R. 2.6.1 Selectarea unor organisme - model optime de studiu in vivo a rezistentei

Raport/Studiu

Selectarea unor organisme - model optime de
studiu in vivo a rezistentei

efectuat in cadrul proiectului Abordarea bioeconomicad a
agentilor antimicrobieni - utilizare si rezistentd

(cod - PN-III-P1-1.2-PCCDI-2017-0361).

Colectiv de redactie:
Coordonatori: Prof. dr. Gabriela Tanasie, Prof. dr. Carmen Panaitescu

Membri: Doctorand Gaspar Cristina, Asist. Dr. Csilla Zambori, Dr. loan Hutu.
Data finalizarii: 15.11.2020

Acknowledgements

Activities under this work were carried out in the Oncogen Research Center - financed by
project "A bio-economical approach of the antimicrobial agents - use and resistance”, in the
frame of contract PCCDI 7/19.03.2018, code: PN-III P1-1.2-FPRD-2017.

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



R. 2.6.1 Selectarea unor organisme - model optime de studiu in vivo a rezistentei

1. Introducere

Modelele animale au fost utilizate incepand cu secolul al 19-lea pentru a studia
transmiterea unor boli si patogeneza unor bacterii si produse bacteriene. Mai recent,
modelele animale au fost des folosite pentru testarea eficacitatii agentilor antibacterieni.
Studii de patogeneza cum ar fi functionarea unor receptori de atasare bacteriana sau
implicarea diferitelor componente ale sistemului imun, ar fi fost de altfel imposibile in
absenta unor modele animale specifice.

Modelele animale sunt clasificate uzual (Knudsen si Frimodt-Moller, 2001) in modele
de screening, modele mono sau poliparametrice, modele ex vivo si modele discriminatorii.

- Modelele de screening sunt utilizate in testarea primara a actiunii antibacteriene a
unor noi chimioterapice. Acestea ar trebui sa fie rapid si simplu de efectuat si sa aibe
criterii de evaluare finala de tipul deces/supravietuire sau prezenta/absenta
simptomelor specifice la animalele din loturile experimentale. Asemenea
experimente se desfisoara adesea sub forma unor studii doza-raspuns la soareci
outbred generand valori pentru doza protectiva, doza eficientd, PD50 si ED50.

- Modelele mono si poliparametrice sunt de obicei modele simple in care se masoara
de-a lungul timpului o serie de parametri cum ar fi numarul de celule bacteriene sau
diversi parametrii imunologici. Aceste modele sunt utilizate pentru a studia
corelatia dintre efect si diferite alte modificari aparute pe parcursul procesului
infectios, iar datele furnizate pot fi, intr-o anume masura, extrapolate la om.

- Modelele ex vivo simuleaza problematica speciala a infectiilor la om, cum ar fi corpii
stradini, formarea camerelor subcutane sau cheagurile de fibrina.

- Modelele discriminatorii sunt cele mai sofisticate si incearca sa simuleze cat mai
indeaproape conditiile din corpul uman. Acestea se folosesc atit pentru testarea
unor preparate antibacteriene cat si pentru studiul patogenezei infectioase. Se
utilizeaza animale nemodificate genetic sau animale care au suferit modificari
chirurgicale sau implantarea unor corpi straini.

Infectiile bacteriene si bacteriile rezistente la antibiotice au devenit o problema in
crestere in ultimul deceniu. Ca rezultat, Centrele pentru Controlul Bolilor prezic mai multe
decese rezultate din microorganisme decat toate cazurile de cancer combinate pana in
2050. In prezent, multe modele traditionale utilizate pentru a studia infectiile bacteriene
nu reusesc sa replice cu precizie mediul bacterian in vivo. Aceste modele nu reusesc adesea
sa incorporeze fluxul de fluid, indicii bio-mecanice, interactiuni intercelulare, interactiuni
gazda-bacterii si chiar simpla includere a unor proteine fiziologice relevante in mediile de
cultura. Ca urmare a inadecvarii acestor modele exista adesea o slaba corelatie intre in
teste in vitro si in vivo, limitand potentialul terapeutic. Astfel, urgenta de a stabili sisteme in
vitro, in vivo si ex vivo sa investigheze mecanismele care stau la baza infectiilor bacteriene
si sa descopere terapii impotriva noii ere infectiile este extrem de serioasa.

La ora actuala remarcam dezvoltarea unui nou val de modele sofisticate in vivo
concepute pentru a reprezenta mai bine fiziopatologic conditiile de la om. Acestea variaza
de la modele non-mamifere care permit screening-ul de mare viteza pana la modele
sofisticate de mamifere.
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2. Date generale despre modelele animale

