UNIVERSITATEA DE MEDICINA SI FARMACIE

»CAROL DAVILA”, BUCURESTI
SCOALA DOCTORALA
DOMENIUL
FARMACIE

Noi cercetari privind mecanismele rezistentei la

medicatia antimicrobiana

REZUMATUL TEZEI DE DOCTORAT

Conducator de doctorat:

PROF. UNIV. DR. ANDREEA

LETITIA ARSENE Student-doctorand:
EMILIAN IONUT
BLEJAN

2021



Cuprins

INTRODUCERE ...ttt ettt ettt e et e e e s e et e e e e s e s b b et e eesssamssbeeeeessasnnnnneeeeesananns
I PARTEA GENERALA ...ttt ettt ettt et ettt et ettt ettt tetetetetetetetetenetns 8
1. STATUSUL REZISTENTEI LA ANTIBIOTICE IN UE SI SEE. MECANISMELE REZISTENTEL. .....cocvuneee. 2
1.1. Date epidemiologice privind rezistenta la antibiotice in uniunea europeana.............cc........ 2
1.1.1. REPEIE CrONOIOZICE .oeiuiriiieiiiee ettt e ettt e e sttt e e ettt e e e te e e s be e e e sbeeeessbeeeesabaeeesntaeeenaseeeeennees 2
1.1.2. Situatia rezistentei la antibiotice pentru Escherichi coli .....cccoovveviiiiiciiiieeccee, 4
1.1.3. Situatia rezistentei la antibiotice pentru Klebsiella pneumoniae .......c.ccccevvvveircienennne. 7
1.1.4. Situatia rezistentei la antibiotice pentru. Pseudomonas aeruginosa..........cccceeeevveeennee. 10
1.1.5. Situatia rezistentei la antibiotice pentru Acinetobacter spp.......cccovveveeevicciieeeeec e, 11
1.1.6. Situatia rezistentei la antibiotice pentru Mycobacterium tuberculosis.............c........... 13
1.2. Mecanisme implicate in instalarea rezistentei bacteriene la antibiotice........cc.ccccccvverennneen. 15
1.2.1. Mecanisme de actiune ale antibiotiCelOr ........cuviiviiiiiiiiie e 15
1.2.1.1. Interferenta cu sinteza peretelui celular al bacteriei......cccccoceeeecieeecccieeecceee e, 15
1.2.1.2. Inhibitia sintezei proteice ribozomale ........ccccvvieeeei e 16
1.2.1.3. Interferenta cu sinteza acizilor NUCIEICH ....uvivcuvieeeciieeicee e 16
1.2.1.4. Inhibitia unei cdi MetaboliCe ......ccccviiieiiiie e 16
1.2.1.5. Dezorganizarea membranei CelUIare......ccccuviiiieee e 16
1.2.2. Mecanisme implicate in instalarea rezistentei bacteriene la antibiotice ............... 17
1.2.2.1.Rezistenta bacteriilor [a antibiotiCe.......cccueiiiiiiieeciee e 17
1.2.2.1.1.Rezistenta intrinseca (NAturald) .......cccccoveeeeciiie i e 10
1.2.2.1.2.Rezistenta bacteriand dobanditd..........cccceeveiiiiiiiiiiir e 11
1.2.2.2.Descrierea mecanismelor biochimice implicate in rezistenta la antibiotice............ 18
1.2.2.2.1..Mecanisme bioChimiCe .......cccceiiiiiiiiiiieee e 18
1.2.2.2.1.1. Modificari molculare ale agentului antimicrobian ...........ccccoceeeeeieeeenneen. 18
1.2.2.2.1.1.1. Modificari chimice ale antibioticului ........ccccceeviiniiiiniiiniieieeee, 19
1.2.2.2.1.1.2.Distrugerea moleculei antibioticului .........ccccceevvviiiniiiiiiiciieecieee 19
1.2.2.2.1.1.2.1.Inactivarea antibioticului prin hidroliza ...........cccccceevviieiieeennen. 20
1.2.2.2.1.1.2.2.Inactivarea antibioticului prin reactii redox......c.cccccceevecvivereennnn. 21
1.2.2.2.1.2. Reducerea penetrarii antibioticului si efluxul acestuia din celula bacteriana



1.2.2.2.1.2.1.Pompele de efluX .....ccccuriiiieieeccieeee et 21

1.2.2.2.1.2.2. Scaderea permeabilitatii.......cccccervieriiiiieiniiiie e 22

1.2.2.2.1.3. Modificari ale situs-urilor tinta .........cccocoeieiiie e 23
1.2.2.2.1.3.1 Protejar€a tiNtei ...ccccueriiiiiiiiiiiiiiirrererrrerrrere e e 23
1.2.2.2.1.3.2 Substitutia si bypass-ul situs-ului tinta........c.cccoeevvieeeiinicciiieeee e, 23

1.2.2.2.1.4 Rezistenta datorata proceselor de adaptare ale celulei bacteriene..... 24

1.2.2.3 Descrierea mecanismelor genetice implicate in rezistenta la antibiotice ............... 25
1.2.2.3.1 Transferul orizontal de ENE........ccuuiieciiieeeceee e et 26
1.2.2.3.2 Mutatii ale situs-ului tinta .......ooovviiiiiiiie e 27
1.2.2.3.2.1 Mutatii punctuale ale genelor ce codifica situs-ul tinta............ccuee..ee. 27
1.2.2.3.2.2.Alterarea enzimatica a situs-ului tinta .........cccceeeiiee e, 27

2. NOI METODE DE COMBATERE A REZISTENTEI LA ANTIBIOTICE ...ccoceiiiiiiiiieeeeeieeeee e 12
2.1. Potentialul antimicrobian al uleiurilor @sentiale .......cccocveviiiiiiiicce e 12
2.1.1. Date privind efectele antimicrobiene ale uleiurilor esentiale..........cccceeevcvveeecieeeennen. 31
2.1.2.Activitatea anti- Quorum sensing a unor principii active din uleiuri esentiale................ 34
2.1.3 Efectele toxice ale uleiurilor @sentiale.........cccveeeeciiieciiiie e 36
2.2 Nanoparticulele de argint ...t e e e e e e e re e e e e e e b rreeaaaeeeaas 12
b 2 W (=T o 1T W o o] s o] Lo =4 ol I SRR 38
2.2.2 Metode de obtinere a nanoparticulelor de argint ........ccccceeeiciiieee e, 39
2.2.2.1.Metode ChiMICE .....eiiiieieiieet et bbb e e sn e e ne 39
30200 0 \V/ 1= o Yo [N o] To] [o =Tl <SSRt 40
2.2.2.2.1 Sinteza AgNp folosind ca agenti reducatori specii de fungi sau bacterii........... 40
2.2.2.2.2 Sinteza AgNp folosind extracte vegetale.......cccccvvvveiecciieiicieecee e, 40

2.2.2.3 MELOAE fIZICO ..ottt e 41
2.2.3 Mecanismele activitatii antibacteriene @a AGNpP.......ooeeciiii e 41
2.2.4.Date privind actiunea antimicrobiene a nanoparticulelor de argint.......c.cccceevvcveeinnnnn. 43
2.2.5 Toxicitatea nanoparticulelor de argint .........cccueeecciiee e e 45

3. IMPACTUL ANTIBIOTICELOR ASUPRA MICROBIOTEI INTESTINALE ....ccccvvriiiiiiiiiiiiiiiiiiiaieeeeeeee, 13
3.1. Efectele antibioterapiei asupra microbiotei.......cccccvieieciiii i 51

