in mod alarmant, incidenta infectiilor fungice invazive este in crestere, iar
agentii patogeni rezistenti la medicamente se raspandesc pe tot globul. Rezistenta
antifungica reprezinta o provocare clinicda majora pentru clinicieni, in special in
tratarea infectiilor fungice invazive, din cauza arsenalului limitat de agenti antifungici
sistemici disponibili. In plus, medicamentele actuale sunt limitate prin interactiunile
legate de medicament si efectele adverse / toxicitatile care impiedica utilizarea lor
prelungita sau cresterea dozelor.

Rezistenta la antifungice a devenit o 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 (21, 24, 108).

Statele membre UE pot reduce utilizarea antimicrobienelor veterinare, cum este
Suedia care are cea mai mica rata de consum de antimicrobiene veterinare din UE,
deoarece s-a pus un accent pe sanatatea animald, bunastarea si biosecuritatea
fermelor, ceea ce a contribuit la acest lucru. Planurile de prevenire si control al
infectiilor sunt obligatorii pentru toate fermele, antimicrobienele sunt utilizate doar pe
baza de retetd, iar datele nationale privind utilizarea antimicrobienelor veterinare au
fost colectate de multi ani (42).

in Olanda, Franta si in special Spania, utilizarea masivé a antimicrobienelor de

uz veterinar a fost ridicata. Utilizarea antimicrobienelor atat in Franta, cat si in
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Olanda, s-a injumatatit intre 2011 si 2016. Desi Spania a realizat si ea o scadere
intre 2014 si 2016, totusi a ramas unul dintre statele membre cu o utilizare foarte
mare de antimicrobiene veterinare (42).

RAM este o provocare complexa pentru sistemul de sanatate publica globala,
lar o strategie singulara, simpla, nu va fi suficienta pentru a stopa aparitia si
raspandirea microorganismelor care devin rezistente la medicamentele
antimicrobiene disponibile. Lipsa de noi antimicrobiene la care sa le inlocuiasca pe
cele care devin ineficiente, atrage atentia necesitati de a proteja eficacitatea
medicamentelor existente (112).

1. ORIGINEA, MECANISMELE DE APARITIE SI DE TRANSMITERE A
R.A.M.

De mai bine de 60 de ani, produsele antibacteriene au fost considerate ca
panaceu pentru vindecarea infectiilor, indiferent daca utilizarea lor este adecvata sau
nu, si daca infectia a fost dobandita in comunitate sau in spital (112).

incad din discursul sau din 1945, Alexander Fleming, care a descoperit
penicilina, a avertizat dupa cum am prezentat si in partea introductiva, ca bacteriile
pot deveni rezistente la aceste remarcabile medicamente.

intr-adevar, dezvoltarea fiecdrui antibiotic nou, a fost urmatd de detectarea
rezistentei la acesta. Dezvoltarea rezistentei este un proces evolutiv normal pentru
microorganisme, dar este acceleratd de presiunea selectiva exercitata de utilizarea
pe scara larga a medicamentelor antibacteriene. Tulpinile rezistente sunt capabile sa
se propage si sa se raspandeasca acolo unde nu sunt respectate masurile de
prevenire si control al infectiilor (112).

Utilizarea antibioticelor a devenit larg raspandita de-a lungul mai multor decenii
(desi accesul echitabil la antibiotice este departe de a fi disponibil in intreaga lume),
iar acestea au fost utilizate pe scara larga atat la oameni, cat si la animalele de ferma
in moduri care favorizeaza selectarea si raspandirea bacteriilor rezistente.

in consecint&, medicamentele antibacteriene au devenit mai putin eficiente sau
chiar ineficiente, rezultdnd o problema globald de securitate a sanatatii, care

depaseste rapid optiunile disponibile de tratament (112).
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Pana in anul 1970, s-au dezvoltat multe antibiotice noi la care cei mai frecventi
agenti patogeni erau initial complet sensibili, dar ultimele clase de anibiotice complet
noi au fost descoperite in anii 1980 (vezi fig. 2).

De aceea este esential sa se pastreze eficacitatea medicamentelor existente,
prin masuri de minimizare a dezvoltarii si raspandirii rezistentei, in timp ce eforturile
de a dezvolta noi optiuni de tratament continua (112).

910 1920 1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
|

e | Y

Figura 2. Datele descoperirii unor clase de antibiotice si perioada de ,gol in descoperirea de noi
structuri” (112)

Utilizarea medicamentelor antifungice in medicina umana si veterinara a
crescut in ultimii ani (34). Nevoia de medicamente antifungice sigure si eficiente a
devenit importanta, in special in medicina veterinara a animalelor de companie, 0
data cu unele afectiuni fungice sistemice precum si pentru a trata infectii cutanate
cauzate de dermatofiti sau ciuperci (87).

Comparativ cu gama de medicamente cu activitate antibacteriana, clasele de
medicamente antifungice disponibile sunt foarte limitate, astfel majoritatea
tratamentelor sistemice la animale se fac cu substante din clasa azolilor. Tratamentul
medicamentos antifungic este de multe ori mai Indelungat decét cel antibacterian.
Unele dintre cauze pentru aceasta diferenta este ca fungii cresc mai lent, dar
totodata medicamentele utilizate ( in special clasa azoli) au actiune fungistatica si nu

fungicida, ceea ce conduce la necesitatea unui tratament de lunga durata pentru a
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inhiba cresterea fungilor si pentru a permite sistemului imunitar al animalului (care
adesea este compromis) sa combata infectia (99).

in ultimii ani, descoperirea si introducerea pe piata farmaceutica a noi molecule
antifungice au condus la o abordare mai sigura a tratamentului infectiilor micotice.
Clinicianului i s-au pus la dispozitie medicamente noi pentru preventia si tratamentul
infectiilor fungice sistemice si superficiale, atat la animalele de companie, cét si la
cele de renta. Tratamentul este posibil astazi chiar si la animalele imunosupresate
(expuse la terapie antineoplazica, radioterapie, terapii prelungite cu corticosteroizi),
cu risc crescut de a contracta o infectie fungica (65).

Pana de curand, tratamentul micozelor sistemice la om a fost limitat la
administrarea intravenoasa de amfotericind B si de ketoconazol oral. Cu toate
acestea, in ultimele doua decenii, au fost realizate progrese semnificative in
dezvoltarea de medicamente antifungice cum ar fi: de prima generatie de triazoli, a

doua generatie de triazoli si echinocandinele (47).

Mecanismele de aparitie si de transmitere
Genomul bacterian este de aproximativ 1000 ori mai mic decat genomul animal
si uman. Aceasta nu se datoreaza faptului ca bacteriile sunt mai mici decét celulele
umane, ci datorita concurentei si conceptului denumit ,rationalizarea genomului” (33,
60).
Cei doi factori majori care guverneaza rezistenta la antimicrobiene sunt:
Utilizarea antibioticelor, care exercita o presiune ecologica asupra
microorganismelor si contribuie la aparitia si selectia de microorganisme rezistente la
antimicrobiene in populatii;
Raspandirea si transmiterea incrucisata a microorganismelor rezistente la
antimicrobiene intre oameni, intre animale si intre oameni si animale si mediu (120).
Instalarea rezistentei la antibiotice este stadiald, cunoscand trei etape
principale:
a). O mutatie genetica poate provoaca rezistenta la medicamente.
b). Modul in care transferul genelor faciliteaza raspandirea rezistentei.

c). Diferenta dintre bacteriile non-rezistente si cele rezistente la medicamente.

Populatia mare de bacterii este urmata de concurenta intensa si functioneaza
pe principiul ,,cel mai adaptat va supravietur’, populatiile de bacteriile mai slabe gi mai

ineficiente sunt rapid epuizate de populatiile de bacterii eficiente, in acelasi timp,
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exista un nivel foarte ridicat al concurentei intre bacterii pentru resurse. Se cunoaste
ca bacteriile cresc mult mai repede si intr-un numar mult mai mare, decat majoritatea
altor organisme. intr-un singur pumn de noroi sunt mai multe bacterii decat intreaga
populatie din lume (15, 16).

La bacterii, ADN-ul in exces in aceasta competitie este considerat ,balast” fiind
rapid eliminate, in cazul in care o secventa a ADN-ului nu este esentiala supravietuirii
sau nu confera un avantaj selectiv, va fi rapid mutat si scos din genomul de evolutie
al populatiei bacteriene. in timp, aceasta evolutie face ca medicamentele sa devina
putin eficiente, si in ultima instanta, inutile (54).

Pentru ca o gena si/sau o parte din genomul bacteriilor sa raméana functionala
pe o perioada indelungata, acesta trebuie sa ajute la imbunatatirea supravietuirii
si/sau competitivitatii bacteriilor. Daca o gena inceteaza sa mai fie de ajutor acesta
va deveni in cele din urma nefunctionala si vor fi eliminate din genom (50).

Acest lucru inseamna ca 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 (50). Acest proces va elimina acele bacterii care au
pierdut rezistenta, si creste procentul celor care au castigat-o. in realitate, aceasta
inseamna ca rezistenta la antibiotice este posibil sa apara in medii in care bacteriile
sunt frecvent expuse la antibiotice (8, 19).

La nivel individual, aceasta inseamna ca o persoana poate dezvolta o infectie
rezistenta la tratamentul cu antibiotice, urmare a tratamentului de duratd sau
profilactic, spre deosebire de tratamentele pe termen scurt cazul infectiilor acute.
Acest lucru poate inseamna si ca bacteriile isi pot pierde rezistenta la antibioticele
care nu au fost utilizate frecvent (52). Fazele secundare de instalare a rezistentelor
sunt transformarea, transductia si conjugarea, astfel (vezi Tabelul 1):

Transformarea apare atunci cand fragmente de ADN libere, urmarea lizei unui
organism, sunt preluate de catre un alt organism. Gena rezistentei la antibiotice
poate fi integratad 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.
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Conjugarea este 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
(10, 15, 33, 48, 54).

