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Abstract. The researches reflected in this study has the purpose to study the resistance behavior of bacterial
uropathogenic strains towards antibiotic substances in canine urologic syndrome and interpreting the microbiolog-
ical aspects that define them. Antibiograms were performed by diffusimetric method for evaluating the sensibility/
resistance of microbial strains (Escherichia coli, Staphylococcus epidermidis and Enterococcus faecalis), isolated
from urine samples colected from canines infected with cystitis. The resistance to the following classes of antibiot-
ics were tested: penicillins, cephalosporins, fluoroquinolones, tetracyclines and aminoglycosides.
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Rezumat. Cercetarile reflectate in acest studiu au avut ca scop studierea rezistentei unor tulpini bacteriene
uropatogene fata de substantele antibiotice in cazul sindromului urologic canin si interpretarea aspectelor mi-

tulpinilor microbiene (Escherichia coli, Staphylococcus epidermidis si Enterococcus faecalis), izolate din mostre-
le de urina prelevate de la caninele infectate de cistitd, au fost realizate antibiograme prin metoda difuzimetrica.
S-a testat rezistenta la urmatoarele clase de antibiotice: peniciline, cefalosporine, fluorochinolone, tetracicline si
aminoglicozide.

Cuvinte-cheie: Tulpini bacteriene; Antibiograma; Sindrom urologic; Rezistentd antimicrobiana.

INTRODUCERE

Infectiile tractului urinar (ITU) sunt cele mai comune infectii bacteriene intalnite in medicina clinica
medicald si veterinara. Microorganismele Escherichia coli, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus
faecalis etc. sunt agentii microbieni patogeni cel mai frecvent izolati in aceste infectii. Studiul de moni-
torizare a tendintei de rezistenta la antimicrobiene (SMART) este un program de supraveghere la nivel
mondial a rezistentei la antibiotice, fiind in curs de desfasurare si urmarind susceptibilitatea bacteriilor
Gram negative si Gram pozitive din infectii intraabdominale incepand cu anul 2002 (Bronzwaer, S.,
Lonnroth, A., Haigh, R. 2004; Golban, R. 2015; Josan, N. 2002).

In ultimii ani au fost publicate rezultatele finale ale studiului privind rezistenta microbiani la an-
tibiotice in cazul infectiilor urinare la diverse specii de animale. Din punct de vedere epidemiologic,
rezistenta bacteriilor la antibiotice variaza de la o regiune geografica la alta, de la o specialitate la alta
specialitate, de la un tip de infectie la altul, de la un an la altul. Iata de ce am considerat ca studierea
rezistentei unor bacterii este o problema de cercetat importanta si de actualitate (Carp-Carare, C. 2014;
Guguianu, E. 2002).

S-a constatat ca cele mai frecvente afectiuni dintre cele generate de E. Coli si celelalte microorganis-
me studiate sunt pielonefritele, cistitele si uretritele. Sindromul urologic canin este o inflamatie a pere-
telui vezicii urinare. In marea majoritate a cazurilor, aceasta inflamatie este cauzata de o infectie bacte-
riand, dar poate fi provocata si de prezenta pietrelor urinare, traumatisme ale vezicii urinare, inflamatii
cronice etc. Maladia se manifesta prin unul sau mai multe dintre urmatoarele simptome: dificultate la
urinare (disurie), prezenta sangelui 1n urina (hematuria), semne de durere la urinare (strangurie); o cres-
tere a frecventei urindrii (pollakiuria), incontinentd urinara. Foarte des exista un motiv sau un factor care
favorizeaza aparitia sindromului la caini si pe care medicul veterinar va incerca sa il afle daca se repeta.
Sunt cunoscute mecanismele fiziologice care apara organismul impotriva infectiilor tractului urinar, dar
atunci cand acestea sunt afectate de o patologie, anomalie sau trauma, ele nu mai pot exercita functia de
aparare si infectiile tractului urinar evolueaza. Astfel, studiul aspectelor microbiologice in cazul acestor
afectiuni se impune in planul cercetarii rezistentei la antibiotice in infectiile urinare, motivata si de in-
dicatia data de Jansen W.T.M. si colab. in 2006, care aratd ca o astfel de cercetare este necesara pentru
a determina nivelul de rezistenta si tendinta acestei manifestari intr-o arie geografica (Golban, R. 2015;
Rapuntean, Gh., Rapuntean, S. 2005).
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Rezistenta microbiana la antibiotice constituie o problema complexa la nivel mondial, care necesita inter-
ventii in timp util, avand in vedere impactul potential enorm asupra sanatatii animale si umane. Organizatiile
nationale si internationale in domeniu (OMS, UE, CDC, ECDC, IDSA) au dezvoltat strategii care recomanda
prudenta in utilizarea antibioticelor la om si animal, de asemenea subliniaza importanta masurilor de igiena
in ingrijirea sanatatii. Recent, Comisia Europeana a Tnaintat Strategia de combatere a rezistentei microbiene,
axatd pe 4 componente-cheie: supraveghere, prevenire, cercetare si dezvoltarea de produse antibiotice si vac-
cinuri. UE conteaza mult pe cooperarea internationald, in special cu OMS, prin care sa promoveze utilizarea
rationald a antibioticelor. Un alt pas important catre o abordare unitara impotriva rezistentei microbiene este
intemeierea in 2005 a ECDC (European Centre for Disease Prevention and Control), care are competente si
in domeniul rezistentei microbiene ( Jacobsen, S., Stickler, D., Mobley, H. 2008; Perianu, T. 2011).