3.2 Interventii asupra compozitiei microbiotei: terapia cu microorganisme probiotice, intre beneficii si
[T of U] PP PP OPPPPPPPTPIRE 53

3.3 Implicatiile disbiozei asupra fiziopatologiei axei creier-intestin.........ccccoeccvveeeeieiciciiieene e, 57

II.CONTRIBUTII PERSONALE. PARTEA EXPERIMENTALA ..ottt esseses 15



4. EVALUAREA PROFILULUI DE REZISTENTA ANTIMICROBIANA A UNOR AGENTI PATOGENI FRECVENT

IMPLICATI TN INFECTH COMUNITARE .....ovuiuieiieteiicste ettt bbb s 64
4.1 Evaluarea profilului de rezistenta antimicrobiana a unor agenti patogeni frecvent implicati in
] =Tt AT olo Y0 0[] a1 -] PSR 64

0t 1o o o To [ Dol o < IR P PR UOPRROPROPION 64
4.1.2 Materiale $i MELOUE. .....ccoccieei et e s bee e e e e e e areeas 65
4.1.3 REZUILALE Si iSCULI uvvrreeeeiecciiiieee ettt e e e e et e e e s e e ae e e e e e e e nnnreeeeeas 66

4.1.3.1 Susceptibilitatea izolatelor bacteriene la diferite clase de antibiotice .................... 66

4.1.3.2 Analiza rezistentei la antibiotice la pacientii diagnosticati cu pneumonie comunitara

4.1.3.3 Analiza comparativa a variatiei consumului de antibiotice intr-un spital de urgenta, in
cazul pacientilor diagnosticati cu pneumonie comunitara ........cccceeecieeeecieeeccciee e 87

4.1.3.4 Situatia comparativa a rezistentei la antibiotice in perioada 2016-2019 la nivel regional

fatd de Media BUIOPEEANE ......coiiiiie et e s sra e e e rab e e e e raareeesnaeeeeas 90
4.2. Evaluarea profilului de rezistenta la medicatia antituberculoasa.........ccccceeeevveeeicieeeccnnenn. 92
At T oY o Yo [V ol =Y o T T P RO P PO UOUPRUPRTOPON 92
4.2.2 ObIieCtiVUl SEUTUIUI ...veeeiieieeieeeeeeee et s 93
4.2.3 Materiale Si MEtOAE. ... e e s e e e e e e e e nnnraaeee s 93
4.2.4 RezUILate Si diSCULIT .ooeuveeiiiiiie et et e e s e e e s aae e e e saneeas 93
oy oY o] o < T o Yo = U UUURRNE 95
4.2.4.2 Profilul de rezistenta al Mycobacterium tuberculosis........cccccoecveiiriiieeniciieeeeciieen, 96
4.3 CONCIUZIT 1ttt ettt et e b e st sttt e e et e bt e b e e neeneeneeneees 101
5. EVALUAREA PROFILULUI ANTIMICROBIAN AL UNOR ULEIURI ESENTIALE DIN PLANTE AROMATICE
.......................................................................................................................................................... 17
T N ) oo [ ol =Y o <O SPSPPOT PP 106
5.2 Materiale Si METOTE. ...couiiiieeee ettt st s saa e 107
I R Y=Y U] - LAY e [ Yol U LSRR 110
5.3.1.Variatia activitatii antimicrobiane Tn grupul celor sase uleiuri esentiale testate.......... 111
5.3.2 Susceptibilitatea tulpinilor microbiene testate la actiunea diferitelor uleiuri esentiale
LN I A=) (TSP PPTORPPTPPPTTN 116
5.3.3 Relatii compozitie — activitate antimicrobiana...........cccccoeiie i, 119
58 CONCIUZIT ceenetteetee ettt ettt et e s h e e s it e e st e e s bt e sbe e e sabeesabeesabeesabeeeneeenanes 124

6. DEZVOLTAREA S| EVALUAREA EXPERIMENTALA A UNOR NANOPARTICULE DE ARGINT CU POTENTIAL
ANTIMICROBIAN ....ooiiiiiiitiiiie it aa e s ab e sab e b 18



(ST R 0L {0 Lo [V o] o < T 125

6.2. Sinteza si caracterizarea AgNp cu potential antimicrobian.......cccccccevvcveiieiiieiivcee e, 126
6.2.1. Sinteza chimica a AgNp cu ajutorul metodei Turkevich ........ccccuveeeeiieiiciiieecc e, 126
6.2.2 Analiza spectrometrica UV-Vis a AgNp. Analiza XRD @ ANP. ...ccceeeeviieeiviieeeeieee e, 126

6.2.2.1 Materiale Si METOda........oooiiiieeieiiec et e e e e e e e nreeeeas 126
6.2.2.2 Rezultate Si diSCULTT vuveiieeeriiiiee e e e e e e e e e nnees 127

6.3 Studii de toxicitate acutd, dupa administrarea nanoparticulelor de argint in doza unic3, p.o., la

(oY2 1 o | (3 o 1o E TP P RO PSRRPRRI 128
5.3, 1 INTFOAUCEIE ..ttt ettt ettt ettt sttt e e sbt e e sabeesabeesabeesabaeessteesabeesareenn 128
6.3.2 Materiale si METOUE........cuiiiiieee e e e re e e rae e e e e e e e neeas 128
6.3.3 REZUIALE Si iSCULTT cvveeeirrieeiiciiie ettt et e e e e e s bee e s s snre e e e s neeas 130

6.3.3.1 Analiza observationala a animalelor in primele opt ore dupad administrarea suspensie de
(- TaTe] oF: [a a Tol U] [=Ne [<IF: T =4 o AU 130
6.3.3.2 Efectele AgNp asupra dinamicii greutdtii corporale.......ccccvvvvveiiicciieeinciieeecieeen, 131
6.3.3.3 Variatia procentuala medie comparativa a greutatii corporale zilnice a animalelor din cele
L g1 (o] AU T PO U RO USRI 135

6.4. Studii privind farmacocinetica AgNp dupa administrare Tn doza unica la rozatoare.......... 136
6.4.1 SCOPUI STUATUIUI.veeiiiiiieiciiee e et e e e re e e e bee e s erae e e e e nbaeeeeaneeas 136
6.4.2 Materiale Si MELOUE......cc e e e e e e e e e e et re e e e e e e s eanraaaaeeas 136
6.4.3.REZUIATE Si AISCULIT c.vveeeeiiiieiciieee e e e e e e e eare e e e neeas 137

6.5. Influenta tratamentului topic cu suspensie de AgNp asupra evolutiei leziunilor de tip arsura la

el 1Tl [l = (oY= g = o - SRR 140
6.5. 1. INEFOTUCEIE ..ttt sttt st e s e s e e sre e s aneeesmneesareenn 140
B.5.2.MALEMIAIE ..o e e e s s 140
6.5.3.METOTA ... e s e s sna e sanee s 141
6.5.4.REZUIALE Si AISCULIT cvvveeiiiiiei it e e e sre e e e e 142

6.5.4.1. Evolutia procesului de CiCatrizare ........ccceecueeeeciiie ettt 142

6.6. Influenta tratamentului topic al leziunilor tip arsura cu suspensie de AgNp asupra parametrilor

T gF=) o] Lo} = T 1 USRS 146
6.6.1.Materiale Si MELOAE ..o e 146
6.6.2.REZUIALE Si AISCULIT c.vveeeieiiieiiiiii e e e e e erre e e e 147

