Impactul apiterapiei in vitro asupra fenomenului de antibioticorezistenta la tulpinile de Staphylococcus
spp.de la suine crescute in sistem extensiv.

REZUMATUL TEZEI DE DOCTORAT

Impactul apiterapiel Iin vitro
asupra fenomenului de
antibioticorezistenta la
tulpinile de Staphylococcus de
la suine crescute extensiv

Doctorand Cristina loana Lazar

Conducator de doctorat Prof.univ. dr. Marina Spinu




Cristina loana Lazar

Obiectivul ONU este de a atinge o stare de sandtate optimad pentru oameni,
animale si mediu, iar rezistenta la antibiotice este recunoscuta ca fiind o provocare
"One Health”, datoritd aparitiei si disemindrii rapide a bacteriilor rezistente la
antibiotice in randul oamenilor, animalelor si mediului pe scara globala (ROUSHAM,
2018). Pe langa a fi o problem in cadrul "One Health", AMR este de asemenea o
problema "One world". Globalizarea sistemului alimentar cu miscarea tot mai extinsa a
animalelor si a produselor agricole, combinate cu cresterea exponentiala a numarului
calatoriilor effectuate de oameni faciliteaza raspandirea si mixarea rapida a genelor
rezistente la substantele antimicrobiene (ROBINSONA, 2016).

Agentii antimicrobieni sunt folositi la scara larga atat in medicina veterinara cat
si umand. Utilizarea intensiva a antibioticelor la animale poate promova persistenta
genelor de rezistenta la bacterii cu potential zoonotic sau capabile sa transfere aceste
gene de rezistentd citre agenti patogeni adaptati oamenilor, sau direct in microbiomul
intestinal al acestora, prin intermediul alimentelor sau al mediului (ARGUDIN, 2017).

Desi stafilococii de origine animald, sunt comensali ai pielii si mucoaselor,
acestia nu trdiesc In izolare genetic3, fiind in stransa legatura cu o varietate de alti
agenti patogeni. In acest mod, in cazul unei densititi bacteriene crescute, materialul
genetic poate fi transferat nu doar intre stafilococii in intraspecie sau interspecie, ci si
intre stafilococii si alte bacterii Gram pozitive, fenomen care poarta denumirea de
"schimb de genuri". Existd studii care demonstreaza ca stafilococii pot actiona ca si
donori sau receptori ai genelor de rezistentd. Mai mult de atat, acestia pot fi transferati
la alte animale sau oameni, prin contact direct, sau, prin contactul cu excretiile
animalelor, prin stranut, tuse sau lins (SCHWARZ, 2018).

Prin urmare, cercetarea in domeniul si identificarea unei noi generatii de
antibiotice a devenit o prioritate. Cu toate acestea, testarea unui nou antibiotic inainte
ca acesta sa poata fi comercializat necesita o perioada lungad de timp. Mai mult de atat
limitarea utilizarii lor doar la pacientii care nu raspund la produsele existente pe piata,
duce la scaderea profitabilitatii pentru marile companii farmaceutice. Asadar
dezvoltarea de noi antibiotice nu mai este consideratd o activitate interesanta
(COMBARROS-FUERTES, 2020).

in acest context, mierea si produsele din miere, parte importanti din punct de
vedere nutritional, al proprietatilor terapeutice, precum si datoritd implicatiilor lor
asupra sanatatii si starii de igiena a oamenilor este cunoscuta ca alternative viabila la
antibiotice (STEFANIS, 2023).

Teza de doctorat intitulata "Impactul apiterapiei in vitro asupra fenomenului de
antibioticorezistenta la tulpinile de Staphylococcus de la suine crescute extensiv", este
structurata in doua parti, fiecare dintre ele cuprinzand o serie de capitole, concepute
conform normelor in vigoare.
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Partea 1 intitulata "Stadiul actual al cunoasterii”este divizata in trei capitole si
descrie informatiile din literatura de specialitate cu privire la aparitia
antibioticorezistentei, mecanismele de antibioticorezistenta prezente la stafilococi,
precum si produsele apicole si efectul lor antibacterian.