Modelele non-mamifere

Pentru a depasi costurile ridicate si preocuparile etice asociate cu modelele la
mamifere, modele non-mamifere precum Drosophila melanogaster (musca fructelor) si
Danio rerio (pestele zebra) sunt din ce in ce mai utilizat in studierea colonizarii bacteriene
si a mai ales a dezvoltarii biofilmelor bacteriene in prezenta sistemelor imune ale gazdei
(Fu si colab., 2017). Aceste modele sunt avantajoase in comparatie cu modelele de
mamifere avand cost redus, fiind usor de Intretinut si cu capacitati de transfer ridicat. La
ora actuala existd modele non-mamifere importante pentru recunoasterea importantei
comunicatiilor interspecifice in timpul dezvoltarii biofilmelor, fiind chiat adaptate pentru a
studia infectiile polimicrobiene (Murray si colab., 2014). Constituie un avantaj faptul ca
genomul majoritatii acestor sisteme a fost deja complet secventiat si pot fi create cu
usurintd manipuldri genetice, cum ar fi modelele knock-in si knock-out, pentru a studia
baza genetici a dezvoltirii biofilmului si a virulentei bacteriene. In ciuda acestor avantaje,
gazdele non-mamifere au asemanari limitate cu oamenii si durata de viata limitata (si, prin
urmare limiteaza durata experimentului), ceea ce poate avea un impact negativ asupra
traductibilititii lor clinice. In acest context, mamiferele sunt superioare deoarece oferi cel
mai apropiat mediu la cea a gazdelor umane.

Modelele mamifere

Au fost depuse eforturi extraordinare sa se dezvolte modele de mamifere care sa
reflecte cu adevarat infectiile cu biofilm la animale, variind de la rozatoare la specii mai
mari, cum ar fi oile, porcii si chiar bovinele. in consecintd, un numdr mare de modele de
infectii in vivo sunt disponibile acum pentru vizarea unei game largi de infectii specifice
tesuturilor (moi si dure) precum si infectii asociate unor dispozitive implantabile.

Cu toate acestea, utilizarea modelelor in vivo de mamifere este restrictionata in unele
cazuri din considerente etice. Proiectele care implica utilizarea modelelor de mamifere
trebuie mai intdi evaluate pe baza "regulii celor 3 R™:

- modelele de animale mamifere ar trebui utilizate numai atunci cind modelele
in vitro sau modelele non-mamifere nu sunt capabile sa abordeze o intrebare
stiintifica specifica;

- experimentele in vivo trebuie astfel proiectate pentru:

o aminimiza numdrul animalelor necesare obtinerii informatiilor dorite;
o a atenua durerea sau suferinta potentiald pentru aceste animale ori de
cate ori este posibil.

In plus, exista diferente de specie, In special in ceea ce priveste raspunsurile lor
imune, si existd Inca diferente intre modelele de mamifere in vivo si oameni, mai ales
atunci cind ne referim la modelele murine.
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Comparativ cu majoritatea sistemelor in vitro, modelele in vivo pot suferi, de
asemenea, de o variabilitate mare Intre experimente si animale, deoarece parametrii
experimentali sunt adesea mai putin controlati. In cele din urms, modelele de mamifere
sunt adesea limitate la o durata experimentald acuta sau subcronica. Este cazul, de
exemplu, unor modele de sobolan cu margele de alginat care imita infectiile pulmonare
cronice au durata de viata limitata de 1-3 saptamani (Pedersen S. si colab., 1990). Desi
aceasta problema ar putea fi partial atenuata de expunerea repetata la bacterii, rezistenta
gazdei la re-infectie Impiedica aceastd optiune. Desi multe modele animale integreaza
interactiunea intre sistemele imune ale gazdei si cele patogene de la bacterii, lipsa de
cronicitate, pe langa diferentele dintre specii, poate explica ratele ridicate de esec in
trecerea de la modele animale la clinica.

Capacitatea de a prezice eficienta in vivo a antibioticelor prin intermediul datelor
microbiologice si farmacologice este unul dintre principalele obiective ale celor implicati in
chimioterapia antibacteriani. In ultimul deceniu au fost ficute mai multe incerciri de a
determina corelatiile dintre activitatile in vitro si eficacitatile invivo ale antibioticelor. Ca o
consecinta a multor studii clinice si pe animale, s-a acceptat ca, pentru antibioticele beta
lactamice, timpul in care nivelurile din ser depdsesc concentratia minima inhibitorie (CMI)
este cel mai semnificativ parametru care determina eficacitatea lor in vivo (Soriano si
colab., 1996). Cu toate acestea, este bine cunoscut faptul ca CMI in cazul antibioticelor beta-
lactamice pentru unele organisme pot varia in functie de rezultatele lor metodice utilizate
in mod determinat. Acest efect a fost recunoscut ca avand implicatii terapeutice forb-
lactamice 1n tratarea infectiilor cauzate de Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae
si Haemophilus influenzae (Tannock, 2005), dar si infectii cauzate de bacterii gram-
negative enterice.