6.6.2.1.Variatia parametrilor hematologiCi ........ccccuviiieiiiiiiee s 147

6.6.2.2.Variatia procentuala a parametrilor hematologici efect %......cccccceeeeeviiveeeeeencnnns 151



(ST R 00 ) ol [V 4 | 151

7. IMPACTUL DISBIOZEI ASUPRA FIZIOPATOLOGIEI AXEI CREIER-INTESTIN w..ovvvnvvvrnrirniirsieninnn. 153
7.1. Evaluarea dinamicii neuro-hormonale dupa administrarea unor tulpini microbiene probiotice,
intr-un model murin de inflamatie intestinald ...........ccovei e 153

2 0 B\, (o 1R AV L I ol =T ol =1 =L PO PRSP 153
7.1.2. ObieCtiVele COICOTAMI .. uiiiiiriieiii ettt ettt et e sabe e saree s 154
7.1.3. Materiale Si METOAE.......c.uiiiiieee ettt e et e e et e e s e bte e e e nree e e aneeas 154
7.1.4. REZUIAtE Si iSCULI cuvveeirriieiiiiiie ettt e s st e e e bee e e sbee e e s enrea e e s neeas 157
7.1.4.1. Evaluarea efectelor probioticelor asupra parametrilor hematologici .................. 157
7.1.4.1.1. Variatia parametrilor hematologiCi........ccccceiviiiiiiiiiiiiccee s 157
7.1.4.1.2. Corelatii intre parametrii hematologici in cadrul loturilor........cccccceeveeeenneen. 161
7.1.4.1.3. Variatia procentuala a parametrilor hematologici, efect %......cccccceuvveeennneen. 163

7.1.4.2. Evaluarea dinamicii neuro-hormonale dupa administrarea unor tulpini microbiene
probiotice, intr-un model murin de inflamatie intestinala..........cccooceeeiieicie e, 164

7.1.4.2.1. Variatia concentratiilor markerilor dozati in probe de plasma, creier, intestin din
cadrul loturilor experimentale ale modelului de inflmatie intestinala la soarece.......... 164

7.1.4.2.2 Variatia procentuala a parametrilor dozati efect % fata de lotul animalelor netratate
carora li s-a indus inflamatie intestinald cu dextran ........cccocovveviciee e 172

7.2. Evaluarea dinamicii neuro-hormonale dupa administrarea unor tulpini microbiene probiotice,

intr-un model murin de hipertiroidiSM ........cveiiiciiii e 174
2 2 B\ (o 1R\ L I ol=] ol =1 =L PO PRSP 174
7.2.2. ObieCtiVele CEICETAMI .. ueiuiiiiiiiiiie ittt ettt et et esaee e sabeesaree s 175
7.2.3. Materiale Si METOUE.......c.uii it e e e e ee e e e rae e e e enre e e e neeas 175
7.2.4. REZUIAtE Si diSCULI cuvveeiiiiiieiiiie ettt ee e st e e e e e s sbee e s s saree e e s neeas 177

7.2.4.1. Variatia parametrilor dozati ........cccoccvieeieiiieeccieee e 177
7.2.4.2. Variatia procentuala a parametrilor dozati efect % fata de lotul animalelor netratate

carora li s-a indus hipertiroidism cu leVOtiroXing ........cccceevvciieeiiiiieeiiiee e 183

7.3 CONCIUZIT ottt st st sttt et st st st san e st st e eaeeeaeesaeesane e 186

CONCLUZI SI CONTRIBUTIH PERSONALE ......cettiiiiiiiteee ettt e et te e e e e st e e e e s seeseeeeessssnnnees 20

BIBLIOGRAFIE ...ttt ettt ettt sttt st st st st st st e s a et et e et e et e e anesaneeaneeeeenneen 24



INTRODUCERE

Evaluarea rezistentei la antibiotice si a consecintelor acesteia, identificarea tulpinilor
microbiene multi-rezistente, determinarea factorilor de risc pentru dezvoltarea mecanismelor
de rezistentd microbiand, precum si investigarea unor alternative terapeutice antiinfectioase
sunt subiecte de mare actualitate. In prezent, solutionarea acestor aspecte este intr-0 continua
cercetare, fiind necesare eforturi globale pentru controlul si antagonizarea efectelor rezistentei
microorganismelor la terapiile actuale [1].

Cunoasterea detaliatd a mecanismelor moleculare de instalare a rezistentei bacteriene la
medicatia antibiotica permite dezvoltarea de noi molecule pentru eradicarea patogenilor care
se adapteaza rapid la tratamentele actuale.

Astfel, studiile realizate in cadrul tezei de doctorat au urmairit evaluarea
multidisciplinara a rezistentei la medicamente antimicrobiene a microorganismelor
patogene sau oportuniste, investigarea unor mecanisme moleculare induse de
dismicrobism si identificarea unor potentiale alternative terapeutice antimicrobiene.

Tn acest context au fost stabilite obiectivele cercetarii doctorale, cu scopul final de a
aduce contributii originale in resorturile de combatere a rezistentei microorganismelor la
antibiotice.

Obiectivele partii generale au fost:

e Sistematizarea celor mai recente date din literatura de specialitate privind:
o profilul si dinamica rezistentei la antibiotice;
o mecanismele microbiene de rezistentd;
o surse alternative de compusi cu potential antimicrobian;
o dezechilibre metabolice generate de disfunctiile florei microbiene saprofite.

Obiectivele cercetdrilor originale au fost:
e Evaluarea rezistentei antimicrobiene in infectii comunitare, in regiunea Sud-
Muntenia, Romdénia;
e Dezvoltarea si evaluarea experimentald a unor resurse antimicrobiene de origine
vegetald si minerald;

e Investigarea disfunctiilor metabolice si hormonale induse de dismicrobism;



Teza de doctorat este structuratd intr-o prima parte generald (I), ce reflectda starea
actuald a rezistentei la antibiotice si a progreselor realizate, si bineinteles partea de contributii
personale (I1) care abordeaza principalele obiective stabilite, pe parcursul a patru capitole,

finalizdndu-se cu sumarizarea concluziilor ce confirma realizarea obiectivelor propuse.

I. PARTEA GENERALA

1. STATUSUL REZISTENTEI LA ANTIBIOTICE iN UE SI SEE. MECANISMELE
REZISTENTEIL

In capitolul 1 sunt prezentate, in prima sectiune, cele mai recente date privind
profilurile de rezistenta la antibiotice a bacteriilor multirezistente conform raportului EARS-
NET (Reteaua Europeand de Supraveghere a Rezistentei la Antibiotice) din 2016, in cea de-a
doua sectiune fiind detaliate mecanismele de actiune ale antibioticelor si mecanismele
rezistentei la antibiotice.

Conform raportului din noiembrie 2017 al Retelei Europene de Supraveghere a
Rezistentei la Antimicrobiene (EARS-Net), cea mai mare pondere a tulpinilor bacteriene
rezistente la agentii antibiotici o au tarile din sudul si sud-estul Europei, rezistenta la
antibiotice reprezentand pentru aceste tari un fenomen ce evolueaza mult mai rapid decat in
tarile Europei de Nord. Pentru anul 2016, 30 tari din Europa au raportat date catre EARS-Net.
Situatia rezistentei la antimicrobiene in Europa aratd variatii largi, dependente de specia
bacteriana, clasa de antibiotice si zona geografica. Utilizarea antibioticelor si metodele de
preventie a infectiilor bacteriene contribuie la gradientul ascendent al ponderei rezistentei la
antimicrobiene 1n Europa, de la Vest la Est si de la Nord la Sud [2].