Primul  capitol furnizeaza  informatii  referitoare la  aparitia
antibioticorezistentei, de la evolutia genelor de rezistentd, pana la aparitia rezistentei
la mai multe antibitoice (MDR).

Cel de-al doilea capitol prezinta succint, informatiile din literatura de
specialitate cu privire la antibioticorezistenta la stafilococi, si la mecanismele de
transmitere a genelor de rezistenta la acestia.

in capitolul al treilea sunt prezentate informatii cu privire la proprietitile
antibacteriene semnificative ale produselor apicole, in special ale mierii si ale
propolisului, care le transforma in candidati potentiali pentru combaterea infectiilor
bacteriene si reducerea antibioticorezistentei.

Partea a doua prezinta contributia personala si este structuratd in 7 capitole
care contin rezultatele cercetarilor proprii conform scopului si obiectivelor prezentate
in capitolul 4.

In Capitolul 5 se regisesc date legate de originea probelor, protocolul de izolare
si identificare a tulpinilor de Staphylococcus spp. In cadrul studiului au fost analizate 49
de probe provenite de pe pielea din spatele urechilor si din narile anterioare ale
porcilor sdanatosi crescuti extensiv, traditional, din diferite gospodarii si din care au
fost izolate 40 de tulpini de Staphylococcus spp. Toate probele care au intrat in lucru,
au fost identificate individual, iar pentru a evita confuzia, acestea au primit codificarea
"PD-urmata de numarul curent, ex: PD1, PD2, PD3, etc.

Pentru izolarea tulpinilor s-au utilizat medii de cultura specifice reprezentate de
agar Chapman, agar Columbia cu sange, iar coloniile prezumtive au fost identificate pe
baza caracterelor morfologice, dupa care s-a determinat specia bacteriana cu ajutorul
dgaleriilor ApiStaph.

S-au identificat 3 specii de stafilococi, reprezentate de Staphylococcus xylosus
izolat In procent de 47,5% din tulpinile testate, urmat de Staphylococcus lentus izolat in
procent de 30%, si Staphylococcus sciuri, izolat in procent de 22,5% dintre tulpinile
testate.

in capitolul 6 este prezentati tehnica de evaluare a susceptibilititii la
antibiotice, antibioticele utilizate In acest studiu, precum si rezultatele testelor de
susceptibilitate initiald la antibioticele utilizate toate definind profilul de
antibioticorezistenta al bacteriilor izolate.
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in cadrul studiului au fost testatd susceptibilitatea la antibiotice, pentru toate
cele 40 de tulpini de stafilococi izolate de la porci, utilizidndu-se metoda difuzimetrica
(Kirby-Bauer).

S-au aplicat 12 tipuri de antibiotice, care fac parte din clase diferite: penicilina-
P10, tetraciclina-TE30, eritromicina-E30, Clindamicina-CD2, Colistin-CL25,
Trimetroprim/ Sulphametoxazole-SXT25, Florfenicol-FFC30, Marbofloxacin-MARS5,
Vancomicina-VA30, Meticilinda-ME30, imipenema-IPM10, Cefoxitin-FOX10.

Au fost observate cazuri multiple de rezistenta la antibiotice, insa trebuie
mentionatd o ratd crescuta a rezistentei la penicilina, unde 55% dintre tulpinile de
stafilococi izolati au fost rezistente, urmata apoi de rezistentea la tetracilina cu 30%.
10% dintre tulpinile izolate au prezentat rezistenta la colistin si eritromicina, iar 7,5%
au fost rezistente la Trimetroprim/ Sulphametoxazole, in timp ce la meticilina si
marbofloxacin doar 2,5% dintre tulpini au fost incadrate ca fiind rezistente.

in plus, s-au identificat si tulpini cu rezistenti multidrog (MDR). Indicii de
rezistentd multipla la antibiotice (MAR), au fost calculati cu referire la antibioticele
testate. Toate izolatele au avut un indice MAR intre 0-0,58, si niciunul nu a avut un
indice MAR=1.

