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REZUMAT

Bolile la animalele lactante au un impact important asupra productiilor, mastita fiind
una dintre afectiunile infectioase cele mai comune la bovinele pentru lapte din intreaga lume,
indiferent de sistemul de crestere, tipul sau dimensiunile acestuia. Din punct de vedere
economic, mamita este una dintre cele mai pagubitoare afectiuni, cu influenta semnificativa
asupra cantitatii si a calitatilor nutritive ale laptelui (OECD/FAO (2019), “OECD-FAO
Agricultural Outlook”, OECD Agriculture statistics (database), http://dx.doi.org/10.1787 /agr-
outl-data-en.).

Promovarea constientizarii importantei, a elementelor de identificare si terapeutice pot
duce la cresterea importanta a productiilor prin diminuarea pierderilor si costurilor
excedentare. In mod curent, controlul mamitelor presupune urtilizarea de antibiotice,
crescand astfel ingrijorarea fata de suprautilizarea acestor compusi. Similar, posibilitatea
instalarii rezistentei duce la diminuarea eficacitatii lor terapeutice si implicit la augmentarea
sintezei de noi compusi. Acest proces prezinta numeroase necunoscute, factorii de influenta
fiind extrem de numerosi (specia infectantd si rezistenta intrinseca a acesteia, schemele
terapeutice folosite, poluarea mediului cu plasmide de rezistent3, etc.).

Analiza morfologica si functionala a bacteriomului sustine evaluarea calitatii laptelui si
aprecierea riscului cu care se confrunta consumatorii, fiind definit in special profilul de
antibioticorezistenta. Rezultatele servesc unui dublu scop, acela de a redefini terapiile aplicate
la nivel de ferma in controlul mastitelor, iar al doilea acela de a preveni transmiterea
antibioticorezistentei la consumatori. Asocierea unor rezultate legate de indicele MAR
(rezistenta multipla la antibiotice) cu profilul imunologic al animalelor diagnosticate cu
mamite poate directiona protocolul terapeutic astfel Incat sa asigure simultan insandtosirea
animalului si cresterea calitatii laptelui pentru consum (Rindt, 2009a, b, 2011).

Metodele alternative pentru surmontarea dificultatilor induse de rezistenta la
antibiotice au cunoscut o dezvoltare la scara larga in ultimele decenii. Intre acestea se pot cita
nanotehnologicele, terapia fagica, extractele vegetale (inclusiv uleiuri esentiale), proteine de
origine animala (IgY) sau bacteriocine (Radzikowski si colab., 2020). Avantajul major al
terapiilor alternative este reprezentat de lipsa fenomenului de rezistenta in cazul acestor
compusi terapeutici utilizati, in plus fata de rezultatele obtinute in vitro si in vivo care releva
eficacitatea prin inhibarea cu success a cresterii/distrugerii bacteriilor provenite de la vaci cu
mamite. Procesul de intensificare a cresterii in ferme, deosebit de complex si aliniat notiunii
“mai mult cu mai putin” a avut si are efecte inegale asupra interfetei matricilor om/ animal /
mediu. La ora actuald, In contextual dezvoltarii socio-culturale centrate pe conceptul “One
Health, One Welfare” existd o campanie pentru cresterea nivelului de constientizare a
impactului negativ al intensivizarii de tip industrial In exploatarea animalelor asupra mediului
(Del Prado si colab., 2013), bunastarii animalelor (Koeck si colab., 2014), dezvoltarii rurale
echitabile si nu in ultimul rind, asupra sanatatii omului. Rezultanta unei asemenea campanii
este una benefica, aceea de a intensifica eforturile pentru proiectarea unor sisteme juste si
sustenabile de crestere a animalelor pentru lapte si nu numai (Jay, 2006).