Printre bacteriile rezistente, E. coli este cel mai frecvent agent patogen bacterian Gram-
negativ, cauzdnd o gama diversd de boli care afecteaza toate grupele de varstd. E.coli
locuieste in principal in tractul intestinal inferior al oamenilor si al altor animale cu sénge cald
si este descarcat in mediu prin fecale si statii de epurare a apelor uzate. Reprezinta o colectie
diversa de bacterii care sunt de obicei comensale, dar include si agenti patogeni care provoaca
o varietate de afectiuni la om, provocand mai mult de doua milioane de decese in fiecare an.

La nivel european, mai mult de jumatate din tulpinile de E. Coli izolate, 58.6 %,

raportate de EARS-Net in 2016 erau rezistente la cel putin una dintre clasele de antibiotice



aflate sub supraveghere; aminopeniciline, fluorochinolone, cefalosporine generatia III,
aminoglicozide si carbapenemi [3]

Klebsiella pneumoniae reprezinta o clasa de bacili Gram-negativi care se gasesc
omniprezenti pe suprfata mucoasei la animale sau in mediu. La om, K. pneumoniae este
concentrat n tractul gastro-intestinal, si in nazofaringe, pe unde bacteriile pot intra in
circulatia sistemicd, ajungand in tesuturi, si provocand infectii. in Era preantibiotica, K.
pneumoniae a fost un agent patogen vital al pneumoniei comunitare, in special la diabetici si
alcoolici. In era antibioticelor, aceasta a devenit o cauzi majord a afectiunilor medicale in
spitale si un factor de risc al infectiilor severe dobandite in comunitate.

Pseudomonas aeruginosa reprezinta si o cauza majora a infectiilor nosocomiale precum
pneumonii grave, infectii de tract urinar si septicemii. Pseudomonas aeruginosa este rezistent
in mod natural la majoritatea antibioticelor cu exceptia unor fluorochinolone, aminoglicozide,
betalactamine si polimixine, la care insi, poate deveni rezistent. In 2016, aproape 40% din
tulpinile de Pseudomonas aeruginosa raportate catre EARS-Net, aveau rezistenta la cel putin
unul dintre antibioticele monitorizate: piperacilina + tazobactam, fluorochinolone, ceftazidima,
aminoglicozide si carbapenemi [4].. Multirezistenta, definita ca rezistenta la cel putin trei

clase de antibiotice, a fost in trend descendent din 2013 pana in 2016 [2].

Tuberculoza este inca, consideratd o boala pandemica. Potrivit Organizatiei Mondiale a
Sanatatii (OMS), in 2018 au existat 10 milioane de cazuri, aproximativ 90% implicand
pacienti din medii defavorizate, si 1,5 milioane de decese cauzate de tuberculoza la nivel
mondial, din care, aproximativ 1,2 milioane de decese cauzate de tuberculoza in randul
persoanelor nepurtatoare de HIV si 251 000 de decese in randul persoanelor seropozitive.
Desi decesele cauzate de tuberculoza au scazut cu 35 % din 2000 pana in 2018 in randul
persoanelor HIV-negativ, si cu 60% in randul celor seropozitivi, inca este declaratd pandemie
de tuberculoza de catre OMS [5].

Mecanisme de actiune ale antibioticelor

Cunoasterea mecanismelor de actiune ale antibioticelor contribuie la intelegerea
mecanismelor rezistentei bacteriene si implicit la modificarea structurald a antibioticelor
existente sau la dezvoltarea unor molecule noi, eficiente impotriva tulpinilor bacteriene care
au dezvoltat rezistenta la unul sau mai multe antibiotice. Pentru ca un antibiotic sa fie eficient

impotriva unei bacterii, sunt necesare trei conditii:



-in structura bacteriei trebuie sa existe un receptor susceptibil la actiunea antibioticului;

-antibioticul trebuie sa ajungd la nivelul receptorului intr-o cantitate suficienta
(concentratie minima inhibitorie);

-structura antibioticului nu trebuie sa fie modificatd de catre mecanismele de aparare ale
bacteriei [6].

Mecanisme implicate in instalarea rezistentei bacteriene la antibiotice

Conform teoriei evolutioniste a lui Darwin, urmasii unei generatii vor tinde sa fie mai
bine adaptati la mediul lor de viata decat au fost predecesorii acestora.

Microbii sunt considerati ca fiind cea mai raspandita forma de viata de pe Terra. De-a
bacteriilor la antibiotice este rezultatul luptei pentru suprematie purtate in ultimele 3.5
miliarde de ani. Plasticitatea genomicd le-a ajutat sd supravietuiasca in conditii de viatd
extreme si sd reziste la actiunea antibioticelor. Utilizarea incorectd si intensiva a
antibioticelor, atat la oameni cat si la animale sau in agricultura, nu a facut decat sa determine
aparitia bacteriilor patogene rezistente [4].

Consumul de antibiotice de catre animalele de ferma reprezinta aproape jumadtate din
productia globalda de antibiotice. Bacteriile rezistente create de catre administrarea la scard
largd a antibioticelor, animalelor de ferma, ajung prin consumul produselor de origine
animala in tractul digestiv uman, colonizeaza flora digestiva normala, transferand astfel gene
de rezistentd bacteriand microflorei saprofite. Acest fenomen a fost observat la bacteriile
lactice de origine animala, care ajung in tractul digestiv uman fie prin consumul alimentelor
de origine animald bogate in bacterii lactice, fie prin administrarea de probiotice . Transferul
determinantilor rezistentei de la speciile de Enterococcus, Lactococcus si Lactobacillus are
loc probabil, prin intermediul transferului orizontal de gene [7].

Dezvoltarea rezistentei bacteriene la antibiotice are doud cauze principale: prezenta
genelor de rezistenta si dezvoltarea rezistentei ca urmare a consumului de antibiotice. Astfel,
sunt definite rezistenta intrinseca si rezistenta dobandita la antibiotice [8].

Rezistenta intrinseca (naturala)

Capacitatea unei specii bacteriene sau a unui gen bacterian de a supravietui si de a se
multiplica in prezenta unui agent antimicrobian, datoritd caracteristicilor fiziologice ale

bacteriei sau a prezentei unei gene structurale. Rezistenta intrinsecd nu poate fi trasferata prin



transfer orizontal de determinanti ai rezistentei bacteriene si nu reprezintd un risc in cazul
bacteriilor non-patogene [2].
actiune, fie afinitatii reduse a antibioticului pentru target, fie absentei target-ului din structura
bacteriei. Prezenta unei membrane externe la bacilii Gram-negativi, precum Escherichia coli,
determina rezistentd la mai multe clase de antibiotice datoritda impermeabilitdtii membranare
[9]. Escherichia coli este un bacil natural rezistent la macrolide, glicopeptide si lincosamide,
dar sensibil in mod natural la fluorochinolone [10].

Rezistenta bacteriana dobandita

Este caracteristica anumitor tulpini bacteriene care in mod normal sunt sensibile la
actiunea antibioticului in cauza. Determinantii geneticii ai rezistentei pot fi transferati prin
transfer orizontal de gene de la o bacterie la alta. Rezistenta bacteriand dobandita la
antibiotice poate surveni ca urmare a unor mutatii ale genomului bacterian sau prin achizitia
genelor care codificd un anumit mecansim de rezistenta. Aceste modificari genetice altereaza
sitemul de apdrare al bacteriei prin multiple mecanisme: alterarea  permeabilitatii
membranare, inactivari enzimatice ale antibioticului, transportul activ al antibioticului,
modificarea target-ului molecular. Determinantii genetici ai rezistentei bacteriene la
antibiotice pot fi transferati vertical prin multiplicarea tulpinii rezistente sau, prin transfer
orizontal de gene astfel: Transformare naturala (recaptarea si incorporarea ADN-ului liber din
mediul extracelular); Conjugare; Transductie (transfer mediat de bacteriofagi) [10].