Pentru a demonstra relevanta terapeutica a efectului de inoculum, a fost dezvoltat
un model experimental de infectie intraperitoneala cauzat de E. Coli la soareci neutropenici
si non-neutropenici (Poulsen LK, 1995). In acest model, animalele au fost tratate cu doze
diferite dintr-o serie de antibiotice. Eficientele medicamentelor a fost corelatd cu datele
farmacologice si CMI pentru a determina care parametri farmacodinamici au fost mai
predictivi pentru succesul terapeutic. Au fost folositi soareci albinosi masculi

pastrati in custi, cu 10 soareci in fiecare cusca, cu acces liber la alimente si apa. Din
fiecare preparat testat au fost pregatite serii de dilutii descrescande decimal. Dupa
injectarea intraperitoneald animalele au fost observate timp de 7 zile si a fost cuantificat
numarul de supravietuitori pentru fiecare dilutie. A existat si un lot de control, injectat doar
cu adjuvant. Un grup de sase animale neinfectate au primit mucina singura pentru a se
asigura ca decesele nu au fost cauzate de efectele stresante ale acestui adjuvant. Inoculele
au fost confirmate in fiecare experiment prin studii de diluare directd. Dupa inducerea
infectiei s-au administrat subcutanat antibioticele in diferite doze, prima administrare la 1
h postinfectie respectiv a doua doza a fost administrata 6 ore mai tarziu. Soarecii au fost
observati pana la 48 de ore. Dozele de antibiotice au fost alese pentru a obtine concentratii
in ser similare cu cele obtinute la oameni dupa administrarea dozelor terapeutice. Dupa
notarea rezultatelor terapeutice obtinute cu o astfel de doza, a doua si a treia doza au fost
calculate si alese pentru a obtine rate de supravietuire diferite prin cresterea sau scaderea
dozei.
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Modele in vivo in mamifere pentru dezvoltarea infectiilor in biofilme

Dovezi aratda ca o serie de modele animale in vivo produc biofilme foarte
asemanatoare cu cele gasite in infectiile umane, agregatele bacteriene fiind segregate de
gazda. Din punct de vedere istoric, procedurile utilizate pentru inspectarea dezvoltarii
biofilmului in aceste sisteme au necesitat recuperarea tesuturilor infectate sau dispozitive
sofisticate pentru analiza. Acest lucru face sa fie extrem de dificil de studiat etapele timpurii
ale formarii biofilmului si cinetica de dezvoltare a acestuia. Progresele recente ale
tehnicilor de imagistica, care au devenit extrem de sensibile combinat cu capacitatea de a
genera tulpini de bacterii bioluminescente au Inceput sa permita monitorizarea continua a
infectiilor cu biofilm in vivo. In general, modelele in vivo sunt avantajoase pe masuri ce
ofera oportunitdti de a raspunde la intrebari importante referitoare la patogeneza
biofilmelor, tindnd cont de importanta interactiunilor gazda-microb care sunt foarte greu
de modelat in modele in vitro. Prin urmare, acestea permit cea mai buna transferabilitate in
comparatie cu modelele vitro fie ele chiar sofisticate de tipul "organ-on-chip”.

Desi s-au imaginat modele ale biofilmelor intr-o derie de specii animale, modelele
porcine ofera un potential mult mai bun decit modelele murine datoritd asemanarii lor
anatomice, fiziologice si imunologice cu oamenii. De exemplu, tesutul dermic prezinta
similaritati de proprietati si procese de vindecare a ranilor, cum ar fi reepitelizarea,
cicatrizarea si granularea tesuturilor ceea ce face ca modelele porcine sa fie preferabile
pentru studiul infectiilor cronice ale plagilor. Vindecarea intarziata a ranilor a fost cu
succes legata de dezvoltarea de tip biofilm a infectiei plagii intr-un model porcin (Shi D. Si
colab, 2019). Pe de alta parte modelele porcine sunt mai scumpe si mai putin accesibil
decat modelele murine.

3. Modelele animale in rozatoare

Cele mai multe studii In ceea ce priveste bacteriile patogene si mecanismul
transferului in vivo al genelor de rezistentd, intre acestea, au folosit ca model animal
rozatoarele, in special soarecii. Rozatoarele sunt preferate ca si model animal de studiu
datorita prolificitatii ridicate, gestatiei de scurta durata si a faptului ca nu necesita conditii
speciale de Ingrijire si adapostire, ceea ce implica si costuri reduse (Schjorring S si Krogfelt
KA, 2011).

Tractul digestiv al acestora este similar cu cel al omului, din punct de vedere
histologic, al secretiei mucoase si al straturilor epiteliale. Studiile efectuate pe soareci, au
vizat mecanismele de colonizare bacteriana a intestinul, transferul orizontal al genelor de
rezistenta, expresia factorilor de virulenta si distributia spatialda a speciilor bacteriene.
Intrucat microbiomul intestinal actioneazi in mod fiziologic in scopul impiedicrii
colonizarii intestinului de catre alte microorganisme, in astfel de experimente au fost
folosite preponderent animale libere de germeni si/sau animale care au fost supuse
tratamentului cu antibiotice.
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- Animale libere de germeni

Aceste animale sunt inoculate doar cu cele doud tulpini de interes (donorul si
receptorul), creandu-se astfel un model disociat, foarte predictibil si usor de controlat.
Reinocularea necontrolatd, prin coprofagie, poate fi minimalizatd prin cazarea in custi
individuale, cu pardoseald tip gritar. In lipsa florei intestinale autohtone, multiplicarea
tulpinilor de interes se desfasoara pana la concentratii foarte mari, de 10°-1010 ufc (unitati
formatoare de colonii)/gram de fecale, ceea ce creste posibilitatea contactului dintre
celulele bacteriene si astfel, a transferului orizontal de material genetic (Ducluzeau, 1984).
Cu toate acestea, modelul disociat nu este foarte agreat, intrucat s-a demonstrat ca aceste
animale sunt deficiente din punct de vedere imunologic, nodulii limfatici, splina si placile
Peyer fiind relativ inactive.