Mastita reprezinta una dintre bolile bacteriene cele mai frecvente in majoritatea
fermelor de vaci pentru lapte, indiferent de sistemul de crestere, constituind totodata una
dintre afectiunile majore tratabile prin utilizarea antibioticelor. Utilizarea larga a
antibioticelor in controlul mamitelor creste foarte mult riscul de instalare si transmitere a
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antibitoicorezistentei la consumatori. O astfel de posibilitate este permanet in atentia
autoritatilor din domeniul sanatatii animalelor si sasnatatii publice, necesitand redefinirea
fundamentata stiintific a terapiilor cu antibiotic tindndu-se cont de intersectarea bunastarii
animalelor cu preocuparile sociale (Ruegg, 2009, 2017; Stevens si colab, 2016a si b).

Plantele medicinale reprezinta o sursa istoric consolidata de agenti terapeutici naturali,
cu biodisponibilitate crescutd. Plantele contin agenti cu efect antibacterian si utilitate ca
antibiotic innovative, inhibitori de pompa de eflux, componente anti-factori de virulenta sau
chiar utile in combinatie cu medicamente de sinteza (Mushtagq si colab., 2018).

Bioprospectarea reprezintd o ramnura a stiintei prin care sunt identificate noi surse de
produse naturale (microorganisme, plante, fungi, animale) cu utilitate farmaceutica sau
aplicatii 1n biologie. Peste 80% din substantele medicamentoase actuale provin din produse
natural, ocupand in continuare un rol important in terapie (Ashforth et al., 2010).

Cercetarea efectuata s-a axat pe patru directii prioritare, urmarind:

- Investigatii etiologice, incluzind definirea profilului de antibioticorezistentd la bovine

(vaci si bivolite) cu mastite clinice si subclinice,

- Modificari ale profilul imunologic la animale cu mamite clinice si subclinice, in relatie

cu actiunea patogena a microbiomului izolat,

- Identificarea factorilor de influenta ai profilului de antibioticorezistenta in cazul

bacteriomului izolat de la animale cu mastita,

- Identificarea unor plante cu potential antibacterian, biodisponibilitate crescutd, si

evaluarea efectelor in vitro ale acestor extracte.

Prima parte a tezei este structurata in trei capitole, insumand datele actuale din
literatura de specialitate privind potentialul terapeutic si efectele biologice ale unor plante
medicinale, in special din familia Lamiaceae si utilitatea lor in terapie la animale (capitolul 1),
etiologia complexa a mastitelor la bovine si factorii de patogenitate ai diferitelor genuri
bacteriene care constituie microbiomul patogen in aceste cazuri (capitolul 2) si trece in
revista pe scurt mecanismele de instalare si importanta fenomenului de antibioticorezistenta
in cadrul conceptului “One Health” (capitolul 3).

Ca o introducere la partea a doua a tezei care include rezultatele studiilor proprii
efectuate, sunt prezentate scopurile urmarite, iar mai apoi zece studii originale, structurate In
patru capitole, axate pe investigarea structurii si patogenitatii microbiomului in mastite la vaci
(capitolul 4, subcapitolele 4.1-4.3), pe definirea mecanismelor imune de rezistenta fata de
microbiomul izolat la vaci cu mastita (capitolul 5, subcapitolele 5.1-5.2), caracterizarea unor
potentiali factori de influenta asupra microbiomului bacterian mastitic si a variatiilor de
patogenitate ale acestuia (capitolul 6, subcapitolele 6.1-6.2) si pe evaluarea potentialului
terapeutic alternativ al unor extracte vegetale selectate (capitolul 7, subcapitolele 7.1-7.3).
Corolarul cercetdrii efectuate este prezentat in Concluziile generale ale tezei.