Indicii de rezistenta multipa la antibiotice au fost sub 0,2 in 31 dintre cele 40 de
tulpini de bacterii studiate. Cu toate acestea, 10% dintre tulpini au fost rezistente sau
foarte rezistente (MAR 0,25; 0,33 si 0,58), prezentand un risc pentru animale,
ingrijitori si mediu. In mod similar, acestea ar putea reprezenta o sursi pentru
contaminarea ulterioara a contactilor si raspandirea rezistentei in jurul fermelor in
care au fost crescuti porcii.

Cei mai crescuti indici MAR au fost detectati la PD40 reprezentat de
Staphylococcus lentus (0,58), PD30 reprezentat de Staphylococcus xylosus (0,33) si PD7
reprezentat de o alta tulpina de Staphylococcus lentus (0,25).

in capitolul 7 sunt evaluate proprietitile antibacteriene ale produselor apicole
testate. Au fost analizate ca atare, mierea de rapita si mierea poliflora, iar propolisul a
fost analizat In cele doua concentratii diferite de 20% si 30%, determinandu-se
continutului total de polifenoli si capacitatea antioxidanta.

Continutul total de polifenoli variaza semnificativ intre probele de miere si
propolis, cu valori cuprinse intre 231,52 mg GAE/100 g si 344,29 mg GAE/100 g.
Valoarea cea mai mare a fost Inregistrata pentru propolis in concentratie de 20%, iar la
mierea de rapita s-a Inregistrat cea mai scazutd valoare, 231,52 mg GAE/100 g.

Capacitatea antioxidanta a variat si ea, cu valori cuprinse intre 94,06 RSA (%),
in cazul propolisului de 20%, cea mai mica valoare fiindu-i atribuita mierii poliflore cu
18,67 RSA (%).
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S-a demonstrat stiintific ca nivelul concentratiei compusilor fenolici si
activitatea antioxidanta dintr-o proba de miere sau propolis sunt corelate cu
potentialul lor antimicrobian. Astfel, cu cat continutul fenolic si activitatea antioxidanta
sunt mai ridicate, cu atat este mai inalt potentialul antibacterian (ISPIRYAN, 2024).

In capitolul 8 s-a descris testarea activititii antimicrobiene a produselor
apicole impotriva tulpinilor de stafilococi izolate. Acest capitol cuprinde etapele de
descriere a protocolului experimental, urmat de rezultate si discutii.

Pentru a evalua activitatea antimicrobiand a produselor apicole (miere de
rapita, miere poliflord, propolis de 20% si propolis de 30%), Impotriva tulpinilor de
Staphylococcus spp., s-a realizat atat expunerea directd la produsele apicole nediluate
cat si expunerea la produse apicole de concentratii diferite. Ulterior, aceste tulpini au
fost testate si cu antibioticele initiale pentru a observa eventuale schimbari in
susceptibilitatea lor antimicrobiana.

In prima etapi s-a efectuat tehnica difuzimetrici in gel de agar Kirby-Bauer.
Suspensia bacteriana a fost pregatita cu o densitate de 0.5 Mcfarland. Cu ajutorul unui
tampon steril Imbibat in solutia bacteriana, excesul de lichid fiind indepartat, cultura
bacteriana a fost insamantata pe suprafata placii continand agar Mueller Hinton, dupa
care pldcile au fost lasate 10 min pentru zvantarea suprafetei. Dupa ce placile s-au
uscat, cu ajutorul unui perforator steril (6mm diametru) s-au efectuat godeuri in agar
la aproximativ 2 cm unul de celalalt.

Folosind o pipetd a fost addugata mierea de cele doua tipuri’ miere de rapita si
miere poliflora si cele doua concentratii diferite de propolis (de 20 si 30%) in fiecare
godeu dupa care placile au fost incubate la temperatuta de 37°C timp de 24 de ore.