Tabelul 1.
Cai de rezistenta antimicrobiana si incidenta (25)

Calea Definitie Incidenta Exemple

Laorata Chinolone (Salmonella serotypes)

I:I\’/Irﬁ::ti: Momfmagﬁg;ﬁﬁﬂtana a destul de Rifampicina (Mycobacterium
; 9 mica tuberculosis)
Secundara: Crggé?ge:eﬁ:gﬂéuélgc?gliﬁ;n Posibil Streptococci
Transformare acceptoare subestimata Bacillus spp
Transferul de la bacteriile
agcc;n?gc;e:;e lﬁnt;iitr?rtﬂ(nael Enterobacteriaceae (ACSSuT- -
Conjugare P rgteic Frecventa resistance
Mediat dpe plasmide sau in Salmonella typhimurium DT104)
transpozoni
Transductie Genele de rezistenta sunt Rars Staphylococci

transferate de bacteriofagi Pseudomonas spp.

Mecanismele de aparitie a rezistentei se pot imparti in trei mari categorii:

a). Scaderea permeabilitatii: aceasta este cea mai comuna forma de
rezistenta naturala. in aceste cazuri, antibioticul nu poate penetra suprafata bacteriei
si deci nu poate ajunge la nucleul celulei. Permeabilitatea peretelui celular este
determinatd de natura acestora. Astfel in cazul bacteriilor Gram pozitive, de obicei
acest perete nu este o bariera care sa impiedice patrunderea antibioticelor, cu toate
acestea, in cazul Gram negativilor, acesta reprezinta o barierd greu de depasit si
care variaza in functie de specia bacteriana.

De exemplu, peretele celulei este mari permeabil in cazul speciilor de Neisseria
si Haemophylus, Escherichia coli, P. aeruginosa si a tulpinilor de Proteus indol-
positive. n cazul lui Escherichia coli si a altor enterobacterii, proteina sa specifica
(porina) va preveni patrunderea antibioticelor hidrofile cu o greutate moleculara de
pana la 650 daltoni.

Exemple de rezistenta ale bacillor Gram negativi datoritd scaderii
permeabilitatii sunt in cazul penicilinei G, eritromicinei, clindamicinei si rezistenta la
vancomicina si rezistenta streptococilor, a lui Pseudomonas aeruginosa si a altor

bacterii anaerobe la aminoglicozide (1, 9, 23, 41 ,50, 53).
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R.1.1.3 Ancheta retrospectiva privind rezistenta microbiana la produsele antimicrobiene

b) Modificarea / inactivarea antibioticelor este mecanismul cel mai comun al
rezistentei dobandite si este determinatd in mare masura de productia enzimelor
betalactamaze. Betalactamazele reprezinta un grup de enzime produse de bacteriile
Gram pozitive, Gram negative aerobe si anaerobe capabile sa hidrolizeze inelului
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 (1, 9, 41, 46, 53).

Informatiile genetice pentru sinteza acestor enzime pot fi continute ntr-un
cromozom sau pe o plasmida si productia acesteia poate fi o caracteristica de
productie constantd 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:

Grupa | lactamazica e produsa in cantitati semnificative, in prezenta
antibioticelor, codificate de catre genele cromozomului si distribuite Tntre tulpinile
Enterobacteriaceae. Aceste lactamaze sunt responsabile pentru rezistenta tulpinilor
Gram negative nozocomiale la cefalosporine.

Grupa Ill de enzime lactamazice sunt active asupra penicilinelor si
cefalosporinelor si sunt aproape intotdeauna codificate plasmidic, acest grup include
TEM betalactamaza prezenta in: enterobacterii, H. influenzae si N. gonorrhoeae.
Printre bacteriile producatoare de beta-lactamaza 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 esenta, cele mediate de plasmide atunci cdnd sunt combinate cu
anumite antibiotice, amoxicilina, ampicilina, ticarcilina si altele. Recent au fost
identificate tulpini bacteriene betalamazice care pot hidroliza noile betalactamine. in
acest grup sunt incluse enzimele izolate din tulpinile plasmidice mediate de K.
pneumonae care au capacitatea de a hidroliza cefotaxina si alte cefalosporine din a
treia generatie, precum si aztreonamul si enzimele mediate de cromozomi prezente
in tulpinile de Pseudomonas maltophia precum si in Enterobacter cloacae, Serratia
marcense si Bacteroides fragilis capabile sa hidrolizeze imipenemul si meropenemul
(8,10, 28, 48, 55,117, 119).

Contract 7PCCDI, COD: PN-III-P1-1.2-PCCDI-2017-0361
13



R.1.1.3 Ancheta retrospectiva privind rezistenta microbiana la produsele antimicrobiene

c). Modificarile locului de actiune pentru antibiotice: Aceste mecanisme de
rezistenta se refera la modificarile produse in structura sau etapele metabolismului
pentru care medicamentele isi exercitd actiunea. Aceasta se va realiza fie prin
cresterea concentratiei unei substante competitive, fie prin modificarea a diferite
structuri alternative bacteriene.

d). Toleranta nu este consideratd un mecanism clasic de rezistenta in practica
putadndu-se comporta ca atare. Ea este atribuitd selectiei de mutanti deficitari in
sisteme autolitice. Probabil ca dozele mari concepute pentru a atinge niveluri mult
peste CMI ale microorganismelor ar reduce selectia acestor subpopulatii atunci cand
e necesara prelungirea duratei tratamentului.

Unele bacterii sunt rezistente in mod natural la anumite antibiotice (rezistenta
intrinseca sau innascuta). O problema si mai ingrijoratoare survine cand unele
bacterii, in mod normal sensibile la antibiotice, devin rezistente ca urmare a adaptarii
prin modificari genetice (rezistenta dobandita) (120).

Rezistenta antimicrobiana intrinsecd este o particularitate atat a
microorganismelor patogene, cat si a celor nepatogene, deoarece este necesara
pentru supravietuirea si evolutia microbiana intr-un mediu dinamic (78, 95, 98).
Mecanismele majore ale rezistentei bacteriene intrinseci se bazeaza pe scaderea
permeabilitatii celulei bacteriene pentru molecula de antimicrobian (prin proprietatile
fizico-chimice ale moleculelor, prezenta pompelor de eflux etc.), lipsa moleculelor
tintd sau inactivarea antimicrobienelor prin mijloace enzimatice , vezi fig.3) (45, 78).

in ansamblu, acesta este rezultatul activitati atat a elementelor genetice /
ereditare, cat si a altor trasaturi fenotipice implicate intr-o gama larga de functii
metabolice, care recent au fost considerate parte important pentru debutul si
difuzarea R.A.M.

Contract 7PCCDI, COD: PN-I1I-P1-1.2-PCCDI-2017-0361
14



R.1.1.3 Ancheta retrospectiva privind rezistenta microbiana la produsele antimicrobiene

A
1.Drug BfﬂuxA A
A
A A
AMLA
Efflux pump Bacterial cell wall
A
“‘ 2. Enzymatic modifications
of antibiatics
‘AA Bacterial
A A chromosome
Antibiotic degrading
enzymes
f‘n
[0 rnnl o .
3. Enzymatic breakdown - » Antibiotic modifying "'
of antibiotics bt 4
‘ 4. Modification in r~
. "-._ . target site
.t x .
. 8 8 i
AtL S A
A A AL A
AT A AT A

Figure 3. Mecanismele moleculare care determina RAM (13)

Rezistenta naturala (adaptarea epigenetica) este o modificare fara mutatie
genetica, cea care duce la clarificarea spectrului antibacterian. De exemplu,
penicilina este inactiva asupra bacteriilor Gram negative, acestea avand o rezistenta
naturala la penicilina (42).

Bacteriile care se confruntd 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
rezistenta se numeste adaptare epigenetica, si nu produce modificari genetice care
pot fi permanent mostenite de generatiile ulterioare de bacterii (8, 46).

Aceasta poate fi echivalatd cu un atlet care isi ,dezvolta musculatura’ prin
pregatire fizica. Tot asa 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 de a reduce expunerea lor la moleculele de
antibiotice (50, 101).

Dupa cum se poate observa in figura 4, antibioticele de obicei ucid bacteriile
prin blocarea sau interferarea activitatii enzimelor necesare metabolismului lor
propriu (poz.1). Bacterile au ,nventat” mecanismul ply sly ,adaptarea vicleana”
pentru a se sustrage de la atacul antibacterian (118).
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R.1.1.3 Ancheta retrospectiva privind rezistenta microbiana la produsele antimicrobiene

Figura 4. Mecanisme de aparare ale bacteriilor in cazul atacului antibiotibiotic (118).

Astfel bacteriile vor elimina 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 vizatd pentru a dezactiva
medicamentul (poz. 5).

in acest mod bacteriile pot trece cu usurinta la cele mai utile instrumente proprii
de supravietuire si pentru alte invazii antibacteriene (118).

Rezistenta castigata apare la toate antimicrobienele, mai rapid sau mai lent.
Acesta reprezinta si motivul pentru care unele antibiotice descoperite, sintetizate,
extrase gi cercetate terapeutic nu sunt introduse in terapeutica (31).

a. Adaptarea genetica (prin mutatii genetice si selectie)

Numeroase surse, cel mai adesea, de origine exogena determina aparitia
rezistentei. De exemplu radiatiile UV, pot provoca numeroase daune i modificari
permanente ale ADN-ului.

Mutatiile genetice sunt defapt mici modificari ale codului genetic care apar la
intdmplare in timpul replicarii ADN-ului, sau ca rezultat al expunerii la radiatiile
ionizante ca factori mutageni (ex. radiatiile) sau substantele chimice (10).

Multe mutatii genetice se petrec in portiuni ale genomului care nu sunt esentiale
pentru organism si care nu se modifica in mod semnificativ in functionarea
organismul. Atunci cand o mutatie apare intr-un sistem important, aceasta este, de
obicei foarte perturbator si slabeste organismul. Mutatii care sa imbunatateasca
conditia fizica a unui organism sunt rare (106).