Transferul orizontal al genelor de rezistenta prin conjugare se desfasoara intre bacterii
din specii sau genuri diferite, In timp ce transformarea si transductia sunt procese ce se
desfasoara de obicei in cadrul aceleiasi specii [11].

Rezistenta unei bacterii la un anumit antibiotic include in general si rezistentd la alti
compusi asemandtori structural. Fenomenul de rezistenta poate sd se dezvolte si Incrucisat
atunci cand antibiotice din clase diferite se leaga la acelasi situs de actiune, modificat de catre

o gena de rezistenta [2].



2. NOI METODE DE COMBATERE A REZISTENTEI LA ANTIBIOTICE

Cunoasterea aprofundatd a mecanismelor de instalare a rezistentei bacteriene la
antibiotice  permite modificarea structurilor chimice ale medicamentelor antibacteriene
existente, astfel incat acestea sda isi recapete eficienta. Rezistenta multimedicamentoasa
(multidrug resistance) reduce valoarea raportului risc/beneficiu al antibioticelor datorita
cumularii efectelor toxice ale medicamentelor asociate. Pentru combaterea rezistentei
bacteriene se Incearcd introducerea in terapie a altor alternative terapeutice alaturi de
moleculele existente.

Capitolul 2 este structurat in doud sectiuni. Prima parte prezintd informatii actuale
despre potentialul antimicrobian al uleiurilor esentiale, detaliind metode de obtinere,
mecanisme de actiune, dovezi din literatura de specialitate privind efectele antimicrobiene
corelate cu principiile active, si date despre toxicitatea uleiurilor esentiale. in partea a doua
am revizuit metodele de obtinere ale nanoparticulelor de argint, mecanismele activitatii
antimicrobiene, dovezi din literatura de specialitate despre actiunile antimicrobiene ale
nanoparticulelor de argint si date despre potentialul toxic.

Potentialul antimicrobian al uleiurilor esentiale

Plantele romatice au fost folosite din cele mai vechi timpuri pentru proprietatile lor
conservante terapeutice, si pentru a conferi aromd si gust alimentelor. Proprietatile
farmaceutice ale plantelor aromatice sunt partial atribuite uleiurilor esentiale. Pana la mijlocul
secolului al XX-lea, utilitatea uleiurilor esentiale a fost redusa la crearea parfumurilor, in
industria cosmeticd si a aromelor alimentare, in timp ce utilizarea lor in preparatele
farmaceutice a cunoscut un declin [12].

Acum, uleiurile esentiale revin In centrul atentiei, ca urmare a nevoii imperioase de a
dezvolta noi medicamente cu actiune antimicrobiana pentru a depdsi criza globald a rezistentei
la antibiotice.

Nanoparticulele de argint

Infectia cu o bacterie multirezistenta deschide calea unui tratament de durata, costisitor,
cu repercusiuni grave pentru pacient datorita cumuldrii efectelor toxice ale antibioticelor

folosite [13]. Pentru combaterea rezistentei bacteriene se incearca introducerea in terapie a



altor alternative terapeutice alaturi de moleculele existente, una dintre acestea fiind
nanoparticulele de argint (AgNp).

In prezent, investigatiile legate de dezvoltarea de noi antibiotice sunt procese dificile,
costisitoare, in timp ce rata infectiilor cauzate de microorganisme multi-rezistente continua sa
creasca si sa provoace decese la nivel global. AgNp, impreund cu alte nanomateriale, sunt
studiate pentru combaterea microorganismelor patogene. Deoarece infectiile cauzate de
microorganismele rezistente la antibiotice reprezintd o problemad globala, AgNp sunt
prezentate ca o alternativa excelenta, deoarece pot fi utilizte pentru a preveni infectii cauzate
de aceste microorganisme, pentru decontaminarea consumabilellor medicale si chiar pentru
combaterea infectiilor in curs [14].

Datorita proprietatilor lor antivirale si antibacteriene, nanoparticulele de argint sunt cele
mai promitatoare nanoantibiotice(nanomateriale cu proprietati antimicrobiene) din zilele
noastre. Avantajele AgNp sunt legate de un mod de actiune generalizat impotriva diferitilor
agenti patogeni, cum ar fi virusuri, bacterii si ciuperci, precum si de eficacitatea lor
antibacteriand, indiferent de susceptibilitatea microbiana la antibiotice conventionale, de
prezenta pompelor de eflux si formarea de biofilme, astfel AgNp pot depasi rezistenta
microorganismelor la antibiotice conventionale. Mai mult, utilizarea AgNp are avantaje
diferite dincolo de activitatea lor antivirald si antimicrobiana. AgNp pot fi sintetizate prin
metode usoare, necostisitoare, si ecologice, si, pot fi produse folosind procese chimice sau

sinteze biologice [15].

3. IMPACTUL ANTIBIOTICELOR ASUPRA MICROBIOTEI INTESTINALE

In capitolul 3 am discutat despre efectele antibioterapiei asupra microbiotei, despre
interventiile ce pot fi realizate pentru echilibrarea microbiotei si despre implicatiile disbiozei
asupra fiziopatologiei axei creier-intestin, accentuand impactul disbiozei in contextul evolutiei
rezistentei la antibiotice.

Utilizarea antibioticelor este cea mai frecventd si semnificativd cauza a modificarilor
majore ce apar la nivelul microbiotei intestinale. Potentialul unei agent antimicrobian de a
influenta microflora intestinala este legat de spectrul sdu de activitate, farmacocinetica, doza,

si durata de administrare. In ceea ce priveste spectrul de activitate, un agent antimicrobian



activ atat Tmpotriva microorganismelor Gram-pozitive, cat si Gram-negative, va avea un
impact mai mare asupra florei intestinale.

Desi studiile clinice, realizate In ultimele decenii au demonstrat beneficiile aduse de
administrarea probioticelor in diverse afectiuni, nu se stiu foarte multe lucruri despre reactiile
adverse ale administrarii probioticelor.

Complicatiile infectioase legate de utilizarea probioticelor sunt rareori evaluate si
urmdrite. Prin urmare, sunt necesare studii interventionale pentru a evalua siguranta
probioticelor .

R.L Costa et al. au realizat o revizuire sistematica a articolelor originale publicate intre
1976 si 2018. Cercetarea lor a reunit 93 de cazuri de pacienti care au dezvoltat complicatii
infectioase corelate cu ingestia probioticelor. Distributia geografica a cazurilor identificate
prin aceasta revizuire acopera cele 5 continente si include téarile dezvoltate, precum si tarile in
curs de dezvoltare. Cea mai frecventd complicatie infectioasad a fost fungemia, cu 37,6% din
cazuri. Microorganismele din genul Saccharomyces au fost cel mai frecvent raportate
microorganisme probiotice, corelate cu complicatiile infectioase. 39,3% din cazurile de sepsis
au fost cauzate de acesti fungi.

Bacteriemia a reprezentat 20,4% din complicatiile infectioase, iar genul Lactobacillus a
fost responsabil pentru 42% din acestea. Bacterii din genurile Bifidobacterium, Bacillus,
Pedioccocus si Escherichia sunt implicate, de asemenea, in aparitia complicatiilor infectioase.