- Animale libere de germeni inoculate cu flord intestinald umana

S-a demonstrat ca in urma inocularii, in unele cazuri, s-au produs modificari in randul
speciilor dominante din cadrul populatiei microbiene (Kibe si colab., 2005). Aceste
modificari s-ar putea datora diferentelor genetice dintre oameni si soareci, dar si
particularitatilor alimentare, intrucat nutrientii consumati pot stimula multiplicarea
anumitor specii bacteriene, in timp ce altele sunt inhibate. Astfel, specia care predomina in
inoculul de origine umana, s-ar putea sa nu fie cea care si colonizeaza cu succes intestinul
rozatoarelor (Hirayama, 1999).

- Animale tratate cu antibiotice

La astfel de modele, functia de aparare a microorganismelor intestinale este alterata,
prin administrarea orald (in apa de baut) a antibioticului. Anumite specii sunt eliminate,
permitind astfel tulpinilor de interes sa colonizeze intestinul. Antibiotice precum
ampiciling, clindamicina, kanamicina, metronidazolul si streptomicina, administrate oral, s-
au dovedit utile in crearea unor astfel de modele. Metronidazolul a fost cel mai putin
eficient, in timp ce clindamicina a avut efect asupra bacteriilor anaerobe, kanamicina si
streptomicina, asupra celor facultativ anaerobe, iar ampicilina a avut un spectru mai larg
de actiune. Hentges si colaboratorii afirma ca streptomicina elimind majoritatea
enterobacteriaceelor, in timp ce anaerobii si populatia totala de bacterii aerobe, nu sunt
afectate. Streptomicina determina cresterea pH-ului intesinal si a vascozitatii mucusului,
crescand astfel susceptibilitatea gazdei la infectiile cu bacterii patogene (Poulsen si colab.,,
1995).

Toate aceste modele prezinta avantajul ca diferentele in compozitia florei bacteriene,
in cadrul loturilor de animale, sunt foarte mici, datoritd standardelor de adapostire si
hranire, spre deosebire de oameni, la care variatiile individuale sunt foarte mari (Eckburg
si colab., 2005). Studiile in vitro si in vivo privind transferul orizontal al genelor de
rezistentd nu sunt comparabile si nu ofera intotdeauna aceleasi rezultate, la fel cum nici
diferitele tipuri de modele in vivo, nu pot fi comparate. Modelul disociat (soarecii germ-
free), comparativ cu folosirea soarecilor tratati cu antibiotice, care totusi detin o bariera
intestinala complexd, este considerat prea simplist, intrucdt nu surprinde totalitatea
factorilor implicati in transferul orizontal al genelor de rezistents, in mediul intestinal. In
cadrul modelului disociat, se poate observa doar faptul ca transferul are loc, data fiind rata
de multiplicare intensa a donorului si receptorului, in lipsa florei concurente.
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Comparand cele doua modele, soarecii germ-free si cei conventionali, s-au constatat
diferente de ordin biochimic, fiziologic si imunologic (Tannock, 2005), iar influenta acestor
factori asupra interactiunii dintre celulele bacteriene si implicit, asupra transferului de
material genetic, nu este pe deplin elucidata. Folosirea soarecilor tratati cu antibiotice, cu
bariera intestinala si sistemul imunitar nealterate, prezinta avantajul de a reproduce mai
fidel conditiile din tractul intestinal al omului. Acest model are si unele dezavantaje, intre
care acelea ca transferul poate avea loc si catre alte specii bacteriene din intestin, in afara
receptorului care se investigheaza sau ca numarul bacteriilor transconjugate ar putea sa nu
atingd limita de detectie. Astfel, trebuie fixat clar obiectivul studiului - se urmareste doar
evidentierea existentei transferului de material genetic intre tulpinile vizate sau se doreste
si cuantificarea tulpinilor transconjugate si raspandirea lor ulterioara.

3.1.Modele murine

1. Modele murine de infectie cutanata

Modelele pe soareci mai frecvent utilizate pentru testarea tratamentul local al
infectiilor cutanate sunt modelul de arsura cutanata si modelul de sutura a unei leziuni
tegumentare. Bacteriile sunt fie introduse in piele prin injectie intr-o zona lezat3, ca in
modelul de arsur3, fie un fir de sutura de nailon impregnat de bacterie este implantat intr-o
plaga artificiala (o incizie a bisturiului prin straturi de piele), care este apoi cusutd sau
capsatad. Zona de infectie In aceste modele este de obicei localizata dorsal pentru a
impiedica animalul sa atinga locul leziunii. Frecvent, produsele antibacteriene dizolvate in
cremd sau unguent sunt aplicate pe rana pe parcursul experimentdrii. La finalul
experimentului animalul este sacrificat iar zona infectata a pielii este excizata si se
evalueaza numarul de bacterii din proba. Aceste modele de infectie tegumentara topica au
unele dezavantaje in raport cu infectiile generale. Modelul de arsura tegumentara a fost
dezvoltat pentru studierea problemelor legate de infectii la pacientii arsi nu este aplicabil
din punct de vedere etic (din perspectiva bunastarii animalelor) pentru studiul infectiilor
localizate ale pielii, cum ar fi impetigo anderisipela.