Unele antibiotice au ca {inta enzima bacteriana denumita ADN-giraza.
Antibioticul se leagd de aceastd enzima, care impiedica replicarea AND-ului
bacterian. O mutatie unica la o anumita 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 pentru utilizarea pe termen lung,

Contract 7PCCDI, COD: PN-III-P1-1.2-PCCDI-2017-0361
16



R.1.1.3 Ancheta retrospectiva privind rezistenta microbiana la produsele antimicrobiene

partial si din cauza cresterii probabilitatii ca unele bacterii s& devina rezistente (26,
28, 31, 33, 38).

b. Achizitionarea genetica

Bacteriile pot dobandi bucati mari de ADN de la alte bacterii, virusuri sau din
mediu. Este aproape imposibil pentru unele bacterii de a evolua la intdmplare si de a
intalni 0 gena sau o enzima, care ofera o rezistenta impotriva unui anumit antibiotic
(cel putin intr-un interval de timp de saptamani, luni si ani) (33, 48, 50).

Pentru adaptarea la un mediu in continua schimbare, bacteriile folosesc
flexibilitatea genomica pentru a se potrivi cat mai bine mediului Tnconjurator,
incluzand, printre altele, capacitatea de a se proteja de substante toxice.

Mai mult, rezistenta determinata genetic (adicd ansamblul genelor implicate)
creatd de bacterii este transmisa eficient la expansiunea sa clonala si / sau la alte
bacterii prin elemente genetice mobile, cum ar fi plasmidele, transpozonii si integronii
(40).

Plasmidele

Sunt piese mobile a ADN-ului (adesea circulare) astfel bacteriile pot
tranzactiona cu usurinta si si le pot dobandi din mediul, multe bacterii au plasmide
multiple. Plasmide pot contine gene care inactiveaza un antibiotic (28, 48, 54).

Plasmidele R (ale rezistentei) reprezinta factori principali ai antibiorezistentei
extra-cromozomiale, fiind clasificate in: conjugative si neconjugative. Cele
conjugative poseda 3 grupe de gene, respectiv gene care:

e controleaza transferul,
e codifica autoreplicarea si de rezistentd fatd de unul sau mai multe
antibiotice.

Rezistenta indusa de plasmide reprezintda cea mai mare parte a transmiterii
rezistentei. Evaluarea recenta a stabilitati genetice a plasmidelor impreuna cu
identificarea recurenta a plasmidelor de rezistentd in izolatele naturale ale
microorganismelor (in special bacterii) sugereaza plasmidele ca un rezervor foarte
important de gene RAM care pot fi propagate speciilor bacteriene fara efort si intr-un
mod eficient in timp (40).

Transpozonii sunt responsabili pentru flexibilitatea genomului microbian, in
mare masura. Sunt sectiuni de ADN care pot sari dintr-un loc in altul in codul genetic,

sau chiar la codul genetic unui alt organism. Transpozonii sunt secvente de ADN
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care-si transporta propriile enzime de recombinare si care permit transpozitia de la o
locatie la alta, astfel pot transporta si genele rezistentei la antibiotice (28, 40, 48, 54)

Integronii sunt asociati cu mari beneficii pentru bacterii, oferind ,instrumente”
valoroase care permit supravietuirea in medii extrem de variate. Printre gama de
elemente genetice continute in integroni, genele RAM s-au dovedit a fi de mare
importanta, sustinand supravietuirea bacteriana la tratamente cu antibiotice. in mod
similar cu celelalte elemente genetice mobile, integronii pot fi mobilizati atat de
cromozomul bacterian, cat si de plasmide si pot fi propagate si integrate departe de
locul lor original, conferind protectie antimicrobiana unui numar mare de
microorganisme (40).

Bacteriofagii pot sa copieze si sa insereze in codul genetic, mai precis in
genomul bacteriilor infectante (28, 48, 54).

Conjugarea apare in cazul in care exista doua bacterii care sunt direct
adiacente una fata de alta, creaza o conexiune directa impartind AND-ul (28, 48, 54).

Un alt sistem de elemente mobile mai putin cunoscut utilizat de bacterii pentru
transferul orizontal de gene este reprezentat de Elementele Integrative si
Conjugative (ICE). Sistemul a fost descris relativ recent ca unul sau mai multe
elemente integrative auto-transmisibile, capabile de mobilizare proprie pentru a
transporta mai multe trasaturi bacteriene, cum ar fi factorii de virulenta, capacitatea
de formare a biofilmului, rezistenta la metalele grele si genele de rezistenta la
antibiotice (40).

Sistemele bacteriene de toxina-antitoxina (TAS) au fost, de asemenea,
legate de rezistenta la antibiotice. TAS este identificat in cea mai mare parte la
speciile bacteriene supuse tratamentului cu antibiotice. Cand este transportat intr-o
plasmida, sistemul bacterian toxina-antitoxind reprezintd o cale verticala pentru
transmiterea trasaturilor de supravietuire, dar poate fi prezent si in ADN-ul
cromozomial si se crede ca indeplineste mai multe functii celulare complexe, inclusiv
RAM (40).

Naked DNA (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 (28).
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Altd modalitate de aparitie a rezistentei este persistenta fenotipica, care este
conditia in care celulele bacteriene nu sunt ucise de doza / tipul de antibiotic
administrat; in schimb, celulele se afla intr-o stare de repaus care este inversata
odata cu eliminarea factorului de stres. Cu toate acestea, susceptibilitatea la
antibiotice este revenita odatd cu cresterea bacteriana si a doua expunere la
antibiotice are ca rezultat efectul bactericid sau bacteriostatic.

Acest lucru se datoreaza faptului ca rezistenta la antibiotice nu este determinata
de mutatia genetica, iar genotipul celulei persistente este acelasi cu ,tipul sélbatic”.
Prezenta celulelor persistente in timpul infectiilor are ca rezultat o eficacitate scazuta
a tratamentelor pe baza de antibiotice.

Cresterea biofilmului bacterian a aratat ca protejeaza celulele bacteriene
impotriva tratamentului cu antibiotice. Aceasta are o semnificatie relevanta din punct
de vedere clinic in toate infectiile cronice cu potentiala colonizare a suprafetelor (de
exemplu, pacienti intubati, proteze, catetere) (40).

in prezent, rezistenta la antimicrobiene (RAM) este conceputd ca o
caracteristica microbiana ,moderna”, rezultata din expunerea prelungita si / sau
necorespunzatoare a acestora la tratamentele cu antibiotice. Cu toate acestea,
identificarea trasaturilor de rezistentd antimicrobiana in permafrostul antic, pesteri
izolate si mumii, sunt martorii prezentei trasaturilor antimicrobiene din timpuri
indepartate, iar in prezent se foloseste o distinctie intre RAM inndscuta si dobandita.

Prima este rezultatul unui proces evolutiv lent si lung pe care microorganismele
l-au efectuat pentru a se adapta conditilor de mediu, in timp ce al doilea este
rezultatul unei adaptari ,rapide” la o presiune selectiva brusca, reprezentata de
tratamentul antimicrobian (49, 81).

Cel mai adesea, acest proces de selectie este exacerbat de factorii umani
(figura 5): utilizarea inadecvata a medicamentelor in medicina umana si veterinara,
conditiile de igiena deficitara, practicile medicale curente gresite si erorile in cadrul

lantului alimentar.
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Figura 5. Principalele interactiuni in mecanismul instalarii rezistentei la anti-bacteriene
(10, 60, 110) prelucrat Cristina 2018 (29).

Rezistenta la medicamentele antifungice poate fi intrinseca sau dobandita.

Rezistenta intrinseca este o caracteristicd mostenitd a unei specii sau tulpini. In

schimb, rezistenta dobandita apare atunci cand un izolat, sensibil anterior dezvolta

un fenotip rezistent ca urmare a unui tratament prelungit cu antifungice.

Mecanismul asociat cu rezistenta dobandita depinde de modul de actiune al
clasei de medicamente antifungice si include absorbtia redusa de medicamente,
eliminarea 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 la medicamente transferabile nu a fost descrisa printre
taxonii fungici, iar raspandirea rezistentei a fost considerabil mai lenta decéat cea
observata la bacterii. Prevenirea aparitiei si raspandirii ciupercilor rezistente depinde
de utilizarea tratamentului local mai degraba decéat cel sistemic (reducand astfel

expunerea generald a florei fungice a animalului la agentii antifungici). In plus,
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terapia antifungica combinata este o strategie bine recunoscuta pentru prevenirea
aparitiei rezistentei la flucitozina (51).

Rezistenta la medicamente antifungice poate aparea prin diferite mecanisme
ale agentilor fungici. Acestea pot include: mutatii in cadrul genei care codifica enzima
tintd care duce la modificari in secventa de aminoacizi, exprimarea crescutd 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 (93).

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 traiesc cu animale de companie, in special caini, a crescut in
intreaga lume in ultimele decenii (18).

2. RASPANDIREA IN TIMP A R.A.M. PRIN INTERMEDIUL ANIMALELOR

a. Prin intermediul animalelor de companie

in tarile industrializate, populatia de animale de companie a crescut in ultimele
decenii, iar tendinta este de crestere constanta. In consecinta, rolul animalelor de
companie s-a schimbat in timp, astfel ca nivelul de atentie asupra starii de sanatate a
animalelor si a conditiilor de igiena au dus la o imbunatatire a bunastarii animalelor
(88). Pe de alta parte, ,contactul” crescut intre animale si oameni a dus la un numar
mai mare de infectii, si la transmiterea incrucisata a RAM. Astfel, potentialul zoonotic,
impreuna cu existenta unor animale considerate rezervoare ale infectiilor reprezinta
in prezent o ingrijorare tot mai mare in cee ace priveste RAM (61, 71).

Rezistenta antimicrobiana care are ca origine animalele de companie,
reprezintad atat o amenintare directad cat si / sau indirecta asupra sanatatii umane, si
se refera in principal la Staphylococcus aureus rezistent la meticilina (MRSA),
stafilococi rezistenti la meticilina, enterococi rezistenti la vancomicina, enterobacterii
producatoare de carbapenemaza si spectrul largit de bacterii gram-negative
producatoare de beta- lactamaza (ESBL) (83).