Multe studii stiintifice au demonstrat ca, pana in anul 2050, in lipsa unor actiuni concrete, rezistenta
antimicrobiand va genera anual, la nivel global, un numar de 10 milioane de decese premature. Lucrarea
de fata are drept scop studierea rezistentei la antibiotice a unor tulpini bacteriene uropatogene in cazul
sindromului urologic canin si interpretarea aspectelor microbiologice care o definesc.

MATERIAL SI METODA

Cercetarile stiintifice s-au efectuat in laboratorul de microbiologie al Facultatii de Medicina Veteri-
nard a Universitatii Agrare de Stat din Moldova.

Au fost testate comportamentele a 3 tulpini microbiene identificate din mostrele de urind prelevate
de la caninele infectate de cistita fata de diferite substante antibiotice. Pentru a studia rezistenta fata de

organismelor, metoda folosita fiind cea difuzimetrica.

REZULTATE SI DISCUTII

Drept obiect de studiu au servit urmatoarele tulpini microbiene uropatogene identificate din prele-
vatele urologice: Escherichia coli, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis. Determinarea
rezistentei tulpinilor microbiene la antibiotice prin metoda rondelelor a urmarit efectuarea insamantarii
pe placile cu geloza a culturilor microbiene din medii lichide (bulion-1,0ml).

Tabelul 1. Antibiograma tulpinii microbiene uropatogene Escherichia coli

Substantele antibiotice Gradul de sensibilitate (mm)
S-20
Amoxicilina AMX I[-0
R -0
S-20
Ampicilina AM -0
R-0
S-21
Ampicilina Sulfactam I-0
R-0
S-25
Cefaclor CEC -0
R-0
S-28
Cefoperazon CFP -0
R-0
S-27
Ceftazidim I-0
R-0
S-22
Doxaciclina [-0
R-0
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In acest scop, pe suprafata mediului lichid s-au aplicat 6 rondele imbibate cu diverse substante anti-
biotice. Placile au fost incubate in termostat timp de 16-17 ore la temperatura de 37 °C.

Dupa expirarea timpului, pe placile examinate au fost masurate zonele inhibitiei microorganismelor
din jurul rondelelor.

Dimensiunile zonelor au fost determinate de gradul de sensibilitate a tulpinilor la antibioticul cores-
punzator: intermediar (I); rezistent (R); sensibil (S). Evaluarea chimiorezistentei germenilor capatd o
semnificatie mai larga decat o simpla analiza pentru alegerea unui tratament si de aceea necesita abordari
mai ample privind tehnica de executare si de interpretare a rezultatelor din mai multe puncte de vedere.

Conform rezultatelor antibiogramei prezentate in tabelul 2, cea mai eficace substantad antibiotica in
cazul tulpinii microbiene Escherichia coli s-a dovedit a fi cefoperazon, cu 28 mm, dupa care a urmat
ceftazidim, cu 27 mm, si cefaclor, cu 25 mm.