Modelul de sutura a unei leziuni tegumentare implica taierea in straturile mai adanci
ale pielii si, prin urmare, nu este relevant din punct de vedere clinic pentru conditiile pur
topice. Kugelberg si colaboratorii descriu in 2005 un nou model pentru infectii superficiale,
modelul cu decupare in bandi. In acest model, este creati o poartd de intrare pentru
agentul infectios prin decuparea blanii si a epidermei intr-o regiune dorsala reslizata prin
aplicatii succesive ale unui bandaj adeziv. In dezvoltarea acestui model, s-au folosit S.
aureus si S.pyogenesas ca agenti infectiosi. Ambele bacterii sunt populatii endemice la om
si sunt considerate bacterii oportuniste, cauziand de obicei infectii la copii, pacienti
imunocompromisi sau pacienti care suferd interventii chirurgicale. S. aureus poate fi izolat
din exudat faringian sau nazal la aproximativ o treime din populatie si se gaseste, de
asemenea, in flora cutanatd, impreunda cu specii inrudite, cum ar fi Staphylococcus
epidermidis. Infectii topice datorate S. aureus si S. pyogenes sunt relevante din punct de
vedere clinic si provoaca o varietate de simptome grave, inclusiv sindromul socului toxic si
leziuni cutanate care pot evolua catre sepsis si soc sistemic daca sunt lasate netratate.
Aceste specii bacteriene sunt, de asemenea, cele mai frecvente cauze ale impetigo la om.
Antibioticul utilizat pentru a testa modelul a fost 2% acid fusidic in unguent (Kugelberg E.
si colab., 2005).
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Modelul este simplu si reproductibil si poate fi utilizat pentru evaluarea
tratamentelor cu noi variante chimioterapeutice pentru infectii superficiale ale pielii.
Modelul poate fi, de asemenea, avantajos pentru studiile mecanismelor implicate in
infectiile superficiale ale pielii.

2. Model murin de de infectie a coapsei.

Initial a fost indusa animalelor neutropenie prin injectarea de ciclofosfamida in zilele
0 si respectiv 3 si infectia a fost indusa in ziua 4 (Dartois si colab., 2005). Coapsele stangi
ale soarecilor au fost injectate cu E. coli 25922 (aproximativ 5x10> UFC / coapsa). Grupul
experimental a fost tratat apoi imediat cu preparatul antibacterian prin injectare
subcutanata. Soarecii din grupul de control au fost lasasi netratasi. La 16 h postinoculare,
soarecii au fost sacrificati prin asfixiere cu CO2, iar coapsele au fost recoltate. Dupa
cantarire, coapsele s-au omogenizat cu un omogenizator microelectric In tampon salin.
Pentru a determina incarcatura bacteriand in coapse, omogenatul a fost diluat in serie
(dilutii de 10 ori) in bulion LB si alicoturi din fiecare dilutie au fost plasate pe placi de agar
LB care au fost incubate 18 ore la 37 ° C, iar apoi au fost numarate coloniile bacteriene.
(Sheng-An si colab., 2012).

3. Model murin de infectie pulmonara cu Stafilococ MRSA

Modelul foloseste soareci BALB/c, la care in prima etapa s-a indus neutropenie prin
tratare cu ciclofosfamidda administrata intraperitoneal cu 4 si 2 zile inainte la infectie.
Fiecare animal a fost infectat prin plasarea unei cantitati de inocul bacterian continand
aproximativ 2,7x106 CFU de MRSA pe varful narii. Animalelor li s-a permis sa inhaleze
inoculul ca niste picaturi mici si au fost apoi plasate Tnapoi in custile lor pentru recuperare
si observare. Preparatul antibacterian a fost administrat pe cale intravenoasa la grupurile
prealocate. Pe aceeasi cale au fost administrati doar excipientii preparatului antibacterian,
cu un volum similar cu grupul de studiu. A existat si un grup de control pozitiv caruia i s-a
administrat antibiotic standard i.v.. Soarecii au fost eutanasiati la 48 h postinfectie si
plamanii lor colectati pentru numararea bacteriilor inseminate (Mahajan si colab., 2013).