Cea mai mare zona de inhibitie a fost de 22mm, la tulpina de Staphylococcus
xylosus (PD30) si 20 mm la tulpina Staphylococcus xylosus (PD23) expuse la mierea de
rapitd, sugerand o eficacitate antimicrobiand superioara in comparatie cu celelalte
produse testate. In cazul mierii poliflore si al propolisul de 20% cea mai mare zoni de
inhibitie a fost de 17mm, iar in cazul propolisul de 30%, cea mai mare zona de inhibitie
a fost de 16mm. Aceasta indica, comparativ, prezenta in mierea de rapita a unor
compusi bioactivi puternici care pot inhiba eficient cresterea stafilococilor.

In etapa urmitoare a studiului s-a efectuat expunerea tulpinilor de stafilococi la
10% miere de rapitd si poliflora, si la propolis. Pentru testarea activitatii mierii si
propolisului pe izolate bacteriene au fost folosite urmatoarele formule: pentru miere:
9,9ml bullion Mueller Hinton+1,1 ml miere+0,01 ml suspensie bacteriana, iar pentru
propolis:9,9ml bullion Mueller Hinton+0,01 ml propolis 20% sau 30%+ 0,01 ml
suspensie bacteriana
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Dupa omogenizare acestea au fost incubate la temperature de 37°C, timp de 24
ore, dupa care s-au Insamantat pe agar nutritiv si au fost testate pentru rezistenta fata
de antibiotic, utilizand tehnica Kirby Bauer.

S-au inregistrat si analizat rezultatele obtinute In urma acestor testari si s-au

comparat cu rezultatele initiale.

Noua din cele 30 de tulpini expuse la mierea poliflora au fost inhibate complet, 3
tulpini testate dupa expunerea la mierea de rapita si la propolis 20%, au fost de
asemenea inhibate complet, iar propolisul de 30% a inhibat complet doar o singura
tulpina de stafilococc.

Tabel 1 Privire generald privind compararea rezultatelor obtinute fatd de cele

initiale.
CL25 | E30 SXT25 | P10 FFC3 VA30 | TE30 | MAR FOX3 | CD2 ME30
0 5 0

Miere

de +12 +10 +10 +10 +12 +14 +12 +10 +15 +10 +10
rapiti mm mm mm mm mm mm mm mm mm mm mm
Miere +12 +11 +13 +10 +14 +14 +12 +9 +10 +11 +12
poliflora mm mm mm mm mm mm mm mm mm mm mm
Propolis +8 +13 +14 +12 +14 +15 +11 +12 +15 +10 +14
20% mm mm mm mm mm mm mm mm mm mm mm
Propolis +7 +13 +13 +15 +14 +11 +12 +12 +15 +14 +14
30% mm mm mm mm mm mm mm mm mm mm mm

Tabel2. Procentul de tulpini testate pentru care s-a modificat incadrarea din rezistent in sesibil

CL25 | E30 | SXT25 | P10 FFC30 | VA30 | TE30 | IPM5 | MAR | FOX CD2 ME3
% 5 30 0
Miere
de 0 0 3,84 19,23 0 0 23,07 0 3,84 0 3,84
rapita
Miere
poli- 0 0 5 40 5 0 25 0 5 0 5
flora
Propo- 0 0 3,84 8 0 0 19,23 0 3,84 0 3,84
lis 20%
Propo- 0 0 3,57 35,71 0 0 21,42 0 3,57 0 3,57
lis 30%

Rezultatele au relevat impactul apiterapiei, in diferite concentratii, asupra

susceptibilitatii tulpinilor de Staphylococcus spp. la antibiotice.

n urma tuturor testirilor s-a observant ci produsele apicole utilizate in studiu,
detin capacitatea de a creste susceptibilitatea la toate antibioticele testate. Totusi nici o
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tulpina dintre cele testate care nu a dezvoltat zona de inhibitie la antibiograma initiala,
nu a devenit sensibila sau intermediar sensibila in urma aplicarii tratamentului cu
produsele apicole.

in functie de antibioticul testat, s-au observant diferente semnificative, astfel ca
la tetraciclind si vancomicina au fost Inregistrate cele mai multe diferente in ceea ce
priveste diametrul zonei de inhibitie a tulpinilor tratate cu produse apicole, fata de
antibiograma initiala.