In anul 2003-2004, a fost efectuat un screening pe o perioada de 24 de luni,
pentru a determina frecventa Staphylococcus spp rezistent la meticiling, la animalele
de companie. Studiul care s-a bazat pe 20.366 caini si 8.026 pisici, a evidentiat
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prevalenta alarmanta a rezistentei la meticilina, cu 40% din populatia rezistenta
identificatda ca Staphylococcus schleiferi, 35% S. aureus si 17% Staphylococcus
intermedius. |zolarea S. schleiferi a fost mai mai frecventd din dermatite si otite
externe, mai ales la caini. Tulpina rezistenta de S. intermedius a fost izolata mai
frecvent tot de la céini, In schimb MRSA a fost asociat cu infectii profunde, cu o
frecventa similara la céini si pisici.

Testele de rezistenta la alte clase de antibiotice, au indicat MRSA ca fiind
rezistent la cele mai utilizate antimicrobiene, urmate de tulpina rezistenta de S.
intermedius, in timp ce S. schleiferi a rezultat ca fiind cea mai susceptibila (75).

Aceste observatii au fost atribuite in principal tratamentelor antimicrobiene
crescute la animalele de companie, indicand utilizarea excesiva a antibioticelor ca
fiind cauza principala a aparitiei si difuziei RAM.

In prezent, sunt efectuate mai multe studii epidemiologice pentru a monitoriza
prevalenta si diseminarea RAM, dar acesti parametrii epidemiologici nu pot fi definiti
in mod clar, deoarece sunt influentati de mai multe variabile, inclusiv caracteristicile
populatiei, localizarea geografica si metodele de investigatie utilizate pentru ancheta
(83, 86). Doar un abuz de antibiotice nu este suficient pentru o transmitere atat de
masiva a microorganismelor rezistente intre oameni si animale de companie (64).

Se crede ca o contributie esentiala la diseminarea RAM este cel mai probabil
asigurata de mediu, ca vector care leaga mediul uman si animal (64). Se crede ca
monitorizarea speciilor nepatogene si capacitatea lor potentialda de a dobéandi
trasaturi de rezistentd este o strategie promitatoare pentru a prezice (si preveni)

viitoarele tulpini rezistente.

b. Prin intermediul animalelor de renta

Potrivit Organizatiei Natiunilor Unite pentru Alimentatie si Agricultura (FAO), in
2010 s-au produs 296 de milioane de tone de carne in intreaga lume. Aproximativ
23% din aceasta cantitate a fost carne de vita sau de bivol, 37% carne de porc, 5%
de capra sau oaie si 33% carne de pasare.

Acvacultura a contribuit cu aproximativ 60 de milioane de tone de peste. in plus,
au fost produse 69 de milioane de tone de oua si peste 700 de milioane de tone de
lapte. Consumul anual de carne este de aproximativ 80 kg / persoana in tarile cu
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venituri ridicate si de aproximativ 10 kg / persoana in tarile cu venituri mici si medii
(41).

Pentru a produce aceste marfuri, stocul mondial de animale pastrate pentru
productia de alimente in 2011 a totalizat aproximativ 1,6 miliarde de vite si bivoli, 2
miliarde de oi si capre, 1 miliard de porci si peste 20 de miliarde de pasari de curte,
potrivit statisticilor FAO. Este de conceput faptul ca animalele sunt crescute diferit, in
functie de specia de animale, regiunea geografica, legislatia nationala si intensitatea
productiei. Variaza de la productia la scara mica, cu cateva animale pastrate pentru
consumul casnic, la scara larga in care mii de animale sunt crescute pentru productia
de alimente destinate vanzarii pe piata nationala sau internationala (12).

De la descoperirea lor, antibioticele au oferit promisiunea de a trata si controla
bolile infectioase, declansdnd o crestere masiva a utilizarii acestora in toate
domeniile aplicative, inclusiv in practicile obisnuite de crestere a animalelor (67, 104).

in mod traditional, in cresterea animalelor s-au folosit antibiotice pentru
tratamentul bolilor infectioase, dar si pentru masurile profilactice si ca promotori de
crestere (36, 94). Aceasta din urma se bazeaza pe observatiile ulterioare care leaga
administrarea de doze subterapeutice de antibiotice cu o crestere semnificativa in
greutate la animalele tratate (97).

Desi un mecanism clar pentru acest fenomen nu a fost inca pe deplin inteles, s-
a observat ca o administrare prelungita de antibiotice la doze subterapeutice vizeaza
mai multe organe si procese fiziologice rezultdnd (i) o biodiversitate redusa a
microbiotei intestinale si o concurentd redusa pentru substantele nutritive, (ii)
numarul redus de bacterii daunatoare, (iii) stimularea redusa a sistemului imunitar,
(iv) biosinteza crescuta a vitaminelor la nivel intestinal si (v) modificarea
metabolismului (7, 51).

in total, acestea au ca rezultat un echilibru energetic net imbunététit, astfel se
obtine o performanta mai buna a animalelor din punct de vedere zootehnic. Cu toate
acestea, administrarea de antibiotice ca promotor de crestere nu poate distruge
ireversibil bacteriile patogene (36). Mai mult, dozele subletale de antibiotice
functioneaza ca o presiune selectiva, stimuland capacitatea evolutiva bacteriena spre
adaptarea la factorii de stres din mediul inconjurator si permiterea tulpinilor mai

rezistente sa supravietuiasca si sa transmita trasaturiie RAM. Pentru a preveni
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aceasta problema, Uniunea Europeana a adoptat interzicerea absoluta a utilizarii
antibioticelor ca factori de crestere, din 2006.

Unele antibiotice nu mai sunt recomandate ca alegeri de prima linie din cauza
rezistentei pe scara larga. Un exemplu este penicilina care a fost utilizata pentru a
trata mastita cauzata de Staphylococcus aureus la bovine inca din anii 1950, dar
astazi rezistenta este atat de frecventa la nivel regional incat penicilina nu mai este o
prima alegere pentru aceasta indicatie.

De asemenea, aparitia rezistentei la penicilind sau tetraciclina la Pasteurella
multocida si Mannheimia haemolytica ce determina pneumonie la vitei face
indoielnica utilizarea acestor antibiotice pentru tratamentul de prima linie in unele
regiuni (16, 33).

Rezistenta la Escherichia coli care provoaca enterita la porcii tineri a eliminat
trimetoprim-sulfonamida ca prima alegere terapeutica relevanta (12).

inlocuirea  penicilinei,  tetraciclinei si  trimetoprim-sulfonamidelor  cu
fluorochinolone, cefalosporine de generatia a treia si macrolide mai noi pot avea
implicatii pentru sanatatea publica. Aceste antibiotice sunt extrem de importante in
ingrijirea sanatatii umane, iar rezervoarele de bacterii rezistente la animalele pastrate
pentru productia de alimente sunt nedorite (45, 50, 112).

Compusii antimicrobieni au fost si sunt administrati in mod obisnuit cu apa sau
alimentele, asigurand o expunere prelungita a animalelor la doza mica de antibiotice
pentru o perioada lunga de timp. Cu toate acestea, efectele protectoare dispar odata
cu oprirea administrarii de antibiotice, iar animalele raman susceptibile la infectii (36).

Administrarea profilactica a antibioticelor in cresterea bovinelor s-a realizat cu
scopul prevenirii in principal a bolilor respiratorii si / sau abceselor hepatice (34, 85).

Mai mult, antibioticele cu spectru larg sunt administrate intramamar in perioada
in care nu alapteaza, pentru a preveni / reduce incidenta mastitei (36).

Utilizarea antibioticelor in scopuri profilactice a fost practicata si in industria
porcinelor, fiind in general crescuti in grupuri echilibrate, in functie de varsta,
dimensiune si greutate, facilitand tratamentul masiv cu antibiotice in special in
perioadele cele mai sensibile. Astfel de perioade se intind de la nastere pana la
prima lactatie, fiind perioade in care animalele sunt supuse unor practici stresante si
cu potential infectios, cum ar fi taierea cordonului ombilical, taierea cozii si taierea

coltilor. Mai mult, perioadele de vaccinare si castrare sunt considerate sensibile,
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astfel, administrarea de antibiotice cu spectru larg ajuta la reducerea riscului general
de infectie (40).

in mod ideal, interventiile terapeutice sunt concepute in urma identificarii exacte
a agentului patogen si a testului sau de susceptibilitate antimicrobiana (de exemplu,
antibiograma) (3, 4).

Cu toate acestea, o practica obisnuita o reprezinta extinderea tratamentului
antimicrobian la intregul efectiv de animale, in incercarea de a limita raspandirea
agentului patogen, rezultdnd o utilizare excesiva a antibioticelor, animalele
neinfectate fiind si ele supuse tratamentului cu antibiotice (36).

Cele mai frecvente infectii in cresterea bovinelor sunt legate de febra de
transport, pneumonia bovina si diareea de diferite etiologii, necesitand utilizarea
masiva a antibioticelor obisnuite, cum ar fi penicilina, chinolonele, gentamicina si
tilozina (69).

Mai mult, antibioticele cu spectru larg sunt administrate iTn mod obisnuit pentru
tratamentul infectiilor hepatice, in timp ce antibioticele cu spectru ingust, cum ar fi
beta-lactamicele, sunt prima alegere pentru tratamentul mastitei de origine
streptococica (22).

La nivel global, utilizarea terapeutica a antibioticelor Tn industria porcinelor este
destul de redusa in comparatie cu utilizarea antimicrobiana ca promotor de crestere
sau in scopuri profilactice (32).

Cele mai frecvente infectii ale porcilor sunt legate de tractul gastro-intestinal si
sunt asociate cu utilizarea extinsd a penicilinei, tetraciclinei, aminoglicozidelor si
chinolonelor. Mai mult, cantitati mari de tiamulin, lincomicina si enrofloxacina sunt
utilizate pentru tratamentul pneumoniei enzootice (40).