In subcapitolul 4.1, au fost investigate diferentele de prevalentd si etiologice a
mamitelor subclinice la vaci si bivolite din Transilvania, Romania. Prevalenta mastitei clinice
la bivoli si vaci este considerata similara in literatura de specialitate cuprinsa intre 8 si 40%,
respectiv 19,9% pana la 44,8%. Procentul este extrem de variabil in functie de regiune si de
tehnologia de crestere. Cu toate acestea, nu se stie prea mult despre agentii etiologici in
mastita subclinica la bubalinele din Romania. Scopul studiului a fost evaluarea comparativa a
prevalentei si etiologiei mastitei la vaci si bivolite din Transilvania, fiind totodata testat
profilul de sensibilitate la substantele antimicrobiene al microorganismelor izolate din
probele de lapte. Cercetarea a fost efectuata pe un grup de bivoli (n = 108) si un grup de vaci
Baltatd Romaneasca si red Holstein (n = 211), la care diagnosticul de mastita a fost stabilit



prin examinare clinica sustinutd de efectuarea R. Mastitest. Ulterior, au fost colectate 56 de
probe de lapte de la bivoli si 28 de probe de lapte de la vaci, probe supuse examinarii
bacterilogice de rutina. Pentru cultivarea bacteriilor din probele de lapte s-au utilizat metode
microbiologice clasice si s-a efectuat tehnica de difuzie Kirby-Bauer pentru a evalua
sensibilitatea/rezistenta la antibiotice utilizate frecvent pentru tratarea bolii, cum ar fi
ampicilina, amoxicilina, enrofloxacina, cloxacilina si oxitetraciclina. Stafilococi rezistenti sau
foarte rezistenti la antibiotice au fost intalniti in aproape toate probele de lapte mastitic de
vaca (90%) comparativ cu cel de bivolitd, in cel mai mare procent (71,42%), a fost prezent
Streptococcus spp. Rezultatele au indicat faptul ca utilizarea frecventa si necontrolata a
antibioticelor impotriva mastitei sau a altor boli concurente atat de bivoli cat si de vacile
pentru lapte induc dezvoltarea unei rezistente multiple sau totale la antibiotice. Cea mai mare
sensibilitate globala pentru tulpinile izolate a fost inregistratd la ambele specii fata de
amoxicilina.

Subcapitolul 4.2., prezinta avantajele estimarii prin metode automatizate a diferentelor in
profilul bacteriomului si precizeaza date legate de comportamentul antimicrobian al acestuia la
vaci pentru lapte, diferentiate prin sistemul de crestere, considerat ca fiind unul dintre factorii de
influenta in inducerea antibiotic-rezistentei. Acest studiu si-a propus sa compare, folosind
metode automatizate, profilul de sensibilitate /rezistenta la antibiotice al microbiomului izolat de
la vacile lapte crescute in sistem intensive respective extensiv. Cercetarea a fost realizata in cate
o fermad din fiecare tip tehnologic, pe vaci pentru lapte din rasele Holstein si Bruna de
Maramures. Un total de 122 de probe de lapte colectate de la animalele mastitice au fost
prelucrate prin tehnici microbioogice clasice si, de asemenea, prin utilizarea aparatelor
WalkAway si Sensititre OptiRead, care au facilitat identificarea tulpinilor micriobiene si a profilul
lor de rezistenta la antibiotice. Culturile izolate au fost testate de cele doua sisteme folosind
amoxicilind si acid clavulanic, Sulbactam, ampicilind, cefazolin, cefaloting, clindamicing,
gentamicing, oxacilind, penicilind, rifampin, tetracicling, trimetoprim/sulfa, vancomicina si
cefepina.