Mortalitatea a fost asociatd cu varsta peste 60 de ani, colitd pseudomembranoasa,
tratament in curs cu antibiotice si infectia cu Saccharomyces spp [16].

Desi probioticele au fost adesea folosite 1n contextul administrarii excesive a
antibioticelor, o utilizare mai judicioasd a antibioticelor este necesard, deoarece utilizarea
probioticelor nu este lipsitad de riscuri.

La baza axei creier-intestin se afla o retea bidirectionala de comunicatie intre sistemul
nervos central (SNC-creier, maduva spinarii) si complexele nervoase senzoriale si efectoare
ale tractului gastro-intestinal. Sistemul nervos enteric (SNE) si SNC sunt conectate, permitand
comunicarea directa atat de la SNE la SNC, cat si de la SNC la SNE [17].

Desi ciile precise ale axei intestin-creier nu au fost inca descifrate, se crede cd efectele
sunt realizate prin mai multe mecanisme diferite mediate de hormoni. Efectele microbiotei

asupra nivelurilor hormonale ale gazdei pot fi directe, in cazul in care microbiota produce



hormoni, sau indirecte, unde microbii pot modula functia cortexului suprarenalian (care
controleaza raspunul la anxietatea si stres), sau inflamatia si rdspunsurile imune. Doud grupuri
majore de hormoni implicati probabil in efectele bacteriene asupra comportamentului gazdei
sunt neurohormonii, inclusiv serotonina si catecolaminele dopamind, epinefrind si
norepinefrina si hormonii stresului, inclusiv cortizolul, corticosteronul, adrenocorticosteronul
si corticotropina. Hormonii din ambele grupuri pot influenta modificérile fiziologice care
pregatesc corpul pentru activitatea fizica (rdspuns la luptd sau fugd), cum ar fi cresterea
ritmului cardiac si a tensiunii arteriale si incetinirea metabolismului [18].

Endocrinologia microbiand devine un concept important in evolutia stadiului cunoasterii
axel microbiota-intestin-creier. Una dintre fatetele principale ale conceptului de
endocrinologie microbiand se bazeaza pe limbajul neurochimic comun care existd intre gazda
si microb. De mult s-a inteles ca microbii sunt capabili sa produca substante neurochimice pe
care le asociem de obicei cu organismele mamaliene. Studiile de referintd din anii 1990 au
fost primele si au demonstrat ca bacteriile raspund la moleculele de semnalizare
neuroendocrind, inclusiv norepinefrina si epinefrina, si cd microbiota poate afecta
comportamentul gazdei prin axa intestin-creier. Din acel moment, s-a demonstrat ca
microbiota sintetizeaza si rdspunde la actiunea mai multor neuromediatori cheie care sunt
implicati in starea de spirit a gazdei, comportament si cognitie. Multe dintre aceste molecule
neuroactive produse de gazda sau microbi sunt, de asemenea, molecule importante de

semnalizare in interactiunile gazda-microbiota la nivelul interfetei intestinale [19].

II.CONTRIBUTII PERSONALE.
PARTEA EXPERIMENTALA

4. EVALUAREA PROFILULUI DE REZISTENTA ANTIMICROBIANA A UNOR
AGENTI PATOGENI FRECVENT IMPLICATI iN INFECTII COMUNITARE

Tn capitolul 4, primul capitol al partii originale, cunoscand in detaliu situatia rezistentei
la nivel european, am evaluat profilul de rezistenta la antibiotice in regiunea Sud-Muntenia
din Romania, pentru unii agenti patogeni frecvent implicat in infectii comunitare. Studiul s-a

desfasurat in perioada ianuarie 2016 — 31 decembrie 2019 si a inclus un numar de 563 de



pacienti diagnosticati cu infectii de tract urinar (216), pneumonii comunitare (425),
tuberculoza (33), si alte bacteriemii (12), spitalizati in cadrul urmatoarelor spitale din
Bucuresti si sudul Romaniei: Spitalul Clinic de Urgentd Bucuresti, Spitalul Clinic de
Nefrologie Dr. Carol Davila Bucuresti, Institutul National de Pneumoftiziologie “Profesor Dr.
Marius Nasta” Bucuresti, Spitalul Municipal Turnu Mégurele, judetul Teleorman.

Pacientilor 1i s-au prelevat mai multe tipuri de probe biologice, in functie de
diagnosticul stabilit, si anume, sputd, sange, urind. Probele de sputd, urina si sdnge au fost
colectate si analizate prin diagnostic bacteriologic clasic. Pentru evaluarea rezistentelor la
antibiotice s-au utilizat mai multe tipuri de metode:

Calculul procentelor de rezistentd la principalele clase de antibiotice in intervalul ianuarie
2016 — decembrie 2019, pentru tulpinile studiate;
Indicele MAR (multiple antibiotic resistance), indicele de multirezistenta calculat ca raportul
intre numarul de antibiotice la care tulpina respectiva a fost rezistenta fatd de numarul total de
antibiotice testate. Conform datelor retrospective accesate, acest indice a putut fi calculat
pentru pacientii diagnosticati cu pneumonie comunitard din cadrul Spitalului de Urgenta
Bucuresti in perioada decembrie 2017-decembrie 2018;
Analiza comparativa in doi ani diferiti a fluctuatiilor consumului de antibiotice la pacientii
proveniti din Spitalul Clinic de Urgenta Bucuresti;
Analiza comparativa a procentelor de rezistentd obtinute in studiu fatd de procentele raportate
de EARS-Net in 2019, pentru perioada 2015-20109.
Analiza statistica s-a efectuat folosind programul de statistica R, versiunea R 3.5.3.
Evaluarea profilului de rezistenta la medicatia antituberculoasa

In a doua parte a capitolului am evaluat profilurile de rezistenta la medicamente
antituberculoase pentru un grup de pacienti diagnosticati cu TBC. Am obtinut ponderi mari
pentru tiparele de rezistenta MDR, XDR si preXDR.

In cadrul studiului retrospectiv a fost inclus un lot de 33 de pacienti diagnosticati cu
tuberculoza MDR, internati in cadrul sectiei clinice de pneumologie II TBC-MDR a
Institutului National de Pneumoftiziologie “Profesor Dr. Marius Nasta” (IPMN) in perioada
01.04.2019 - 07.11.2019. Dintre datele analizate au facut parte si factorii de risc precum

fumatul si diagnosticul pozitiv pentru HIV, dar si alte patologii asociate. Diagnosticarea



pacientilor cu TBC s-a realizat in urma anamnezei, a radiografiei pulmonare, a examenului
bacteriologic al sputei si a analizelor de biologie moleculara GeneXpert RIF/TB. Un indicator
important pentru aprecierea fenomenului de multi-rezistenta este indicatorul IMAR (Multiple
antibiotic resistance index), calculat ca raport intre numarul de antibiotice la care tulpina de
M. tuberculosis este rezistenta si numarul total de antibiotice testate Este o analiza utila

realizarii sau completarii hartilor epidemiologice specifice unitatii spitalicesti [20].

5. EVALUAREA PROFILULUI ANTIMICROBIAN AL UNOR ULEIURI ESENTIALE
DIN PLANTE AROMATICE

In capitolul 5 am evaluat profilul antimicrobian al unor uleiuri esentiale din plante
aromatice asupra unor tulpini de bacterii Gram-negative, Gram-pozitive si fungi. Uleiurile
testate au fost: uleiul esential de oregano, uleiul esential din frunze de arbore de ceai, uleiul
esential de busuioc, uleiul esential de piper negru, extractul uleios de Frankincense si un
amestec de uleiuri esentiale.