La pasarile de curte, antibioticele folosite in scop terapeutic sunt in general
furnizate cu apa potabila, de obicei fiind utilizate penicilinele, aminoglicozidele,
tetraciclinele, macrolidele si o combinatie de sulfonamida / trimetoprim (56, 66).

Clase similare de antibiotice sunt utilizate si in cresterea ovinelor si caprinelor
(91).In prezent, cercetérile efectuate au demonstrat de exemplu ca enterococii, la
pasari si mamifere, reprezinta cea mai mare rezerva de factori genetici transferabili ai
rezistentei la antibiotice. Observatiile epidemiologice si moleculare recente au
demonstrat ca, rezistenta la antibiotice in populatiile de animale poate amplifica cu
certitudine problemele de din randul populatiilor umane (1, 2, 9, 16, 37, 43, 62, 92)
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Enterococii rezistenti la vancomicina (VRE) au devenit predominanti la animale
si oameni acolo unde s-a folosit ca promotor de crestere avoparcinul (un glicopeptid),
care structural este similar cu vancomicina, un antibiotic important in medicina
umand si care este folosit adesea ca antibiotic de ultima etapa. Ca o consecinta,
interzicerea utilizarii avoparcinului la animale a fost urmata de un declin rapid al
incidentei VRE in populatile umane si animale. Cu toate acestea, prezenta VRE in
Europa nu a disparut in totalitate (48, 52, 106).

Genele care codifica rezistenta la antibioticele de uz veterinar, utilizate doar
pentru animale, au fost izolate cu prevalenta crescuta in flora comensala la oameni,
in patogenii zoonotice, cum ar fi de exemplu Salmonella spp., dar si in patogeni strict
umani, cum ar fi de exemplu Shigella spp. Acest lucru indica raspandirea clonala a
tulpinilor rezistente precum si transferul comun al genelor rezistentei in randul
bacteriilor raspunzatoare de infectarea oamenilor si animalelor (16, 72).

Un alt exemplu clasic a fost legat de introducerea enrofloxacinei in medicina
veterinara fapt care a fost urmatéa rapid de aparitia rezistentei la fluorochinolone,
(considerat un produs antiinfectios revolutionar pana la acea ora), printre izolatele de
Campylobacter spp. prelevate de la puii de carne si Campylobacter spp. de la om, la
scurt timp (55).

Rezistenta la fluorochinolone la populatile umane si animale a scazut imediat in
tarile care nu au mai utilizat fluorochinolonele in hrana animalelor. Cresterea
rezistentei la cefalosporinele de generatia a treia, in cazul unor tulpini de Salmonella
spp. si de E. coli a fost observata dupa utilizarea masiva a acestor antibiotice in
cresterea pasarilor. Mai mult, retragerea si re-introducerea lor a fost urmata de un
declin si respectiv de o renastere a RAM la izolatele de Salmonella aviare si umane,
demonstrandu-se astfel fenomenul de rezistenta (72, 73, 111, 114).

3. REZISTENTA MICROORGANISMELOR LA DIFERITE STRUCTURI
ANTIMICROBIENE

Urmatoarele paragrafe din acest capitol vizeaza descrierea principalelor specii
bacteriene si fungice responsabile de infectiile relevante ale animalelor domestice si

contributia lor la aparitia si raspandirea RAM (vezi Tabelul 2).

Tabel 2.
Microorganismele majore responsabile de patologiile infectioase relevante si rezistenta acestora
la diferiti compusi antimicrobieni (40)

Contract 7PCCDI, COD: PN-III-P1-1.2-PCCDI-2017-0361
26



R.1.1.3 Ancheta retrospectiva privind rezistenta microbiana la produsele antimicrobiene

Bacteriile

Sursa de

Compusii

Mecanismul major de

rezistente

izolare

antimicrobieni

rezistenta

Campylobacter Bovine Chinolonele Mutatie punctuald a pompei de
spp. Pui Macrolide eflux multidrog CmeABC gena
Curcan Lincosamide GyrA
Porc Cloramfenicol Metilarea tintei ribozomale
Oaie Aminoglicozide Mutatie  punctualda 1in tinta
Caine Tetraciclina ribozomala
Pisica beta-lactami
Cal Cotrimoxazol
Tilosina
Salmonella spp. Om Tetracicline Mutatii punctiforme multiple pe
Pui Sulfonamide genele GyrA si GyrB, parC si
Curcan Streptomicina parE gene AcrAB-TolC pompe de
Porc Kanamicina eflux multidrog.
Pisica Cloramfenicol Modificarea proteinelor
Caine beta-lactami membranei externe gene gnr,
Cal Amoxicilina / acid care contin plasmida Salmonella
clavulanic Pathogenicity Island-1 and -2
Acid nalidixic
Ceftriaxona
Staphylococcus Om Penicilina Staphylococcal Cassette
spp. Animale de Meticilina Chromosome-mec genes (SCC-
ferma Vancomicina mec)
Caine
Pisica
Cal
Enterococcus spp Om Vancomicina, Isa gene
Animale de Aminoglicozide
ferma Penicilina
Cloramfenicol
Eritromicina
Tetracicline
Alte gram-negative Om beta-lactami Lactamaze cu spectru extins
Animale de
ferma
Animale de
companie

a. Bacterii - Campylobacter spp.

Campylobacter spp. este un grup de bacterii gram-negative, in forma de spirala,
responsabile de infectii gastro-intestinale la animalele domestice, cum ar fi bovine,
pui, curcan, porci, oi si animale de companie, inclusiv céini si pisici.

Agentul etiologic predominant este Campylobacter jejuni, dar la toate izolatele
de Campylobacter s-a demonstrat rezistenta impotriva unuia sau mai multor compusi
antimicrobieni, inclusiv la chinolone, macrolide, lincosamide, cloramfenicol,
aminoglicozide, tetraciclina, beta-lactami, cotrimoxazol si tilozina (40).

Modelele de rezistenta observate la aceste exemplare sunt diverse si diferite in
functie de zona geografica si de sursa de izolare. O crestere accentuatd a modelului
de rezistenta la fluorochinolona a fost inregistrata pe cele cinci continente, cu unele

tari din Europa de Nord inregistrand o rata de izolare mai mare a Campylobacter spp
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de la pasari, rezistent la fluorochinolone, cel mai probabil datorita utilizarii crescute a
enrofloxacinei in industria pasarilor (40).

Rezistenta la fluorochinolone a Campylobacter spp. se datoreaza in principal
mutatiei la nivelul regiunii determinante a rezistentei la chinolone (QRDR) a ADN-
girazei A.

Pe langa mutatia punctuald in regiunea de codificare a ADN-girazei A,
rezistenta apare si prin pompa de eflux multidrog, CmeABC, cele doua coopereaza
sinergic pentru a spori rezistenta prin reducerea compusului antimicrobian in celula
bacteriana. In afard de fluorochinolone, s-a observat de asemenea o rezistenta
crescuta Tmpotriva macrolidelor, cu un numar mai crescut de izolate de
Campylobacter coli rezistente la macrolide decét cele de C. jejuni.

Rezistenta la macrolide se datoreaza metilarii mediatd de enzime sau mutatiei
la nivel ribozomal. in plus, la fel ca rezistenta la fluorochinolona, capacitatile de eflux
sunt asociate cu o rezistentd semnificativ crescuta, sugerand o activitate sinergica
intre pompele de eflux si modificarea tintelor macrolidei (40).

Intr-un studiu realizat in Marea Britanie publicat in Veterinary Antibiotic
Resistance and Sales Surveillance Report - UK-VARSS in anul 2018, s-a studiat
rezistenta la antibiotice a bacteriilor zoonotice si comensale de la animale sanatoase
la sacrificare, astfel s-a obtinut (vezi fig. 6) (103):

e Rezistenta Salmonella spp. la gaini ouatoare, pui de carne si curci

Dintre antibioticele cu cea mai mare utilizare, nu s-a detectat nicio rezistenta la
cefalosporinele de generatia a treia in izolatele de Salmonella spp. de la pui de
carne, gaini ouatoare sau curci in anii 2014, 2016 si 2018.

Rezistenta la ciprofloxacina a fluctuat la un nivel scazut de-a lungul anilor de
monitorizare in izolatele de pui de carne, gaini si curcani (rezistentd de 2-9%), cu
exceptia izolatelor de curcan din 2014 (rezistenta de 20%).

¢ Rezistenta Escherichia colila pui de carne si curci

Nu a existat rezistenta la colistina in izolatele de E. coli de la curcani sau puii de
carne in 2014, 2016 si 2018.

Rezistenta la ciprofloxacind a avut o tendinta descendenta la izolatelor de
curcan intre 2014 si 2018 (de la 8% la 3%) si a fluctuat la un nivel scazut in aceeasi
perioada la izolatele de la pui (intre 2% si 4%). O rezistentda scazuta la
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cefalosporinele din generatia a treia a fost detectata in izolate de la curcani si pui de
carne in 2014, 2016 si 2018.

in 2018, 10,3% din probele din cecmum de la pui au avut E. coli cu un fenotip
ESBL si / sau AmpC, iar pentru probele de cecum de la curcan a fost de 3,5%.
Aceasta a realizat o scadere comparativ cu 2016, cand aceasta a fost de 30,1%
pentru puii de carne si de 4,7% pentru curcani. Nu s-au detectat E. coli producatoare
de carbapenemaza.

e Rezistenta Campylobacter jejunila puii de carne si curci

Rezistenta la eritromicina, un antibioticde prima linie pentru infectia cu
Campylobacter la oameni, a fost foarte scazuta in izolatele de pui de carne si curci
(1%). Un nivel ridicat de rezistenta la fluroquinolone a fost detectat in izolate de la pui
de carne (intre 41% -48%), in timp ce la curcani s-a observat o tendinta de scadere
(de la 35% in 2014 la 31% in 2018).

E. coli (%) Salmonella spp. (%) C. jejuni (%)
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Figura 6. Rezistenta la antibiotice a bacteriilor zoonotice si comensale de la animale sanatoase
la sacrificare (103).
Salmonella spp.