Au fost izolate prin utilizarea aparatului WalkAway tulpini de S. haemolyticus, S. sciuri, S.
werneri, S. schleiferi, S. auricularis, Micrococcus spp. In cazul Staphylococcus spp., rezistenta a fost
mult crescutg, fiind constatata doar eficienta unor antibiotice (gentamicing, rifampina) impotriva
tuturor tulpinilor. Rezistenta totala a fost observata in procent de 33,33%. Fiind betalactamaza
pozitive, toate tulpinile au fost rezistente la peniciling, similar datelor prezente in literatura de
specialitate. Probele de lapte testate de Sensititre OptiRead au depistat 48 de tulpini (34 G +
respectiv 18 G -). Varietatea de tulpini a fost mai mica decat in ferma care aplica tehnologia de
crestere intensiva, incluzand: Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Serratia marcescens,
Enterobacter aerogenes si Streptococus uberis. Datele au indicat participarea CNS la etiologia
mastitei. Desi mecanismele unora dintre ele sunt putin cunoscute, profilul de rezistenta la
antibiotice ar putea sustine patogenitatea lor sporita. Diferentele dintre microbiomul din cele
doua ferme au fost usoare, unele G- fiind prezente in fermele extensive, dar o varietate mai mica
de stafilococi coagulazo-negativi. Modelul de rezistenta la antibiotice Inregistrat in aceastd ferma
a fost similar, ceea ce sugereaza un schimb de gene de rezistenta la diferite niveluri, inclusiv
habitat.

Asa cum s-a aratat, una dintre cele mai severe patologii Inregistrate la vacile lactante este
reprezentatd de mastitd, din cauza pierderii capacitatii productive a ugerului, modificarilor grave
ale stdrii de sanatate si a impactului economic al bolii, si de asemenea, de aparitia tulpinilor
rezistente la antibiotic (subcapitolul 4.3., Patogenitatea crescuta a tulpinilor de Staphylococcus
spp. antibioticorezistente izolate de la vaci cu mastite). Au fost utilizate probe de lapte de la



vacile in lactatie Holstein (n = 20) crescute in sistem intensive, prelucrate prin metode
microbiologice clasice, cu identificare ulterioara a tulpinilor isolate pe bulion si agar prin
aplicarea testelor API 20 STREP, API STAPH, API 20 E. Testele de sensibilitate antimicrobiene in
vitro au fost efectuate pe flora totala si, de asemenea, pe tulpini izolate, folosind oxitetracicling,
neomicind/bacitracind/ tetraciclind, marbofloxacind, ampicilind, amoxicilina/acid clavulanic,
gentamicina, enrofloxacina si Tetra-delta, un medicament classic utilizat in tratarea mastitelor la
vaci. Potentialului toxigen al tulpinilor de Staphylococcus spp. Isolate s-a estimate prin metode
moleculare (PCR). Rezultatele au sustinut prezenta unui microbiom variabil, care implica bacterii
multirezistante la antibiotice. Lipsa eficacitatii in vitro a fost observata in cazul mai multor
antibiotice utilizate frecvent pentru terapia mastitei (ampicilind, oxitetraciclina). Potentialul
patogen ridicat al tulpinilor de Staphylococcus spp. izolate a fost definit nu doar de rezistenta
antimicrobiana ci si de prezenta genelor seb si nuc care codifica toxine, la 28,57% din tulpinile
izolate.

Interventia sistemului imun in conditionarea evolutiei si stabilirea prognosticului

mastitei la vacile prezinti o importantd deosebiti. In acest context, capitolul 5. Profilul
imunologic la vaci cu mastite, s-a axat pe monitorizarea modificarilor survenite la nivelul
efectorilor nespecifici la animale cu mastite subclinice in ani consecutivi. In subcapitolul
5.1.Cuantificarea mediatorilor nespecifici ai sistemului imun intr-o populatie de vaci pentru
lapte diagnosticate cu mastite subclinice, cercetdrile au urmarit sa monitorizeze modificarile
imunitatii sistemice nespecifice umorale si mediate celular la animale din rasele Baltata
Romaneasca si Holstein cu varste cuprinse intre 3 si 8 ani, diagnosticate cu mastita sublinica.
In acest scop, au fost utilizate tehnici de precipitare pentru cuantificarea complexelor imune
circulante si a nivelelor de imunoglobuline totale din lactoser. Mai mult, raportul
neutrofile/limfocite a fost utilizate pentru a estima nivelul de stres la animalele bolnave iar
testul de includere a particulelor de carbon pentru a monitoriza fagocitoza.