4. Modelul murin de osteomielita acuta si cronica

Modelul initial (Funao si colab., 2012) s-a bazat pe utilizarea unui implant femural si
monitorizarea ulterioard a infectiei printr-un sistem de buoluminiscentd. In ultimii ani,
soarecii au reprezentat o frecventa alegere pentru a stabili modele care utilizeaza imagini
bioluminescente. Avand in vedere cunostintele detaliate privind functia si reglarea
sistemului lor imunitar, alegerea utilizarii unui model de soarece nu este surprinzatoare.
Avantaje reprezintd de asemenea dimensiunile reduse, usurinta de manipulare si costul
general mai redus si devine evident de ce modelele de soareci devin rapid un model utilizat
pentru studiul osteomielitei. In timp ce dimensiunea soarecilor oferd multe avantaje, este
demn de remarcat faptul ca dimensiunea mai mica face ca schemele de lucru in doua etape
si procedurile multiple la un singur animal sa fie mai dificile. Cu toate acestea, odata cu
aparitia imaginii bioluminescente, modelele de soareci abunda.
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Deoarece imagistica bioluminiscenta permite evaluarea in timp real a gradului de
infectie la un singur animal, longitudinal, fara a sacrifica animalul, numarul de animale
necesare intr-un experiment este redus; si, mai important, cercetatorii sunt capabili sa
examineze raspunsul bacteriilor la o interventie la acelasi animal in timpul procedurilor
experimentale, adica nu trebuie sa sevcompare gradul de infectie la soarecele "a" la
momentul "t" cu gradul de infectie la soarecele "b" la momentul "t + 1." In consecint3,
fiecare animal poate servi drept control propriu, iar variabilitatea experimentald este
foarte redusa (Reizner si colab., 2005). In ceea ce priveste modelele experimentale folosite,
nu exista referinte despre modele cu fixare externd, doar modele cu fixare intarna respectiv
modelul periprostetic.

5. Model murin de infectie oculara

Soarecii femele A/] s-au acomodat cu mediul inconjurator timp de o saptaméana
inainte de infectie. Pentru toate vaccinarile, examinarile, tratamentele si colectiile de probe,
soarecii au fost anesteziati cu izofluran. Ochii drepti au fost examinati microscopic inainte
de infectie pentru defecte ale corneei si cei cu defecte au fost eliminati din studiu. Soarecii
ramasi au fost apoi repartizati aleatoriu in grupuri. Sub anestezie, s-au facut sase pana la
zece zgarieturi care formeaza un model de grilda incrucisata pe cornee folosind un ac cu
ecartament 30 avand grija sa nu se punctioneze corneea. Un inocul de de S. aureus (7,5 x
10° CFU) a fost aplicat pe corneea scarificatd, iar pleoapele au fost inchise manual de doua
ori peste cornee.

Pentru analgezie, soarecii au fost injectati subcutanat cu Buprenorfina cu eliberare
prelungita chiar Tnainte de scarificarea corneei. Pentru tratament a fost aplicat antibioticul
in picaturi pe corneea ochiului infectat, incepand cu 4 ore dupa infectie la intervale de 2 ore
pentru un total de 5 tratamente pe zi timp de 4 zile. Au fost colectate lichidele de spalatura
oculara si au fost determinate numarul de celule bacteriene viabile din acestea. in zilele 1, 2
si 3 post-infectie, au fost colectate probe de film lacrimal si s-a determinat numarul de
celule viabile S. aureus. Corneele infectate au fost spalate cu L de PBS si lichidul de
spalatura a fost mentinut pe gheatd pana cand probele au fost diluate in serie si raspandite
pe placi de agar incubate la 37 ° C. Dupa o perioada de incubare de 24 de ore au fost
numarate coloniilde formate pe placa. Evaluarea severitatii bolii: in zilele 1 si 3
postinfectie, severitatea bolii oculare a fost notata pe baza a trei parametri ai bolii -
blefarita, neovascularizatie si keratite stromale (Berdugo si colab., 2012).

Pe scurt, blefarita sau umflarea pleoapei a fost marcata: 1+, pleoape umflate; 2+,
pleoape umflate, cu unele cruste; 3+, ochiul umflat inchis cu cruste severe; si 4+, ochiul
complet umflat si inghesuit. Neovascularizarea, cresterea vaselor de sange in cornee, a fost
marcata: 1+, <25% din corneea implicata; 2+, 25% pana la 50% implicarea corneei; si 3+,>
50% implicarea corneei. Keratita stromala a fost marcata: 1+, tulbure, unele detalii ale
irisului vizibile; 2+, detaliu iris ascuns; 3+, corneea total opaca; si 4+, perforatia corneei.
Toate animalele au fost eutanasiate in ziua 3 dupa infectie. Globii oculari enucleati au fost
fixati in parafinda sectionati, colorati hematoxilind-eozind si examinati la microscop
(Broekema si colab., 2016)
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6. Modele murine de rezistenta la peptidele antimicrobiene (AMP).