Sunt bacterii gram-negative care se gasesc frecvent in tractul gastro-intestinal
al oamenilor si al animalelor. Tulpinile patogene determina infectii la 0 gama larga de

animale, pasari, porci, bovine, cai, pisici si caini, dar si la oameni (40).
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Asocierea dintre utilizarea antibioticelor si aparitia tulpinilor de Salmonella
rezistente la antibiotice la nivelul fermelor, dar si consecintele acesteia asupra
sanatatii umane, este investigata pe larg de o perioada relativ indelungata (40).

Astfel, s-a observat ca Salmonella este rezistentda la diferiti agenti
antimicrobieni, cum ar fi tetraciclinele, sulfonamidele, streptomicina, kanamicina,
cloramfenicolul si la unele dintre beta-lactamice.

Pe langa clasele de antibiotice ,traditionale”, se remarca faptul ca se
inregistreaza o tendintd in crestere de rezistenta impotriva claselor ,noi” sau a
diferitelor combinatiei de clase de antibiotice, cum ar fi amoxicilina / acid clavulanic,
acid nalidixic si ceftriaxona.

Mecanismele de rezistenta ale Salmonella spp. se bazeaza pe mutatii la nivelul
genomului care codifica tintele chinolonelor. Spre deosebire de Campylobacter spp.
este necesara o multitudine de mutatii punctuale pentru a obtine un statut
semnificativ de ,rezistenta”, mai multe regiuni tinta contribuind la aparitia RAM: ADN
giraza (genele GyrA si GyrB) si topoizomeraza IV (genele ParC si ParE) sunt tintele
cele mai importante pentru obtinerea rezistentei tulpinilor la fluorochinolone (40).

Alte mutatii duc la supraexprimarea pompelor de eflux multidrog AcrAB-TolC,
care de asemenea, au un rol esential in rezistenta Salmonella spp. Mai mult,
modificarile proteinelor membranei exterioare au, de asemenea, un rol in
mecanismele RAM.

in plus fatd de asa-numitul fenotip clasic de rezistenta la chinolone, s-a
demonstrate la tulpinile de Salmonella enterica nontifoidale, prezenta genotipului cu
rezistenta la chinolona (gnr), unde o plasmida care contine gene qnr confera
fenotipul de rezistenta la chinolona a S. enterica.

Acest lucru are ca rezultat supravietuirea bacteriana chiar si la concentratii
crescute de chinolona si, prin urmare, tulpinile care poarta alele gnr sunt capabile sa
se multiplice si sa transmit RAM in timpul tratamentului cu antibiotice.

Mai mult, prezenta sistemica a Salmonella pathogenicity island-2 (SPI-2) or
SPI-1 in tesuturile asociate intestinului permite supravietuirea celulele persistente de
Salmonella, care la randul lor favorizeaza diseminarea pe termen lung a plasmidelor
in randul speciilor din intestin, rezultand o propagare a elementelor genetice ale RAM
(40).
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intr-un studiu clinic ce a presupus administrarea de cefalosporine Si
florochinolone la pui, curcani, porci, bovine si ovine, s-a observat ca un procent
ridicat din toate izolatele de Salmonella testate (76% din 4.414 izolate totale) au fost
susceptibile la toate antibioticele testate, rezultatele indicand o tendinta de crestere a
acestei susceptibilitati (vezi fig. 7) (103).

Rezistenta la cefalosporinele de generatia a 3-a a fost detectata la doua izolate
de la pui, dar nu si in izolate de curcani, porci, bovine si ovine. Un izolat de la curcani
si doua izolate de la gaini au prezentat rezistenta la ciprofloxacina (fluorochinolona)
(103).

Resistance in 2018 to: Percentage fully susceptible to all tested antibiotics
34" generation  fluorequinolones 1
cophalosporins 0 10 20 30 4 50 60 70 & 90 100

™ (] (] el

n=160

] n=1s2 [

=180
=111

= 1640

V¥V [ 0% [ 01% ] a3

| o AREEERETS e -

wezre RN © 27

" [ 0% [ 0% J n=104 § ) 2016

n=i

n = pumber of samples tested

Figura 7. Rezistenta Salmonella spp.la cefalosporine si florochinolone (103)

Staphylococcus spp.

Sunt bacterii Gram-pozitive in forma de coci, care colonizeaza pielea si
mucoasele. Desi majoritatea sunt comensale, unele tulpini bacteriene sunt
responsabile de boli infectioase importante la om si la animalele domestice (40).

Tulpinile de S. aureus rezistente la penicilina au fost izolate inca de la inceputul
anilor 1950, sugerand utilizarea masiva a antibioticelor in productia din domeniul
zootehnic. Ipoteza initiala sugereaza o posibila origine umana a tulpinei, dar care a
suferit 0 modificare in achizitia trasaturii de rezistenta la meticilina, indicand hrana
porcina suplimentata cu antibiotice ca fiind cea mai plauzibila cauza a RAM. Studiile
ulterioare au respins aceasta ipoteza, dovedind o aparitie independenta a tulpinilor
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patogene umane si animale. Pana in prezent, doar tulpinile izolate de la animale si
subproduse de origine animala au fost rezistente la meticilina. Mecanismele de
rezistentd se realizeaza prin achizitionarea staphylococcal cassette chromosome
mec (SCCmec), contindnd diferite gene mec, responsabile printre alte functii si de
rezistenta antimicrobiana. Genele RAM sunt incluse in elementele genetice mobile si
pot fi transmise in mod eficient catre bacterii comensale, adapostind aceleasi nise

ecologice prin transfer orizontal de gene (40).

Enterococcus spp.

Sunt un grup heterogen de bacterii care se gasesc in mod obisnuit in
microbiota intestinald a oamenilor si a animalelor de ferma. Tulpinile de enterococi
sunt capabile sa supravietuiasca conditiilor dificile de mediu, cum ar fi temperaturi
extreme, conditii de pH diferite si mediu sarat. Mai mult, Enterococcus spp. izolate de
la animale si produsele alimentare au prezentat rezistenta la diferite antibiotice.
Tulpinile de Enterococcus sunt intrinsec rezistente la vancomicina, aminoglicozide si
penicilina (40).

Rezistenta este mediata de gena Isa, chiar daca detaliile moleculare sunt inca
putin intelese, Enterococcus spp. sunt capabili sa dobandeasca rapid trasaturi RAM
atunci cand sunt tratati cu antimicrobiene. Introducerea in terapie a cloramfenicolului,
eritromicinei si tetraciclinelor a fost rapid urmata de aparitia tulpinilor rezistente de
Enterococcus.

Cu toate acestea, Enterococcus spp. de origine animala si alimentara nu sunt
concepute ca surse de risc directe pentru oameni. Acestea sunt considerate mai
degraba riscuri indirecte prin intermediul transmiterii RAM catre tulpini adaptate la
om, dupa cum s-a observat deja in cazul transmiterii rezistentei la vancomicina a S.
aureus si la tetraciclina si eritromicina in cazul Listeria monocytogenes (40).

Pe langa speciile bacteriene raportate mai sus, multe alte bacterii legate de
contextul medicinii veterinare sunt considerate ca fiind responsabile de diseminarea
RAM. Intre acestea se numara si ansamblul heterogen de bacterii Gram negative
care produc beta-lactamaze cu spectru extins (ESBL), o caracteristica codificata cu
plasmida care confera rezistenta impotriva beta-lactamilor, cum ar fi cefalosporinele

din a treia sau a patra generatie si monobactamele.
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Incidenta Escherichia coli producatoare de ESBL la bovine, pui de carne si
porc, este in continua crestere, sugerand un potential de diseminare a RAM prin
intermediul lantului animale-hrana-mediu (40).

Rezistenta la E. coli se dezvolta usor, fie prin mutatii, cum este cazul rezistentei
la fluorochinolona, fie prin achizitionarea de elemente genetice mobile, in cazul
penicilinelor cu spectru larg (ampicilina sau amoxicilina) si rezistenta la
cefalosporinele de generatia a treia.

Rezistenta la cefalosporinele de generatia a treia este conferita in principal de
enzime cunoscute sub numele de beta-lactamaze cu spectru extins (ESBL), aceste
enzime distrug beta-lactamicele. ESBL-urile sunt transmisibile intre bacterii si chiar
intre speciile bacteriene. Deoarece tulpinile de E. coli care prezinta ESBL sunt, de
asemenea, rezistente la mai multe medicamente antibacteriene, carbapenemele
raman de obicei singura optiune de tratament disponibila pentru infectiile severe
(112).

b. Fungi

Unele dintre cele mai intalnite levuri in patologia zoonotica, sunt cele din genul
Malassezia, recunoscute ca fiind parte componenta a florei microbiene a pielii omului
si a animalelor. Speciile genului Malassezia habiteaza pe pielea omului si a multor
vertebrate cu sange cald, fiind agentii etiologici ai tulburarilor cronice si superficiale
ale pielii (74,124)

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, au prezentat o buna activitate antifungica in vitro
impotriva M. furfur si M. pachydermatis (124).

Totusi, posibilitatea ca M. pachydermatis sa dezvolte rezistenta la
antifungicele din clasa azoli a fost adesea indicata in literatura de specialitate pe
baza testelor in vitro, de exemplu, studiul lui Nijima si col. (125), dar in vivo a fost
raportat un singur caz de rezistenta la céine. Un alt caz de rezistenta in vivo la
compusi azolici a M. pachydermatis, a fost o femeld de Poodle de 5 ani,
diagnosticata cu dermatita si otitd recurentd datd de Malassezia, tratatd cu azoli
sistemici si topici dar a carui eficacitate a fost scazuta.

Concentratiile minime inhibitorii (MIC) obtinute in vitro pentru diferite antifungice

din clasa azoli (in special itraconazol si ketoconazol) Tmpotriva tulpinilor de
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Malassezia izolate de la caine au crescut de cateva ori, comparativ cu MIC obtinute
de la izolatele de control. Aceste rezultate au intarit ipoteza bazata pe observatia
clinica, si anume dezvoltarea rezistentei la azoli (126).