Studiul a relevat valori mai mici ale complexelor imune circulante in lactoserul vacilor
mastitice (0,002 = 0,010 unitati de densitate optica, UDO) in comparatie cu cele sanatoase
(0,004 + 0,027 ODU), in timp ce nivelurile totale de imunoglobuline au fost inversate (0,36 *
0,13 si respectiv 0,29 * 0,13 UDO). Valorile indicelui de stres (N/L) si fagocitoza au fost
semnificativ mai mari la animalele mastitice in comparatie cu cele sanatoase (N/L 1,24 * 0,69
si 0,48 £ 0,15, p <0,05 si activitatea fagocitara 1,78 + 0,21 si 0,44 = 0,23, p <0,01). Rezultatele
au indicat un clearance mai mare al complexelor imune, niveluri mai mari de stres si
fagocitoza la vaci cu mastita subclinica crescute in sistem intensiv, ceea ce sugereaza o
implicare puternica a imunitatii sistemice nespecifice umorale si mediate celular in ciuda
cursului subclinic al bolii.

Etiologia bacteriand a mastitei isi exercita impactul atat asupra efectorilor imunitari
locali, cat si ai sistemului, astfel starea imunitara a animalelor poate ajuta la prezicerea
rezultatului bolii (Giupana si colab., 2015, subcap. 5.2). in anul urmitor, testirile similare
(subcapitolul 5.2. Modificari ale imunitatii nespecifice la bovine cu mastita subclinicd), au
urmarit sa monitorizeze modificarile imunitatii sistemice nespecifice si a imunitatii mediate
celular la bovine metisi pentru lapte, diagnosticate anterior cu mastita subclinica (n = 10), in
comparatie cu un grup sanatos (n = 9). Bovinele au provenit din gospodarii particulare situate
in NV Transilvaniei. Probele de lapte si sdnge au fost colectate de la fiecare animal si testate in
continuare prin utilizarea tehnicilor de precipitare cu ZnSOs, pentru a cuantifica nivelul total
al imunoglobulinelor din ser si testul de includere a particulelor de carbon pentru a
monitoriza activitatea fagocitara sistemica. Studiul a relevat ca nu exista diferente
semnificative statistic intre nivelul imunoglobulinelor totale prezenta in serul bovinelor



diagnosticate cu mastitd subclinici (0,31 * 0,079 unitati de densitate optici, ODU) in
comparatie cu cele sanatoase (0,26 + 0,088 ODU). Valorile fagocitozei au fost semnificativ mai
mari (p <0,01) la animalele mastitice (2,24 * 0,92 ODU) fatd de animalele sanatoase (4,33 *
0,71), acestea relevand prevalenta crescutd a imunitatii nespecifice mediate celular fata de cea
umorala sistemica la animalele pentru lapte din aceasta categorie.

In incercarea de a defini factorii de influenti ai profilului de antibioticorezistenti in