Figura 1. Sensibilitatea Escherichia coli la substantele antibiotice

Conform studiilor bibliografice, E. coli uropatogena (UPEC) este responsabila de circa 90% din
infectiile tractului urinar. Clonele de E. coli uropatogena provin din flora persistentd fecalad care colo-
nizeaza introitusul vaginal si, ulterior, infecteaza tractul urinar. E. coli uropatogena foloseste fimbria P
(pili in pielonefritd) pentru a se lega de celulele epiteliale ale tractului urinar §i vezicii urinare, pe care
le colonizeaza. Genomul EXPEC este, in general, mai larg decat al E. coli K12 sau comensala, probabil
prin continutul mai mare de gene necesare supravietuirii in afara tractului intestinal. In randul tulpinilor
UPEC exista diferente considerabile in ceea ce priveste repertoriul si nivelul de expresie al factorilor de
virulentd care pot afecta cresterea bacteriana si persistenta in tractul urinar.

Aceste interpretari indica asupra mecanismelor rezistentei E. coli uropatogene la antibiotice si se
traduce prin capacitatea acestui microorganism de a supravietui in prezenta antibioticelor sau chimiote-
rapicelor antibacteriene.

Conform cercetarilor, rezistenta bacteriand se poate manifesta genetic, genotipic sau fenotipic. Re-
zistenta genetica cromozomiala apare ca urmare a unor mutatii in secventa nucleotidelor cromozomului
bacterian, care determina sinteza de proteine sau alte macromolecule, diferite de structurile chimice ini-
tiale, astfel Incat actiunea antibioticului nu se mai poate realiza, aceasta reprezentand 10% din rezistenta
bacteriana dobandita.

Cu certitudine, aceste aspecte reprezinta totodata rezistenta la antibiotice care poate fi obtinuta prin
transferul orizontal al genei de rezistenta, prin transformare sau prin vectori. Transferul orizontal al ge-
nei joaca un rol important in evolutia bacteriei.

Cele mai importante transportoare pentru transferul genelor rezistentei de la o bacterie la alta sunt
plasmidele, transpozonii si integronii. Genele care confera rezistenta sunt transferate de la o bacterie la
alta Intr-o maniera orizontala prin conjugare, transductie sau transformare.
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Tabelul 2. Antibiograma tulpinii microbiene uropatogene Staphylococcus epidermidis

Substantele antibiotice Gradul de sensibilitate (mm)

S-0

Amoxicilina AMX -0
R-16

S-0

Ampicilina AM -0
R-16
S—-22

Cefoperazon CFP -0
R-0

S-26

Cefazolina I-0
R-0

S-0

Moxifloxacina I-0
R -20

S-0

Oxacilina I-0
R-10

S-20

Tetraciclina I-0
R-0

Aspecte stiintifice importante sunt confirmate prin rezultatele antibiogramei tulpinii microbiene uro-
patogene Staphylococcus epidermidis, redate in tabelul 2. Astfel, cele mai inalte grade de sensibilitate
observate in acest caz sunt la cefazolind (26 mm), cefoperazon (22 mm) si tetraciclind (20 mm).

Date relevante sunt evedentiate in ceea ce priveste unele aspecte ale rezistenfei unor substante an-
tibiotice fatd de specia microbiand Staphylococcus epidermidis prin remarcarea zonelor substantelor
antibiotice: moxifloxacina — 20 mm, ampicilina — 16 mm, amoxicilina — 16 mm, oxacilina — 10 mm.

Figura 2. Sensibilitatea Staphylococcus epidermidis la substantele antibiotice

Confirmam ca, potrivit studiului efectuat, rezistenta la unele antibiotice se asociaza cu modificarile
enzimelor care neutralizeaza aceste substante. Tipul respectiv de rezistenta este rezultatul expresiei en-
zimelor care modifica covalent aceste antibiotice prin acetilare cu ajutorul aminoglicozid-acetiltransfe-
razei, fosforilare prin aminoglicozid-fosfotransferaze sau adenilare prin aminoglicozid-adenililtransfe-
raze. Aceste enzime sunt, de obicei, codificate plasmidic, dar pot fi implicate si elemente transpozabile.
Diferite fenotipuri bacteriene provenite de la specii variate pot sd apara si prin schimbul plasmidic sau
diseminarea facilitatd de transpozoni.
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Tabelul 3. Antibiograma tulpinii microbiene uropatogene
Enterococcus faecalis [a substantele antibiotice

Substantele antibiotice Gradul de sensibilitate (mm)
Amoxicilina AMX S -20
I-0
R-0
Ampicilina AM S -20
I-0
R-0
Doxaciclina S-23
I-0
R-0
Penicilina S-20
I-0
R-0
Tetraciclina S -24
I-0
R-0
Norfloxacina S-18
I-0
R-0
Gentamicina S-17
I-0
R-0

In urma evaluirii rezultatelor antibiogramei tulpinii microbiene uropatogene Enterococcus faecalis la sub-
stantele antibiotice (tab. 3), cele mai 1nalte grade de sensibilitate la substante antibiotice se prezinta dupa cum
urmeaza: tetraciclina — 24 mm, doxaciclina — 23 mm, amoxicilina, ampicilina, penicilina — 20 mm.