Acest caz confirma ceea ce sa raportat recent (127), si anume ca rezistenta la
azoli poate fi cauza esecului tratamentului la caini infectati cu Malassezia spp.
Raportul precedent de rezistenta (127) s-a referit la un caine de 15 ani, in Japonia,
unde rezistenta a fost suspectata din cauza lipsei de raspuns la tratament, care a
constat in administrarea pe cale orala cu itraconazol (8 mg / kg) timp de 23 de zile si
samponare saptaméanala cu sampon ce contine miconazol 2%/clorhexidina 2% (126).

Intr-un studiu retrospectiv, Beltaire si colab. au analizat tulpinile fungice izolate
din uterul ecvin, colectate intre 1999 si 2011 si au prezentat o rata de rezistenta de
19% pentru itraconazol si 2% pentru fluconazol.

Cordeiro si col. au investigat 59 de izolate de Candida tropicalis obtinute de la
animale sanatoase si au gasit rezistenta la fluconazol si / sau itraconazol in proportie
de 50% din izolate, in timp ce toate izolatele erau susceptibile la caspofungina si
amfotericina B.

Folosind acelasi test de diluare ca in studiul precedent, Brilhante si colab au
analizat izolate de Candida din canalul nazolacrimal al cailor sanatosi si au constatat
ca 40% dintre izolatele de C. tropicalis erau rezistente la fluconazol si itraconazol.
Acelasi grup au gasit proportii ridicate de rezistenta la fluconazol si itraconazol tot
pentru izolate de Candida de la papagalul nimfa, iar mecanismul major de rezistenta
au fost pompele de eflux. A fost descrisa o rezistentd dobandita a speciilor de
Candida tropicalis multi rezistente in cazul infectiilor urinare la céini (93, 128).

Intr-un studiu care a implicat peste 140.000 de izolate de Candida spp.
colectate pe o perioada de 8,5 ani, rezistenta totala la fluconazol si voriconazol a fost
de 6,2%, respectiv 3,1%. Nivelul de rezistentd pentru toate speciile de Candida a
ramas relativ constant peste un deceniu.

in Olanda, rezistenta la triazoli in randul izolatelor a avut o prevalent& anuala de
la 1,7% la 6%, pe o perioada de 14 ani. Echinocandinele (caspofungina, micafungina
si anidulafungina) se extind in utilizare, deoarece sunt eficiente impotriva unei game
largi de Candida spp., inclusiv asupra unor specii rezistente la azoli.

Studiile de supraveghere globala indica faptul ca nu a existat nicio schimbare

epidemiologica semnificativa in sensibilitatea la Candida spp. a echinocandinelor,
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care sugereaza faptul ca deocamata rezistenta nu este o problema majora (129).

Rezistenta azolilor a fost descrisa si pentru Aspergillus, dar pana in prezent
rar au fost raportate tulpini rezistente derivate de la animale. Infectiile invazive
cauzate de A. fumigatus rezistent la azoli sunt dificil de tratat din cauza lipsei de
optiuni terapeutice.

La om, pot fi utilizate formulari lipidice de amfotericina B, iar 5-flucitozina a fost
recomandata la pacientii cu infectii ale sistemului nervos central cauzate de izolate
rezistente. Cu toate acestea, ambele antifungice sunt limitate, prezinta toxicitate care

poate interzice utilizarea lor pe termen lung, atat la oameni cat si la animale (130).
4. PREZENTA SI ACUMULAREA ANTIMICROBIENELOR IN MEDIU

Un domeniu de interes este efectul pe termen lung al reziduurilor de antibiotice
in mediul inconjurator. Desi utilizarea de catre oameni a antimicrobienelor poate fi o
sursa primara de contaminare cu antibiotice a mediului acvatic si terestru, mult mai
semnificative sunt tratamentele cu antibiotice in efectivele de animale, pasari si in
acvacultura contribuind din plin la aceasta problema in crestere (41, 43, 58, 59).

Un procent variabil de antibiotice administrate omului si animalelor pot ramane
active in materia biologica excretata (in general, fecale sau urind) participand la
contaminarea acvatica si terestra, cu antibiotice (59).

Antibioticele si metabolitii lor ajung mediu prin aplicarea gunoiului de grajd sau
a fertirigarii pe terenurile agricole, sau in mod direct la animale erbivore care
pasuneaza. Acest lucru poate fi urmat adesea de scurgeri, deversari si patrunderea
in straturile mai profunde ale solului cu destinatie agricola. O parte din antibioticele
care ajung in mediu raman active biologic (58, 59)

Concentratii scazute, subterapeutice, de antibiotic si care se acumuleaza in
timp indelungat poate avea efecte profunde asupra ecosistemelor. Concentratiile de
antibiotic acumulate in mediul extern vor exercita presiune selectiva asupra
bacteriilor din mediu si poate favoriza, transferul genelor rezistente, contribuind la

crearea ,rezistomului” un amestec de trasaturi genetice ale rezistentei (46).

Prezenta antibioticelor in sol

Concentrarea antibioticelor din diferitele straturi din sol se numeste
Jferracumulare”. Terracumularea apare atunci cand un antibiotic ajunge in sol la o
rata care va depasi rata sa de degradare (46, 58)
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Antibioticele administrate animalelor nu sunt complet absorbite de catre
acestea. In functie de antibiotic, intre 30 si 90% din antibiotic poate fi excretat prin
urina sau fecale in stare bioactiva, chiar intacte sau sub form& de metaboliti
antibiotici, care-si pot pastra mai departe activitatea antimicrobiana.

Asa cum se stie deja, rata excretiei variaza foarte mult fiind in functie de
farmacocinetica antimicrobienelor administrate, calea de administrare, dar si de

speciile de animale tratate (vezi fig. 8).
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Figura 8. Impactul administrarii antibioticelor (57).

Dupa administrarea orala

Microbiota intestinala distala, care cuprinde agenti patogeni zoonotici si flora
comensala este expusa la fractia de medicament neabsorbit in segmentul proximal
digestive, ceea ce creste presiunea selectiva locala si astfel creste densitatea
bacteriilor si genele rezistentei.

Bacteriile rezistente si genele rezistentei sunt eliberate in mediu prin intermediul

excretiei fecale. Aceste organisme si genele pot ajunge la om, prin mai multe cai si in
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cele din urma vor avea acces la microbiota gastro-intestinala umana. Calea

metabolica principala este lantul alimentar (1, 54, 68)

Dupa administrarea sistemica

Majoritatea medicamentelor de uz veterinar sunt eliminate in tractul gastro-
intestinal, fie prin secretie biliara, fie prin clearance-ul intestinal, astfel apar
concentratii ale farmaconului capabile sa selecteze organisme rezistente (41, 63, 74).

Antibioticele administrate animalelor pot ajunge in sol si prin deseurile medicale
si medicamentele eliminate necorespunzatoar sau prin praful provenit din unitatile de
cresterea industriale. Un numar tot mai mare de studii furnizeaza dovezi la nivel
mondial ale prezentei multora dintre antibioticele veterinare in sol in concentratii care
ajung chiar si la 9.990 pg/kgc, cel mai frecvent fiind identificate: oxitetraciclina,

sulfametazina sulfaclorpiridazina, si clortetraciclina (58).

Prezenta antibioticelor in apa

Productia de acvacultura reprezinta aproape jumatate din pestele si produsele
derivate din peste consumate la nivel mondial, ceea ce prezintd necesitatea de a
trece la practici de productie intensiva si semi-intensiva (90).

in consecinta, utilizarea antibioticelor atat in scop terapeutic, cat si in scop
profilactic creste dramatic. Cele mai utilizate clase de antimicrobiene sunt
sulfonamidele, penicilinele, chinolonele, tetraciclinele si fenicolii, iar utilizarea lor
extinsa este inca asociata cu o contributie semnificativa la raspandirea generala a
RAM intre toate speciile de animale, inclusiv la oameni (6, 90).

Antibioticele care au fost identificate in sol si apele de suprafata au inclus cel
mai adesea: macrolide, sulfonamide, tetraciclind, cloramfenicol, clortetracicling,
sulfametazina, lincomicine, trimetoprim, sulfadimetoxin si  sulfametazina.
Sulfametoxazolul este unul dintre compusii chimici cel mai frecvent detectati ca si
contaminanti ai apelor uzate. O mare parte a contaminarii acvatice cu antibiotice este
datorata efluentilor de spital si apelor uzate municipale (58, 68)

Pana in prezent, nici un antibiotic nu a fost conceput special pentru utilizarea
exclusiva in acvacultura, astfel, compusii antimicrobieni destinati altor sectoare ale
medicinei umane si veterinare sunt utilizati in mod necorespunzator in contextul
acvaculturii, sporind dramatic impactul aparitiei si raspandirii RAM (6, 90).

Sase dintre clasele de antibiotice enumerate de Organizatia Mondiala a
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Sanatati (OMS) ca fiind extrem de importante pentru medicina umana
(aminoglicozide, macrolide, peniciline, chinolone, sulfonamide si tetracicline) sunt
utilizate in mod obisnuit atat in cresterea animalelor cat si in acvacultura, rezultand o
contributie enorma la eficacitatea redusa a acestor compusi in tratamentul infectiilor
relevante pentru om.

Mai mult, utilizarea inadecvata a antibioticelor este asociata cu o capacitate
redusa a speciilor de pesti de a metaboliza eficient medicamentele administrate.
Astfel, reziduurile de antibiotice persista o perioada lunga de timp in carnea de peste,
facilitand difuzia catre ecosistemul terestru prin intermediul lantului alimentar. in plus,
s-a estimat ca 70-80% din compusii activi sunt eliminati prin fecale care permit

dispersarea antibioticelor prin apele uzate (40).

5. ABORDAREA ONE-HEALTH IN CONTEXTUL RAM

Fiind ubicvuitare, microorganismele reprezinta rezervoare de RAM in toate
nisele ecologice. Reteaua complexa de interactiuni care apar intre speciile
microbiene din diverse ,medii” faciliteaza fluxul genetic, extinzand RAM intre oameni,
animale si mediu (40).