cazul bacteriomului izolat de la animale cu mastitd, s-au efectuat experimente care au inclus
experimente referitoare la influenta pH-ului habital bacterian asupra antibioticorezistentei
(subcapitolul 6.1. Influenta potentiala a modificirilor de pH asupra profilului de
antibioticorezistenta bacteriomului la vaci pentru lapte) precum si evaluarea influentei
solventului utilizat 1n extractia principiilor active din plante 1in conditionarea
antibioticorezistentei (6.2. Natura extractului ca factor de influenta asupra efectelor Melissa
officinalis L. asupra microbiomului din lapte la vaci cu mastita subclinicd).
Mastita, in principal infectii localizate, dar uneori generalizate, care apar la animale 1n lactatie
sunt initiate de microflord bacteriana in asociere cu factori chimici si fizici. Pentru a elucida
interventia unor factori conecsi si modul in care interventia acestora influenteaza
antibioticorezistenta, s-au efectuat cercetari pe vaci pentru lapte crescute in sistem semi-
intensiv, cu varsta cuprinsa intre trei si cinci ani, care au prezentat mamitd clinica sau
subclinica diagnosticata prin testul California Mastitis Test si numararea a celulelor somatice.
Probele de lapte au fost colectate inainte de mulsul de dimineatd in recipiente sterile si
prelucrate prin metode microbiologice clasice: cultivarea pe medii uzuale si selective,
realizand testarea sensibilitatii/rezistentei la antibiotice prin metoda Kirby-Bauer, implicand
ampicilina, enrofloxacina, gentamicina, oxitetraciclina, ciprofloxacina, acidul clavulanic,
amoxicilina si produsul comercial Tetra delta® (novobiocina, neomicind, procaina peniciling,
dihidrostreptomicina, prednisolon). Pentru a estima modificarile potentiale ale sensibilitatii la
antibiotice induse de modificari in pH-ul mediului, metoda Kirby-Bauer a fost repetata pe
bacterii izolate dupa expunerea lor prealabila la pH acid (4-6,5) sau alcalin (7,8-8,2).Bacteriile
dominante (Enterococcus - 45% si Staphylococcus - 55%), au fost sensibile la ciprofloxacina si
partial sau total rezistent la alte antibiotice. Atat pH-ul alcalin (8,0) cat si cel acid (5,0) s-a
dovedit a fi utili crescand sensibilitatea la ciprofloxacinda pentru toate izolatele.
Comportamentul bacteriilor in prezenta antibioticelor a fost extrem de variabil dupa
expunerea prealabila la diferite valori de pH, variind de la sensibilitate scazuta la rezistenta
totala. Astfel, s-a concluzionat ca schimbarea pH-ului ar putea fi de ajutor in tratarea mastitei
la vacile pentru lapte, In asociere cu antibioticele adecvate.

Intr-un alt studiu (subcap. 6.2) a fost evaluati influenta solventului de extractie
asupra eficacitatii antimicrobiana a extractului de Melissa officinalis L. asupra microbiomului
de la vaci pentru lapte, suferind de mastita subclinica. Probele de lapte si sdnge au fost
recoltate de la vaci lactante in perioada de varf a lactatiei. Raporturile N/L (coloratie
Panoptica) au fost calculate ca indicatori ai nivelului de stres. Componentele microbiomului au
fost identificate prin utilizarea metodelor bacteriologice clasice si cultivarea In prezenta
extractului alcoolic si a uleiului esential de M. Officinalis (Metoda Kirby-Bauer). Programul
Minitab 16.0 a fost utilizat pentru interpretarea statistica a datelor; semnificatia diferentelor
dintre grupuri a fost interpretata prin testul Student. Raporturile N/L au indicat o crestere
semnificativa a stresului (p <0,01) la animalele afectate subclinic (1,24 + 0,69) in comparatie
cu cele sanatoase (0,56 *+ 0,12). Extractul alcoolic M. officinalis a fost mai putin eficient decat
uleiul esential (zona de inhibare a 11.3 + 3,6 mm versus 12,3 * 4,3 mm), dar acest effect a fost
comparabil cu cel al amoxicilinei, amoxicilinei/ acidului clavulanic si crescuta fata de cea a



cefoperazonei (rezistenti totald). In mod similar, in izolatele din lapte sinitos, efectele au fost
mai pronuntat pentru uleiul esential decat pentru tinctura (18,67 * 7,0 mm fata de 13,0 * 8,2
mm) si mai mare decat in cefoperazone (15,67 * 3,2 mm). Rezultatele au sugerat ca utilizarea
terapeutica a uleiului esential de M. officinalis s-ar putea dovedi a fi mai eficienta decat a
extractului alcoolic impotriva bacteriomului din laptele mastitic, efectul fiind mai degraba
dependent de specia bacterianad decit de metoda de extractie.