Activitatea antimicrobiana a uleiurilor esentiale analizate a fost determinatd utilizdnd
metoda difuzimetrica [21-23], conform recomandarilor [24]. Metoda a implicat folosirea de
cutii Petri sterilizate (90 mm @), cu agar Muller Hinton insdmantat cu suspensiile microbiene
pregitite anterior (100 pl suspensie continand 2 x 108 UFC/ml ). Au fost apoi plasate, pe
suprafata fiecarui mediu de cultura, discuri din hartie de filtru (8 mm @) ce au fost impregnate
cu 50 pl din dilutiile de uleiuri esentiale pregatite (1 mg/mL, 0,5mg/mL, 0,01 mg/mL diluate
in DMSO 1%). Pentru probele “control negativ” s-a utilizat doar DMSO 1%. Cutiile Petri au
fost incubate la 37° C, timp de 24 de ore. Pentru candida mai multe zile? Toate determinrile
au fost realizate in triplicat. Media diametrelor zonelor de inhibitie a fiecarui disc impregnat
cu ulei esential sau control negativ, a fost masuratd cu ajutorul unui subler cu rezolutia de
0,01 mm. Eficacitatea a fost clasificatd in functie de diametrul mediu masurat al zonei de
inhibitie astfel: puternic inhibitor (> 20mm), moderat inhibitor (20mm — 12 mm), si fara efect
de inhibitie (< 12 mm) [21].

Tehnicile microbiologice au fost realizate aseptic, in conditiile de lucru impuse de

normativele in vigoare, utilizand echipamente etalonate si calificate.



In urma studiului am obtinut efecte antimicrobiene importante pentru uleiurile esentiale
de oregano, arbore de ceai si busuioc, si, am identificat principiile active comune uleiurilor

esentiale pentru actiunea antimicrobiana tintita.

6. DEZVOLTAREA SI EVALUAREA EXPERIMENTALA A UNOR
NANOPARTICULE DE ARGINT CU POTENTIAL ANTIMICROBIAN

In capitolul 6 am dezvoltat si evaluat experimental nanoparticule de argint cu
dimensiuni sub 10 nm confirmate in urma analizelor fizico-chimice. Dupa caracterizarea
nanoparticulelor de argint sintetizate prin metoda Turkevich, am urmarit profilul farmacologic
al acestora. Astfel, in urma studiilor de toxicitate acutd pe animale de laborator, nu s-a
inregistrat niciun efect letal, indiferent de doza administratdi. Am realizat si analizat
comparativ, pentru prima data, profilul farmacocinetic al AgNp administrate rozatoarelor din
doua specii.

Pentru studiile privind farmacocinetica am utilizat doua specii de rozdtoare: o populatie
de 6 soareci masculi, albi, NMRI (40,16+3,31g) si 6 sobolani Wistar masculi, adulti
(374,4+25,48g). Animalele au provenit de la biobaza Institutului National de Cercetare-
Dezvoltare Medico-Militara ,,Cantacuzino”.

Compusi testati sunt AgNp sintetizate si testate anterior, concentratia de Ag fiind de
0.103mg/mL. Animalele aduse de la biobaza au fost lasate timp de 7 zile cu hrana si apa ad
libitum pentru acomodare.Temperatura inregistrata a variat intre 20°C si 22°C iar umiditatea
intre 35% si 45%.

Administrarea suspensiei de AgNp s-a realizat i.p., in doza unica, iar prelevarea
probelor de sénge s-a efectuat din ora in ora in primele 6 ore, si la 24 de ore. Probele de sange
au fost prelevate pe hartie Whatman, si supuse apoi unui process de digestie intr-un amestec
3:1 HNO3:H20, timp de o sdptamand, pentru indepartarea compusilor organici prezenti in
sange. Dupa centrifugarea probelor astfel obtinute, s-au prelevat 0.5 mL din supernatant si a
fost diluat cu 4.5 mL apa ultrapura. Solutiile finale au fost analizate cu ajutorul tehnologiei
ICP-MS, concentratiile de Ag obtinute fiind utilizate in realizarea profilurilor farmacocinetice

la soarece si sobolan prin intermediului softului de modelare farmacocineticd Kinetica



(Versiunea 3.1). De asemena, s-au realizat comparatii interspecii ale parametrilor
farmacocinetici, aplicand testele T si F in soft-ul de statistica GraphPad Prism versiunea 9.2.0.

Tn ultima parte a acestui capitol am evaluat efectul cicatrizant al AgNp in urma
administrarii topice, intr-un model experimental de arsurd indusd la sobolani. Efectul
cicatrizant al suspensiei testate a fost progresiv cu o evolutie descrescatoare a diametrului
arsurilor. Determindrile parametrilor hematologici au evidentiat o crestere importantd a
granulocitelor si leucocitelor in cazul animalelor tratate cu AgNp, comparativ cu animalele

tratate cu sulfadiazina argentica.

7.IMPACTUL DISBIOZEI ASUPRA FIZIOPATOLOGIEI AXEI CREIER-
INTESTIN

In capitolul 7, ultimul capitol al partii originale, am studiat impactul disbiozei asupra
fiziopatologiei axei creier-intestin, evaludnd in prima dinamica neuro-hormonald dupa
administrarea unor tulpini microbiene probiotice intr-un model murin de inflamatie
intestinala, si in cea de-a doua parte, dinamica neuro-hormonala dupa administrarea unor
tulpini microbiene probiotice intr-un model murin de hipertiroidism. Inflamatia intestinala a
fost indusa cu solutie de Detxran 70, si tratata cu sulfasalazina, Lactobacillus acidophillus,
Saccharomyces boulardi, si amestecul celor doud probiotice. Hipertiroidismul a fost indus cu
levotiroxina sodica si tratata cu tiamazol, Lactobacillus acidophillus, Saccharomyces
boulardi, si amestecul celor doua probiotice. Fiecare experiment a implicat organizarea
animalelor 1n sase loturi, si anume, lot martor sandtos, lot cu inflamatie
intestinald/hipertiroidism netratat, si cate patru loturi tratate conform schemei de mai sus. La
finalul experimentului, in urma sacrificarii animalelor, s-au prelevat probe de sange, studiate
pentru evaluarea efectelor tratamentelor administrate asupra parametrilor hematologici , si
probe de plasma, creier, intestin, analizate pentru detectia si dozarea ACTH-ului, cortizolului,
serotoninei, adrenalinei, noradrenalinei, dopaminei, histaminei, GABA, utilizand Kkit-uri
ELISA. Rzultatele obtinute au permis evaluarea efectelor neuro-hormonale ale tulpinilor
microbiene probiotice investigate. Administrarea irationald a antibioticelor poate genera
dismicrobism, cu ecouri metabolice profunde si dezechilibre ale fiziopatologiei axei creier-

intestin.



CONCLUZII SI CONTRIBUTII PERSONALE

Studiile realizate in cadrul tezei de doctorat au urmaérit evaluarea
multidisciplinara a rezistentei la medicamente antimicrobiene a microorganismelor
patogene sau oportuniste, investigarea unor mecanisme moleculare induse de
dismicrobism si identificarea unor potentiale alternative terapeutice antimicrobiene.

Tn acest sens, am evaluat:

-rezistenta principalelor microorganisme implicate in infectiile comunitare din regiunea
Sud-Muntenia, pe o perioada de patru ani;

-profilul local al rezistentei la medicatia antituberculoasa;

-dezvoltarea si evaluarea experimentala a unor resurse antimicrobiene de origine
vegetald si minerald;

-investigarea disfunctiilor metabolice si hormonale induse de dismicrobism.