Astfel, s-a dorit o abordare multisectoriala coordonata, prin intermediul
conceptului One-Health (,,O singura sanatate”) (vezi fig. 9), pentru a investiga si
aborda acest fenomen. Acesta este definit ca: ,efortul de colaborare a mai multor
profesii din domeniul stiintei sanatatii, impreuna cu disciplinele si institutile conexe -
care lucreaza la nivel local, national si global - pentru a atinge o sanatate optima
pentru oameni, animale domestice, animale salbatice, plante si mediu ” (69).

ENVIRONMENTAL
HEALTH
ONE
ﬂ * HEALTH
HUMAN ANIMAL
HEALTH HEALTH

Figura 9. Principalele elemente ale conceptului ,,One Health / O singura sanatate” (121)
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in anul 20083, in conexiune cu Ebola, Wiliam Karesh, spunea: “Sanatatea
umana sau a animalelor domestice sau a faunei salbatice nu mai poate fi discutata
izolat. Exista doar o sanatate. S$i solutile necesita ca toata lumea sa lucreze
impreuna la toate diferitele niveluri.”

In Statele Unite ale Americii, in anul 2007 Asociatia Medicilor Americani (AMA)
si Asociatia Medicilor Veterinari Americani (AVMA) au convenit formarea comisiei
“One Health Commission”. Tn anul 2008 Uniunea Europeana a promovat abordarea
One Health si conceptul este integrat in anumite documente de strategie ale UE.

in anul 2009 se stabileste sediul One Health la nivelul Centers for disease
control and prevention (CDC). In anul 2011 a fost organizat The First International
One Health Congress, in Melbourne, Australia (123).

Intr-o abordare atat de cuprinzatoare, utilizarea antimicrobiana (si utilizarea
abuziva) in sectoarele uman, animal si ecologic, impreuna cu raspandirea la scara
globald a mecanismelor de rezistentd in interiorul si intre aceste sectoare sunt
identificate ca fiind principalele forte motrice ale RAM (40) .

Majoritatea claselor de antimicrobiene utilizate in tratamentul infectiilor umane
sunt folosite si in sectorul veterinar, rezultdnd o presiune selectivd cumulativa
exercitatd asupra microorganismelor, astfel rezultd o eficacitate redusa a
tratamentelor antimicrobiene atat in domeniul uman, veterinar cat si al mediului (2).

in sectorul uman si veterinar, principalele actiuni ale One-Health includ o
prescriere judicioasa a antimicrobienelor, prevenirea supra-prescriptiei Si
imbunétatirea conditiilor de igiena si a planurilor de control al infectiilor.

Actiunile One-Health in ceea ce priveste mediul includ tratarea adecvata a
deseurilor industriale, civile si agricole, in incercarea de a reduce diseminarea
generala a RAM intre sectoare. Abordarea One-Health in sectorul animalelor consta
in evaluarea impactului relatiei dintre animalele de companie si om. Modul de
influentare a acvaculturii asupra mediului, si si reducerea administrarii in masa a
medicatiei in efectivele de animale (69).

La nivel global organizatile implicate in acest concept sunt: Organizatia
Mondiald a Sanatatii, Organizatia pentru Alimentatie si Agricultura si Organizatia
Mondiala pentru Sanatate Animald. Aceste organizatii impreuna cu Programul
Natiunilor Unite pentru Mediu trebuie sa realizeze actiuni comune pentru scaderea
aparitiei si raspindirit RAM (122).
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6. EVOLUTIA CERCETARII RAM IN MEDICINA VETERINARA

Investigatiile initiale asupra rezistentei au fost limitate la genele responsabile
atét pentru toleranta directa, cét si indirecta impotriva substantelor antimicrobiene, in
special a celor folosite in practica clinica.

in prezent este bine stabilit ca o abordare profundd care vizeaza mai multe
niveluri ale macromoleculelor biologice (ADN, ARN, proteine si metaboliti) permite
accesul la informatii privind debutul, dezvoltarea si transferul mecanismelor de
rezistenta. O intelegere a modului de comunicare intre specii este de o importanta
majora pentru elucidarea modului in care factori de mediu declanseaza
mecanismele de rezistenta.

Atfel o varietate mare de nise ecologice cu populatii microbiane complexe fac
obiectul studiilor care vizeaza rezistenta, aceasta fiind investigata in gunoiul de grajd,
sol, apa si produse alimentare provenite de la animale (81, 82, 96, 102, 113).

Metodele utilizate pentru investigarea RAM au evoluat de la abordarea
traditionala bazata pe medii de cultura, la cele mai noi tehnologii omice (genomica,
proteomica, metabolomica). Bazate pe o abordare holistica, stiintele omice si meta-
omice reprezintd instrumente puternice pentru a investiga functiile si dinamica
microorganismelor adapostite in diferitele nise ecologice (17).

Genomica este disciplina care studiazéd genomul microbian, elucidand functiile
metabolice potentiale, oferind un set de date al tuturor genelor si elementelor
genetice (de exemplu, plasmide si alte elemente genetice). Genomica are o influenta
esentiala asupra celorlalte discipline omice, prin cresterea constanta a depozitului de
secvente de baze de date de folosite ca referinta (40).

O secventiere a intregului genom a fost recent utilizatd intr-un studiu privind
Salmonella la pasari. Studiul indica faptul ca 60% din izolatele de la pasarile de curte
au fost multirezistente, sustinute de identificarea polimorfismelor cromozomiale cu
nucleotida unica (SNP) si identificarea diverselor elemente genetice mobile.

Mai mult, analiza secventei raporteaza o noua rezistenta la streptomicina-
azitromicina si o versiune necaracterizatd a SGl1, confirmand industria pasarilor ca

un rezervor de RAM care ar putea fi transmise altor tulpini bacteriene. intr-un studiu
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similar, investigatia genomica a ficatului de pui a indicat o predominanta ridicata (>
88% din izolatele testate) a E. coli multirezistente (40, 84).

O recenta investigatie metagenomica efectuata asupra speciilor bacteriene din
microbiota rumenului evidentiaza o prevalenta ridicatda a genelor de rezistenta la
tetraciclina si includerea acestora in elemente noi integrative si conjugative (89).

Transcriptomica a fost utilizata in evaluarea comparativa a profilului de expresie
al Staphylococcus aureus rezistent la meticilina, izolat din carne de porc.

Studiul evidentiaza faptul ca administrarea de doze subinhibitorii de produse
antimicrobiene provoaca alterarea profilului transcriptional, astfel genele legate de
transportul membranei, aminoacizii, carbohidratii si metabolismul energetic fiind
exprimate diferential (40).

Proteomica vizeaza ansamblul proteinelor exprimate de microorganisme, in
momentul esantionarii. impreuna cu metabolomica, proteomica oferd imaginea cea
mai realista a efectorilor care mediaza direct functile metabolice operate de
organisme, rezultand un instrument foarte puternic de monitorizare a metabolismului
microorganismelor si modul in care compusii antimicrobieni declanseaza adaptarea
microbiana (105).

Investigatia comparativa proteomica a fost utilizata pentru studierea membranei
externe a tulpinii E. coli K-12 rezistente la kanamicina. Studiul descrie o expresie mai
mare a proteinelor TolC, Tsx si OstA, in timp ce MipA, OmpA, FadL si OmpW au avut
0 expresie mai mica in tulpina rezistenta la kanamicina (44).

Metabolomica oferd un instantaneu al matricei de metaboliti produsi de un
anumit microorganism si / sau populatie microbiana, permitand o investigatie
cuprinzatoare a metabolismului si evaluarea comparativa dupa tratamentul
antimicrobian [167-169]. Desi are o importanta extrema, analiza datelor investigatiei
metabolomice este destul de grea, limitdnd utilizarea acesteia ca instrument pentru
confirmarea rezultatelor (40).

La bacteriile patogene, pentru animale si oameni genele care codifica rezistenta
la antibiotice au fost detectate prin tehnici de biologie moleculara, respectiv prin:

e Polimerase Chain Reaction (PCR),

¢ Real-time PCR.

Genele care codifica antibiorezistenta, in functie de grupele de antibiotice, cu

frecventa cea mai mare sunt genele:
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e mec A, codifica rezistenta la B lactamine, fiind prezenta la stafilococi
coagulaza pozitivi si negativi, dar si la alte bacterii;

e amp C, prezenta la Enterobacteriaceae;

e pbp 5 prezenta la E. foecium, codifica rezistenta fata de peniciline;

e tet, codifica rezistenta fata de tetracicline;

e gyr A, gyr B, par A, par E , grl A si grl B, codifica rezistenta fata de
fluorquinolone;

e cat,cml A, cml A1 si flo R codifica rezistenta fata de grupa cloramfenicolilor;

e enu, mef, msr, vgo, mph A, mph B, vot B, vot C, sot A, sot G, ere A si ere B
codifica rezistenta fata de macrolide si lincosamide;

e asa C, aph, ant i la codifica rezistenta de aminoglicozide;

e fol P, sul 1, sul 2 si sul 3 codifica rezistenta fata de sulfamide (28).

Pe site-ul CARD — The Comprehensive Antibiotic Resistance Database

identificabil la: https://card.mcmaster.ca/ sunt prezentate principalele mecanisme ale

rezistentei antiinfectioase / clase si pe determinantii genetici ai rezistentei / genuri
bacteriene.

In prezent sunt utilizate sau sunt in dezvoltare mai multe strategii pentru a gési
noi compusi antibacterieni. Nu numai ca existd o problema in gasirea de noi
antibiotice pentru a lupta impotriva bolilor vechi (din cauza tulpinilor rezistente de
bacterii aparute), dar mai exista o problema, in a gasi noi antibiotice pentru a lupta
impotriva bolilor noi.

in general cercetérile din domeniu prezintd antibiorezistenta ca pe un fenomen
de emergenta stréns legat de utilizarea clinica (sau de altd natura) a agentilor

antimicrobieni impotriva caruia s-a dezvoltat aceasta rezistenta (52, 53).
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