Intrucat mastita bovini este o boali cu impact economic a animalelor lactante la nivel
mondial, majoritatea investigatiilor s-au concentrat pe definirea indicatorilor epidemiologici
si, de asemenea, masuri de control. Ca parte a programelor de control, cele mai populare
masuri terapeutice in mastita clinica si subclinica la bovinele lactante este tratamentul cu
antibiotice, din ce In ce mai putin eficient sub presiunea cresterii rezistentei la antibiotice a
bacteriilor inductoare.

In capitolul 7, Evaluarea potentialului terapeutic alternativ al unor extracte vegetale

selectate sunt trecute in revista rezultatele obtinute prin investigarea activitatii unor extracte
vegetale asupra bacteriilor isolate de la vaci cu mastite subclinice, fiind evaluate
biodiponibilitatea componentelor active comparative cu cea a antibioticelor cu utilizare
maxima in aceste infectii.
Subcapitolul 7.1. Identificarea extractelor de plante ca potentiald alternativa terapeutica
pentru vaci diagnosticate cu mastita subclinica, descrie investigatiile legate de definirea
potentialului therapeutic imunostimulator al extractelor din plante precum Calendula
officinalis, Echinacea angustifolia, E. purpurea, Hippophae rhamnoides, Urtica dioica, Allium
sativum, Salvia officinalis, Mentha piperita ce cresc pe majoritatea pasunilor romanesti.
Cercetarea a fost realizata pe un grup de 27 de vaci lactante, impartite in doua grupuri,
sanatoase (n = 10) si diagnosticate cu mastita subclinica (n = 17). Probele de siange colectate
prin puncti venei jugulare au fost diluate cu RPMI 1640 (1: 4) si distribuite in placi cu 96 de
godeuri. Variantele de lucru, incluzand probe netratate (martot) tratate cu mitogene clasice
(PHA, LPS - 1ul/godeu) si extracte alcoolice din plantele deja mentionate (1.5ul/godeu) au fost
effectuate In duplicat. Concentratiile glucozei reziduale au fost masurate cu ajutorul unui test
colorimetric orto-toluidin si pe baza valorilor citite spectrophotometric (SUMAL PE2, Carl
Zeiss, Jena) au au fost calculati indici de stimulare (IS%). IS pentru blastizarea spontana au
fost mai mici la grupul cu mastita subclinica (48,03 + 10,23%) decat in lotul animalelor
sanatoase (53,44 + 9,34%). Nu s-au Inregistrat cresteri ale IS la vacile mastitice sub influenta
extractelor de plante, care au actionat inhiband (valori ale IS% cuprinse intre 17,54 + 13,97 la
39,90 + 7,89, dependent de variantd), comparativ cu IS spontan (48,03 + 10,23%) si indus de
alcool, martorul solvent (IS% 40,06 + 8,57) si respective efectele obtinute la animalele
sanatoase (extract de usturoi IS% 56,71 + 12,91, [S% salvie 58,26 + 12,31, [S% menta 54,60 +
15,97). Rezultatele au indicat ca extractele de plante utilizate in conformitate cu protocolul
descris nu au reusit sa restabileasca raspunsul imun mediat celular in vitro la vacile cu
mastita, ceea ce sugereaza continuarea cercetarii pentru a stabili doza adecvata pentru aceste
extracte sau identificarea altora cu potential bioactiv mai pronuntat.