In urma cercetirilor efectuate conform obiectivelor specifice propuse, pot fi
formulate urmatoarele concluzii:
A. Evaluarea profilului de rezistenti antimicrobiana a unor agenti patogeni frecvent

implicati in infectii comunitare

In primul capitol al partii originale am realizat profilurile de rezistentd la antibiotice
pentru cele mai importante bacterii ce produc infectii comunutare. Tulpinile dominante n
infectii comunitare in regiunea Sud-Muntenia, Romaénia, pentru perioada studiului(2016-
2019), in cazul celor 563 de pacienti diagnosticati, au fost Klebsiella pneumoniae si
Escherichia coli. O prevalenta mica au avut tulpinile de Staphylococcus aureus, Proteus spp.,
Enterococcus spp., Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter spp. si Providencia spp.

Tulpinile de Klebsiella pneumoniae au demonstrat rezistentd la monobactami si
carboxipeniciline, si sensibilitate la polimixine si amfenicoli.

Tulpinile de Escherichia coli au demonstrat rezistenta la tetracicline, aminopeniciline,
macrolide si cefalosporine de generatia I, si sensibilitate la carbapeneme, amfenicoli,
fosfomicina, cefalosporine de generatia III si IV, ureidopeniciline, fluorochinolone si

tetracicline.



Tulpinile de Staphylococcus aureus au demonstrat rezistenta la polimixine, chinolone,
fluorochinolone, macrolide, si sensibilitate la ureidopeniciline, cefelosporine de generatiile 111
si IV, carbapeneme, amfenicoli, rifampicina, linezolid.

Tulpinile de Enterococcus spp. au demonstrat rezistenta la cefalosporine de generatia
II, chinolone, fluorochinolone si sensibilitate la ureidopeniciline, amfenicoli, glicopeptide,
rifampicind, aminoglicozide.

in doi ani consecutivi, numirul de pacienti tratati cu colistin a crescut de trei ori,
iar in cazul meropenemului de treisprezece ori.

In prima perioada s-a recurs la monoterapie in 49% din cazuri, in timp ce in urmatorul
an s-a optat pentru un singur antibiotic in 14% din cazuri.

Rezultatele studiului au relevat o incidenta semnificativ mai mare a tulpinilor de
Klebsiella pneumoniae in Romania (40%) comparativ cu UE si SEE (11%).

Tulpinile de Mycobacterium tuberculosis au demonstrat rezistente mari la antibioticele
tuberculostatice clasice (rifampicind, izoniazida, streptomicind, etambutol).

Majoritatea tulpinilor prezintd rezistenta tip MDR (55%). Rezistentd tip XDR este
prezenta la 21% dintre tulpinile analizate iar cea de tip preXDR la 12% dintre tulpini.

18% dintre pacientii diagnosticati cu TBC erau infectati cu HIV.

B. Evaluarea profilului antimicrobian al unor uleiuri esentiale din plante aromatice

Rezultatele obtinute au relevat urmatoarele:

Uleiurile esentiale de Origanum vulgarae, Ocimum basilicum si Melaleuca alternifolia
au demonstrat activitate antimicrobiand semnificativa.

Linalolul este activ, in mod tintit, pe bacterii Gram-pozitive.

Fitocomplecsii ce contin linalol, 1,8-cineol, terpinene-4-ol, a-pinen, p-cimen, o/ y-
terpinen, au actiune tintita pe bacterii Gram-negative.

Uleturile esentiale ce contin 1,8-cineol si terpinene-4-ol au actiune antimicrobiand
asupra Candida albicans.

C. Dezvoltarea si evaluarea experimentali a unor nanoparticule de argint cu potential
antimicrobian

Cercetarile experimentale au relevat urmatoarele aspecte:



e am obtinut si caracterizat nanoparticule de argint cu dimensiunea de 9.49
nm; suspensia s-a dovedit stabila iar concentratia Ag a fost de
0.103mg/mL;

e am analizat pentru prima dati profilul farmacologic al
nanoparticulelor de argint administrate masculilor proveniti de la
doua specii, ambele rozatoare;

¢ in studiile de toxicitate acutd efectuate pe animale de laborator (soareci) nu
s-a evidentiat niciun eveniment letal, indiferent de doza administrata;

e (greutatea animalelor a evoluat constant si liniar, indiferent de doza;

e nivelul concentratiei plasmatice a nanoparticule de argint, eficienta
eliminarii acestora si distributia in organism, sunt semnificativ
crescute la speciile mari de rozatoare;

e nanoparticulele de argint au efect cicatrizant;

e parametrii hematologici au evidentiat o activare intensa a
mecanismelor celulare si moleculare de aparare imuna locala, care are
drept consecinta cicatrizarea mult mai rapida evidentiati in cazul

grupului AgNp.

D. Efectele disbiozei asupra fiziopatologiei axei creier-intestin

Dismicrobismul, consecintd a unor afectiuni sau a administrarii de antibiotice,
determind dezechilibre neurohormonale.

Existd o interdependenta activd intre sistemul simpatic, axa HPA, axa HPT si
microbiota intestinala.

Tn bolile inflamatorii intestinale se reduce activitatea glandelor suprarenale si este
stimulat sistemul dopaminergic.

Tulpinile microbiene de Lactobacillus acidophillus si Saccharomyces boulardi au efect
modulator diferit asupra axelor HPA si HPT.

Sistemele catecolaminergic si serotoninergic sunt activate in urma administrarii
Saccharomyces boulardi.

Saccharomyces boulardi sensibilizeaza celulele enterocromafine cu consecinta eliberarii

de serotonina in exces; putem formula astfel, o opinie de administrare precauta a probioticelor



cu Saccharomyces boulardi la pacientii cu patologii hiperserotoninergice sau care primesc
medicamente/suplimente ce pot determina sindrom serotoninergic.

Saccharomyces boulardi normalizeaza homeostazia glandelor suprarenale mentinand in
valori normale nivelul adrenalinei si corticoizilor.

Administrarea tulpinilor de Saccharomyces boulardi in hipertiroidism stimuleaza
activitatea glandelor corticosuprarenale cu consecinta inhibarii axei HPT.

Lactobacillus acidophillus stimuleaza productia de GABA, deci echilibreaza
homeostazia hidro-electrolitica locala prin absorbtia protonilor locali.

Lactobacillus acidophillus stimuleazia eliberarea histaminei, efect ce se poate
concretiza prin favorizarea evenimentelor alergice; putem formula astfel o opinie privind
riscurile asocierii probioticelor ce contin Lactobacillus acidophillus cu produsele alimentare
cu potential alergen.

in cazul pacientilor cu teren atopic, avenimentele alergice pot fi evitate prin
administrarea tulpinilor de Saccharomyces boulardi.

Administrarea combinatiei Lactobacillus acidophillus+Saccharomyces boulardi
favorizeaza reglarea axei HPT la hipertiroidieni.

Combinatia celor doud tulpini microbiene investigate in formule probiotice, trebuie
asociatd cu prudenta cu medicamente serotoninergice.

Rezultatele obsinute evidentieaza faptul cd se recomandd individualizarea terapiei cu
probiotice in functie de patologii si alte medicamente administrate.

In concluzie, rezultatele cercetarilor originale prezentate confirmi realizarea
obiectivelor propuse si se inscriu in efortul general de control si antagonizare a efectelor

rezistentei microorganismelor la terapiile antimicrobiene actuale.
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