Figura 3. Sensibilitatea Enterococcus faecalis 1a substantele antibiotice

Conform aspectelor stiintifice ulterior relatate, iniierea acestor cercetari a condus la interpretarea
unor aspecte ale mecanismelor de virulentd in infectii cu Escherichia coli uropatogena si cu alte tulpini
importante studiate. Astfel, la momentul actual, dintre cele 5 tipuri diferite de fimbrii ce au fost recunos-
cute, doud sunt considerate mai importante si anume fimbriile de tip 1 (sensibile la manoza) si fimbriile
P (rezistente la manozd). Prezenta fimbriilor determind o infectie simptomatica a tractului urinar, iar
absenta lor indica bacteriuria asimptomatica.

Putem mentiona cd supravietuirea microorganismelor uropatogene si cresterea rezistentei acestora
fata de reactiile de aparare imunitara s-au dezvoltat in ultimul timp pe mai multe cdi, determinand su-
pravietuirea si In medii mai putin favorabile si sarace 1n nutrienti. latd de ce toxinele bacteriene deter-
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minante de virulentda suplimentara, gasite in tulpinile UPEC, sunt molecule importate. Acestea includ
hemolizine, citotoxine, proteine care leaga fier (siderofori). Cel putin trei toxine diferite (Hemolizina,
CNF-1 si SAT-1) si cel putin trei grupe diferite de siderofori au fost recunoscute in E. coli uropatogena.

Remarcam si faptul ca tulpinile bacteriene studiate, care induc bacteriurie asimptomatica, au evoluat
populand mai multe luni sau chiar ani tractul urinar fara a provoca simptome evidente clinic. Aceste
bacterii seamadnad oarecum cu bacteriile comensale, avand cu gazda o relatie prin care, in unele cazuri,
par a proteja tractul urinar de colonizarea prin alte tulpini patogene.

Bacteriologia infectiei urinare cu Escherichia coli si alte tulpini bacteriene uropatogene reprezinta
cele mai importante investigatii ale sindromului urologic la animale si om, acesta fiind si cea mai comu-
na infectie dupa bolile tractului respirator superior.

Desi diferite microorganisme pot determina ITU, inclusiv virusurile sau fungii, bacteriile sunt preva-
lente si sunt responsabile de 95% din infectiile tractului urinar. Dintre acestea, E. coli este singura care
determina circa 80% din cazuri. Infectiile pot fi asimptomatice sau simptomatice, iar netratarea lor poate
provoca sechele importante. S-a estimat ca, pe plan mondial, tulpinile UPEC afecteaza 150 milioane de
oameni anual si cauzeaza 70-80% imbolnaviri.

Rezistenta la antibiotice a tulpinilor cercetate in studiu constituie o problema importanta in investi-
garea sindromului urologic canin, care trebuie sa fie luata in considerare in tratamentul infectiilor uro-
logice produse de acestea, fiind si o problema de securitate a sanatatii publice, pentru care trebuie luate
angajamente la nivel national si international.

CONCLUZII

Studiul efectuat confirma o rezistentd mai inalta a tulpinii speciei microbiene Staphylococccus epi-
dermidis la substantele antibiotice in comparatie cu speciile microbiene Escherichia coli si Enterococcus
faecalis, care nu manifesta rezistenta.

Bacteriologia infectiei urinare cu Escherichia coli si alte tulpini bacteriene uropatogene reprezinta
cele mai imporatnte investigatii ale sindromului urologic la animale si om, acesta fiind cea mai raspan-
dita infectie dupa bolile tractului respirator superior.

Recunoasterea precoce a infectiei urinare cu microorganisme asigura urmarirea eventuala a bacteriu-
riei asimptomatice si tratamentul adecvat, In functie de sensibilitatea la antibiotice, prevenindu-se astfel
accelerarea deteriorarii functiei renale.

Infectiile urinare survin pe fonul reducerii functiei de aparare a organismului, contribuind la agrava-
rea patologiilor renale.
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