Peptidele antimicrobiene sunt peptide mici, amfipatice, care atacda invadatorii
microbieni ai gazdelor eucariote. Sunt considerate ,antibiotice gazda” deoarece sunt
componente critice ale raspunsul Tnnascut al gazdei la infectie. Mai mult, pentru ca pot
exercita actiune antimicrobiana directa si / sau indirectd, au fost de asemenea denumite
peptide de apdrare a gazdei datorita capacitdtii lor de a lega imunitatea inndscuta la
sistemele imune adaptive. Eficacitatea actiunii AMP in vivo cuplata cu capacitatea
microbilor de a rezista la actiunea lor poate influenta nivelul populatiei microbiene inainte
ca raspunsurile imune adaptive sa devina disponibile. Pentru a supravietui in gazdele
eucariote, agentii patogeni bacterieni au evoluat dobandind mecanisme pentru a depasi
activitatea antimicrobiana a AMP-urilor. Bacteriile folosesc adesea sisteme similare
mecanismelor identificate pentru rezistenta la antibiotice clasice. Studii in vitro utilizand o
varietate de teste de sensibilitate la AMP si instrumentele genetice bacteriene au elucidat o
serie din mecanismele folosite de bacterii pentru a contracara activitatea AMP (Bauer si
Shafer, 2015).

Exemple de sisteme de rezistenta bacteriana la AMP includ degradarea, modificarea
tintei, importul scazut si transportul dependent de energie. O intelegere deplina a modului
in care bacteriile depasesc atacul mediat de AMP in timpul infectiei necesita o combinatie
de studii in vitro si in vivo. Cel mai raspandit animal folosit pentru a studia mecanismele de
rezistenta AMP in vivo a fost soarecele. Un avantaj al utilizarii soarecilor e reprezentat de
posibilitatea de a utiliza diferite cdi de inoculare pentru a examina diferite stadii ale bolii.
Cel mai utilizat sistem in vivo pentru studierea mecanismelor bacteriene de rezistenta la
AMP au fost infectiile murine cu S. Typhimurium, care provoaca gastroenterita la om si o
boald asemanatoare febrei tifoide la soareci. Acest agent patogen poate fi utilizat la soareci
pentru a modela febra tifoidd, in care S. Typhimurium este ingerat si colonizeaza intestinul
subtire, inclusiv placile Peyer, din care agentul infectios traverseaza bariera epitelialda a
intestinului, este preluata de macrofage si se disemineaza catre sistemul reticuloendotelial.
Bacteriile locuiesc si se inmultesc 1n ganglionii limfatici mezenterici si in ficat si splina. Un
alt avantaj al modelelor de soarece este abilitatea de a utiliza gazd3 definita genetic. In ceea
ce priveste cdile de inoculare, genetica gazdei poate fi modificatd pentru a examina diferite
stadii ale bolii. De exemplu, multe strain-uri de soareci utilizate la modelele de infectie cu S.
Typhimurium poarta o mutatie (Nramp1) care face soarecii extrem de sensibili la infectie;
prin urmare, acesti soareci cedeaza de obicei la infectie Tnainte sa se poata dezvolta
raspunsuri imune adaptive. In schimb, la soarecii cu o gend Nramp1 de tip silbatic se poate
reproduce infectia persistenta cu S. Typhimurium, dar cu simptomatologie minima sau
absenta (Bordsky si colab., 2005).

Disponibilitatea soarecilor knockout care nu au gene specifice este un instrument de
o valoare nepretuita pentru intelegerea relatiei gazda-agent patogen. Sunt disponibile doua
tulpini de soarece knockout care afecteaza repertoriul de AMP-uri murine. Soarecii CRAMP
-/- sunt hipersensibili la mai multe infectii bactertiene, permitand inclusiv obtinerea unui
model subcutanat de infectie cu antrax si infectii streptococice ale pielii si tesuturilor moi
(Nizet, 2001). Un alt model utilizat este al soarecilor MMP7 -/- care nu pot activa
criptdinele intracelulare; in orice caz, criptdinele secretate in lumenul intestinal sunt
activate de alte proteaze luminale. Soarecii MMP7 -/- sunt colonizati intr-o masura mai
mare de E. coli si sunt mai susceptibile la efectele letale ale infectiei cu S. Typhimurium.
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Un alt instrument disponibil pentru studii in vivo la soareci sunt animale transgenice
care exprima gene umane. De exemplu, soarecii transgenici care exprima a-defensina HD-5
umana au ajutat la intelegerea importantei acesteia in combaterea infectiei cu S.
Typhimurium si contributiile mecanismelor de rezistenta la progresia bolii [24]. Cu
sigurantd, in viitor vor fi dezvoltate tulpini suplimentare de soareci pentru testarea
factorilor care tin atat de bacterii cat si de gazda care moduleaza eficacitatea mecanismelor
de aparare innascute, care includ si AMP-uri (Salzman si colab., 2003).

3.2.Modele la sobolan

eModele de infectie a tesutului osos

Utilizarea sobolanilor pentru realizarea unor modele de osteomielita prezinta o serie
de argumente pro si contra. Oasele de sobolan au o dimensiune suficienta pentru a
reproduce modelele de fractura si pentru a efectua foraje si fixari, precum si pentru
manevre intramedulare. Canalul medular este suficient de mare pentru a implanta obiecte
straine si, In ciuda dimensiunilor mici, fixarea surubului si a placii a fost bine documentata
(Holt si colab., 2011). Ca alternativa la animalele mai mari, cum ar fi iepurele sau oaia,
sobolanii sunt ieftini, usor de aprovizionat si sunt usor de adapostit si intretinut pentru
perioade prelungite de timp in timpul experimentului. Sobolanii necesita doze de inoculare
cuprinse intre 103-10¢ CFU, cu mai multe modele de fracturi deschise raportiand doze de
inoculare de pana la 102 CFU (Reizner si colab., 2015) La fel ca in cazul modelelor pe iepure
si aici sunt descrise o serie de modele cum ar fi: modelul bazat pe fixatoare interne,
modelul bazat pe fixatoare externe, modelul periprostetic, modelul fracturii deschise,
modelul hematogen.