Thymus marschallianus Willd. este o specie Lamiaceae raspandita intr-o mare
varietate de habitate la nivel mondial. Scopul cercetarii prezentate in capitolul 7.2 (Profilul
fitochimic si potentialul antibacterian al extractelor obtinute din Thymus marschallianus
Willd) a fost analiza a doua esantioane diferite din aceastda specie, una obtinutda din flora
spontana si una din cultura. A fost efectuata caracterizarea spectrofotometrica a nivelului de
polifenoli totali, flavonoide si a continutului de acid fenolic. Analiza calitativa si cantitativa a
polifenolilor a fost realizata printr-o metoda HPLC-DAD-ESI (+) - MS. Pentru testul



antibacterian s-au utilizat, si metodele de microdilutie in bulion. Analiza a evidentiat prezenta
polifenolilor pentru ambele probe precum si prezenta flavonoidelor de tipul luteolinei,
quercetinei, apigeninei si derivatilor lor, dar si a acidului rosmarinic si a metil-rosmarinatului.
Au fost sesizate diferente accentuate intre cele doua variante, salbatica si cultivata, cu privire
la cantitatea acestor compusi. S-au gasit cantitati semnificativ mai mari de flavonoide pentru
proba recoltata in flora spontana, in timp ce pentru acidul rosmarinic, au fost cantitati mai
mari gasite pentru proba de culturd. Ambele probe au aratat o activitate antibacteriana
promitdtoare, in special asupra bacteriilor Gram pozitive. T. marschallianus reprezinta, asadar,
o sursa bogata de compusi polifenolici care dovedesc potentialul sdau promititor ca specie
medicinala. Studiul este primul raport despre prezenta compusilor polifenolici si despre
activitatea antimicrobiand a acestora si, in acelasi timp, este primul studiu care ofera
comparatia intre doua tipuri de probe de T. marschallianus, recoltate din cultura si din flora
spontand, in contextul in care nu exista studii raportate asupra compozitiei polifenolice a
speciei T. marschallianus si a actiunilor sale biologice.

Ultimul subcapitol al studiului (7.3. Cercetari comparative asupra utilizarii
antibioticoterapiei clasice si terapiilor alternative in mastita bovinelor) a fost dedicate
evaludrii comparative a efectelor terapiilor alternative (apiproduselor) si antibioticelor uzuale
asupra microbiomului mastitic. Avind in vedere rezistenta crescuta la antibiotice a tulpinilor
bacteriene implicate, aceasta cercetare a urmarit sa evalueze eficacitatea terapiei alternative
cu miere si propolis In tratarea mastitei la bovine. Cercetarea a fost realizata pe un grup de 28
de animale, cu varste cuprinse Intre 3 si 11 ani, din rase Baltatd Romaneasca si Holstein Rosu.
Cercetarile au vizat izolarea si identificarea bacteriilor implicate in cazuri de mastita clinica la
vaci, evaluarea sensibilitatii/rezistentei acestora la antibioticele utilizate frecvent, precum si
evaluarea eficacitatii mierii si propolisului asupra bacteriilor izolate din cazurile de mastita la
vaci crescute 1n system intensiv. Principalele metode utilizate au fost cultivarea prin metode
clasice si testul Kirby-Bauer. Din majoritatea probelor de lapte au fost izolati stafilococi
rezistenti sau foarte rezistenti la antibiotice. Studiul comparativ privind utilizarea diferitelor
concentratii de tinctura de propolis a aratat eficacitate maxima pentru concentratia de 20%,
cu efecte descrescatoare pentru concentratii mai mari, ceea ce a negat ipoteza conform careia
concentratiile crescute produc efect crescut. Eficacitatea mierii a depins de concentrtie si
tulpind bacterianad, individualizarea schemelor terapeutice fiind absolut necesara. Rezultatele
au indicat ca utilizarea frecventa si necontrolatd a antibioticelor impotriva mastitei a dus la
dezvoltarea unei rezistente multiple sau totale la antibiotice, astfel mierea si propolisul au
reprezentat alternative terapeutice valoroase, in special in cazul stafilococului. Rezultatele
obtinute sunt incurajatoare, in principal pentru utilizarea clinica a propolisului In terapie
singur sau in combinatie cu antibiotice, dupa standardizarea metodei prin studii in vivo si
gasirea unei solutii pentru diminuarea efectelor iritative ale tincturii de propolis.
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