Concluziile generale care se desprind din lucrarea intitulata: "Impactul
apiterapiei in vitro asupra fenomenului de antibioticorezistenta la tulpinile de
Staphylococcus de la suine crescute extensiv", se regasesc in capitolul 9.

Rezultatele acestui studiu au indicat ca distributia tulpinilor izolate este
neasteptat de restransa (trei specii: Staphylococcus xylosus 43,34%; Staphylococcus
sciuri 33,33%; Staphylococcus lentus - 26,66%).

Desi indicele MAR a fost relativ scazut la 90% dintre tulpini (0 la 26,7%, 0,08 la
20% si 0,16 la 43,3% dintre tulpini), 10% dintre tulpini au fost rezistente sau foarte
rezistente (MAR 0,25; 0,33 si 0,58) sugerand un risc crescut pentru animale, Ingrijitori
si mediu. In mod similar, acestea ar putea reprezenta o sursi pentru contaminarea
ulterioara a contactelor si raspandirea rezistentei in jurul fermelor in care au fost
crescuti porcii

Rezistenta crescutd observata fatd de penicilinei, urmata de tertraciclind se
justificd, aceste antibiotic fiind cu aplicarea cea mai extinsa in diferitele patologii la
suine, In timp ce pentru colistina si eritromicina rezistenta a fost mai mica.

In acest studiu, expunerea in vitro a tulpinilor bacteriene la miere sau propolis a
condus la o crestere semnificativa (p<0,05-0,001) a dimensiunii zonei de inhibitie in
comparatie cu evaluarea initiald a rezistentei/sensibilitatii. Rezultatele au fost
influentate in functie de tipul de produs si concentratia utilizata.

Atat mierea cat si propolisul au demonstrat proprietati antibacteriene
semnificative. Ambele substante au reusit sa inhibe cresterea stafilococilor, indicand
potentialul lor in combaterea infectiilor bacteriene.

Antibiograma efectuatd inainte si dupa tratamentul cu miere si propolis a
relevat o modificare semnificativa a sensibilitatii a bacteriilor testate. Tulpinile care
initial prezentau rezistentd au devenit sensibile la antibioticele uzuale, sugerand ca
tratamentul cu miere si propolis poate reduce rezistenta bacteriana

Capitolul 10 subliniaza originalitatea si contributiile innovative ale tezei:
Este un studiu care a investigat stafilococii izolati de la porcii sanatosi, evaluand initial
rezistenta acestora la antimicrobiene, si ulterior tratdnd tulpinile cu produse apicole
(miere poliflord, miere de rapitd, propolis 20% si propolis 30%), pentru a observa
schimbarile in rezistenta lor la antibioticele initiale. Aceasta abordare este inovativa si
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oferd contributii semnificative in domeniul microbiologiei precum si al terapiei
infectiilor bacteriene.

Studiul se Inscrie intr-un context agricol specific, unde utilizarea antibioticelor
este frecventd, iar supravegherea rezistentei la antimicrobiene este cruciala.

Studiul ofera date importante privind profilurile de rezistenta ale stafilococilor
de la porci la diverse antibiotice, informatiile fiind esentiale datorita contactului strans
proprietar/ingrijitor in sistemul extensive atat pentru gestionarea corecta a infectiilor
in cadrul fermelorcat si pentru prevenirea transmiterii rezistentei la oameni.

Aplicarea produselor apicole (miere poliflord, miere de rapita si propolis) este
inovativd, avand in vedere proprietatile antimicrobiene cunoscute ale acestor
substante, dar inca insuficient studiate In contextul stafilococilor rezistenti de origine
animala.

Studiul este inovativ deoarece compararea efectelor celor doua tipuri de miere
(de rapita si poliflora) si propolis (20%, si 30%) adauga un element original studiului,
evidentiind variatiile In eficacitatea produselor apicole