3.3.Modele la iepure

eModele de infectie a tesutului osos

Iepurii sunt utilizati intr-o mare parte din experimentele descrise in literatura, mai
ales pentru modele de infectie a tesutului osos. Ca animal de dimensiuni intermediare,
iepurele posedi o versatilitate distinctd si este relativ usor de manipulat si intretinut. In
plus, iepurii sunt relativ ieftini. In timp ce dimensiunea lor se preteazi la o intretinere
usoara, oasele lor raman suficient de mari pentru a putea realiza fixarea placilor si a
suruburilor. Canalul medular atat al tibiei cat si al femurului poate gazdui cu usurinta o
structura modificata si este suficient de mare pentru a adauga implanturi, pe care un
investigator le poate indeparta si inlocui intr-un mod reproductibil in mai multe etape. In
mod obisnuit, in studiile efectuate pe iepure sunt necesare doze mai mari atunci cand se
acopera manual implanturile cu bacterii, spre deosebire de inocularea directd, pentru a
initia cu succes o infectie. In literatura sunt descrise o serie de modele de infectie
osteomielitica la iepure folosind tulpini de stafilococ multirezistent. Acestea includ
(Reizner si colab., 2015):

- Modelul de fixare interna a tibiei descris de Schemen si modificat de Norden, care
utilizeaza un agent sclerozant (moruat de sodiu) pentru a produce osteomielita
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cronici a tibiei. Imbunatitirile modelului urmaresc inliturarea agentului sclerozant a
carui utilizare este controversata.

- Modelul fracturii deschise, se adreseaza de asemenea osului tibial, a fost descris
initial de Ashhurst si a suferit o serie de imbunatatiri in ceea ce priveste sistemele de
fixare. Este discutatd doza minima necesara de inocul pentru a produce o infectie
consistentad, aceasta fiind mult superioara fasa de modelele de infectie a unor tesuturi
moi, cum ar fi peritonita.

- Modelul periprostetic, implica iepurele ca cel mai mic animal la care esre aplicat
acesta. Sunt folosite o serie de materiale prostetice, cel mai frecvent silicon, combinat
sau nu cu elastomeri si cu adaosuri de cement in diferite proportii.

- Modelul hematogen, cu afectarea traumatica a epifizei tibiale a fost descris initial de
Whalen si apoi de Morrissy si Haynes. Modelul are o slaba rata de multiplicare a
infectiei si implica un nivel crescut de mortalitate a animalelor. Aplicarea unei
concentrtii mari de inocul induce o mortalitate aproape de 100% a animalelor
datorita socului septic, iar reducerea concentratiei inoculului nu produce in mod
sistematic infectie. Acest lucru intareste dificultatea de a injecta cea mai mica sarcina
pentru a asigura infectia fara a coplesi sistemul imunitar al animalelor.

4. Modelele animale in rumegatoare

4.1. Modele la bovine

Un studiu efectuat de Kester si colaboratorii in 2015 a folosit un model
experimental de mastita la bovine. Au fost folosite vaci din rasa Holstein cu lactatie
tarzie provenite din acelati adapost. Animalele au fost grupate cate doua in perechi. O vaca
din fiecare pereche a fost experimental infectata in glanda mamara frontala dreapta cu o
tulpina de Streptococ. Vaca ramasa din fiecare pereche a fost considerata control. S-au
efectuat tratamentul si cresterea vacilor intr-un mod care sa evite disconfortul inutil al
animalelor prin utilizarea unor proceduri experimentale si de management adecvate.
Agentul infectios a fost administrat pentru toate animalele din lotul infectat In aceeasi zi, la
3 ore dupa muls, dimineata, folosind bacterii preparate din acelasi inocul provocator.

Tulpina bacteriana utilizata a fost o tulpina coomerciala initial izolat din mastita
clinica si care a fost cultivata in prealabil In bulion la 37 ° C pentru 18 ore intr-un incubator
cu agitare. Bacteriile au fost apoi centrifugate si pelletul a fost diluat in PBS steril la
concentratia necesara. La 4 zile dupa administrarea inoculului folosind o canula sterila au
aparut primele semne clinice de mastita. Au fost recoltate probe biologice an ziua 4, 5 si 6
iar apoi s-a instituit tratamentul antibiotic corespunzator. Probele de lapte recoltate
(inainte si in timpul procedurii) au fost Insamantate pe medii de cultura specifice folosind
dilutii seriate (Kester si coab., 2015). In paralel s-a evaluat si cantitatea si calitatea laptelui
recoltat, precum si activitatea fizica a animalelor.
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